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A

- A: Absorbancia.

- ACTB: Gen de la B-Actina.

- ADM: Adrenomedulina.

- AMV: Virus del Mosaico de la Alfalfa.

- APC: Célula Presentadora de antigeno.

B
- BAF312: Siponimod.

- BDNF: Factor neurotrofico derivado de cerebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor).
- bFGF/FGF2/FGFf: Factor de crecimiento de fibroblastos (basic Fibroblast Growth Factor).

- BHE: Barrera Hematoencefalica.
C

- Ca: Calcio.

- CA3: Cornu Ammonis region 3.

- CC: Cuerpo Calloso.

- CaCl,: Cloruro de Calcio.

- CD: Cluster de Diferenciacion.

- cDNA: DNA complementario.

- CG: Cingulo.

- CMH: Células Madre Hematopoyéticas.

- CNTF: Factor neurotrofico ciliar (Ciliary Neurotrophic Factor).
- CPN: Células Progenitoras Neurales.

- CPO: Células Precursoras de Oligodendrocitos.

- CTL: Linfocito T citotoxico.

D

- DAB: Diaminobencidina.

- DAPI: 4,6’-Diamino-2-fenilindol.

- dATP: desoxiadenosin 5'-trifosfato.

- dCTP: desoxicitidina 5'-trifosfato.

- dGTP: desoxiguanosina 5'-trifosfato.

- dTTP: desoxitimidina 5’-trifosfato.

- DAB: 3,3’-diaminobencidina

- DEPC: Dietil Pirocarbonato.

- DF: Fornix Dorsal.

- DMEM: Medio Eagle modificado segun Dulbecco.
- DNA: Acido desoxirribonucleico (Deoxiribonucleic Acid).

E

- EAE: Encefalomielitis Autoinmune Experimental.
- EDSS: Escala Expandida del Estado de Discapacidad.



- EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético.

- EEC: European Economic Comunity.

- EM: Esclerosis Multiple.

- EM PP: Esclerosis Mdultiple Primaria Progresiva.

- EM RR: Esclerosis Multiple Remitente Recurrente.

- EM SP: Esclerosis Multiple Secundaria Progresiva.

F

- FLAIR: Secuencia Recuperacién de Inversion Atenuada de Fluido.

- FTY720: Fingolimod.

G

- GCSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos (Granulocyte Colony-Stimulating Factor).
- GD: Giro Dentado.

- GDNF: Factor neurotréfico derivado de la glia (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor).
- GFAP: Proteina fibrilar acida de la glia (Glial Fibrillary Acidic Protein).

- GFP: Proteina verde fluorescente (Green Fluorescente Protein).

- GGF2: Factor de crecimiento glial tipo 2 (Glial Growth Factor 2).

H

- HBSS: Solucién Salina Equilibrada de Hank.

- hPOL-SCs: Células Mesenquimales de la Pulpa Dental humana.

- HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte Growth Factor).
- HLA: Antigeno leucocitario humano (Human Leukocyte Antigen).

- hPOL-SCs: Células Mesenquimales del Ligamento Periodontal humano.

- IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa.

- Ig: Inmunoglobulina.

- IGF-1: Factor de crecimiento tipo 1 relacionado con la insulina (Insulin-like Growth Factor 1).
- IFN: Interferon.

- IL: Interleucina.

- iNOS: Sintasa de 6xido nitrico inducible.

K

- KCI: Cloruro Potasico.

L

- LCR: Liquido Cefalorraquideo.

- LIF: Factor de inhibicién leucémico (Leukemian Inhibitory Factor).
- LMP: Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva.

M
- M: Molar.

- m/s: metros por segundo.

- MAG: Glicoproteina Asociada a Mielina (Myelin-Associated Glycoprotein).



- MBP: Proteina basica de mielina (Myelin Basic Protein).

- MCP1: Proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 (monocyte chemoatractant protein1).

- MCSF: Factor estimulante de colonias de macréfagos (Macrophage Colony-Stimulating Factor).
- Mg: Magnesio.

- MgCl,: Cloruro de Magnesio.

- MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex).

- MMP: Metaloproteasa de matriz.

- MOG: Glicoproteina de mielina de Oligodendrocitos (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein).

- MSC: Células Mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells).

N

- Na: Sodio.

- NaHCOas: Bicarbonato de Sodio.

- NaH,PO,: Fosfato Monosaédico.

- NaCl: Cloruro Sédico.

- NaOH: Hidréxido de Sodio.

- NG2: Antigeno Neural/Glial tipo 2.

- NGF: Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor).
- NIH: National Institutes of Health.

- NK: Linfocitos asesinos naturales (Natural Killer).
- NO: Oxido Nitrico.

- NPG: N-Propil Gallato.

- NT3: Neurotrofina tipo 3.

o)

- OG: Oligodendrocito.

- Olig2: Factor de transcripcion oligodendrocitico tipo 2.
- OPV: Operado por voltaje (canal iénico).

- OsQy: Tetradxido de Osmio.

P

- PO: Proteina Cero de Mielina.

- PB: Tampén Fosfato.

- PBS: Tampén fosfato salino.

- PC: Célula Plasmatica.

- PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction).
- PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet Derived Growth Factor).
- PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.

- PE: Potenciales Evocados.

- PFA: Paraformaldehido.

- PGEZ2: Prostaglandina tipo E2.

- PLP: Proteina proteolipidica de mielina.

- PSA-NCAM: Molécula de adhesion celular neural (Polysialyted Neural Cell Adhesion Molecule).



R

- RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

- RNA: Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid).

- ROS: Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species).
- rpm: revoluciones por minuto.

S

- S1p-r: Receptor de la Esfingosina 1.

- SCF: Factor de célula madre (Stem Cell Factor).

- SDF1: Factor derivado del estroma tipo 1 (stromal derived factor 1).

- SNC: Sistema Nervioso Central.

- SNP: Sistema Nervioso Periférico.

- SVZ: Zona subventricular (Subventricular Zone).

T

- TAP: Proteina transportadora asociada al procesamiento de antigenos.
- TBE: Tris Borato- EDTA.

- TBS: Tampodn Salino Tris.

- Tc: Linfocitos T Citotdxicos CD8+.

- TGF-B1: Factor de crecimiento transformante 31 (Transforming Growth Factor p1).
- Th: Linfocitos T Colaboradores (helper) CD4+.

- TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor).

- Tto: Tratamiento.

\"

- VCAM: Molécula de adhesion celular vascular (Vascular Cell Adhesion Molecule).
- VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular Endothelial Growth Factor).
- VLA-4: Very Late Antigen-4 Integrin.

- VS: versus.
w
- w/w: Porcentaje del peso por peso (% weight per weight).

z
- ZSG: Zona Subgranular.
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1.- OLIGODENDROGLIA Y VAINAS DE MIELINA.

1.1.- OLIGODENDROCITOS Y CELULAS DE SCHWANN.

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son las células responsables de la formacién de

las vainas de mielina alrededor de los axones (Herbert & Monk, 2017):

- Los Oligodendrocitos derivan del neuroepitelio de las areas ventriculares del cerebro y médula
espinal desde donde migran a sus destinos finales para diferenciarse a células maduras con
capacidad mielinizante. Estan confinadas en el sistema nervioso central (SNC). Presentan un
cuerpo celular esférico o poligonal con un nicleo pequefio, regular y cromdfilo que emite
prolongaciones escasas y cortas que contactan cada una con un axén para formar una lamina

alargada que se empaqueta alrededor de éste formando la vaina de mielina (Figura [1A).

- Las Células de Schwann derivan de la cresta neural y su presencia se limita al sistema nervioso
periférico (SNP). Cada célula envuelve un solo fragmento de axdén periférico, terminales axénicos
o0 botones sinapticos, pudiendo ser células mielinizantes que envuelven axones de tamafio
superior a 1uym o no mielinizantes envolviendo a varios axones de diametro pequeino (Figura
[1B).

1.2.- VAINA DE MIELINA.

La velocidad de transmision del impulso nervioso puede aumentar mediante dos mecanismos:

- Incrementando el diametro del axén reduciendo de esta forma la resistencia interna a la

corriente de iones.

- Aislando la membrana axonal mediante una envoltura mielinica, lo cual disminuye la
capacitancia de la membrana axonal permitiendo incrementar la velocidad de conduccion sin

incrementar el diametro axonal.

Fisiologicamente, la mielina aisla ibnicamente la membrana axonal restringiendo la presencia de
los canales de sodio Unicamente en los anillos que quedan entre vainas de mielina (nodos de
Ranvier). La concentracién de los canales en los nodos es cuatro veces superior a lo que existe
en un axén amielinico. Mediante este sistema, para transmitir el impulso nervioso no es
necesario despolarizar el axén por completo, sino que los potenciales de accidon unicamente se
van a producir en los nodos de Ranvier siempre que los nodos se encuentran en el area de
influencia iénica del nodo anterior. Ademas, este sistema permite ahorrar energia al restablecer

el potencial de reposo mediante la bomba Na*/K" solo en estos puntos.
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Histolégicamente la mielina es una espiral multilaminar de membrana especializada de
oligodendrocitos o células de Schwann. Durante su formacion una lengiieta de la membrana de
oligodendrocito o célula de Schwann entra en contacto con un axén y lo envuelve un
determinado numero de vueltas. Durante este proceso las membranas externas que entran en
contacto se adhieren entre si quedando una pequena cantidad de citoplasma en el interior de la
lenglieta. Posteriormente el citoplasma se elimina excepto en las regiones paranodales y en las
cisuras de Schmidt-Lantermann de las células de Schwann (Figura 11C). En este proceso las
caras citoplasmaticas se unen fuertemente observandose al microscopio electrénico como una
banda gruesa que se denomina Linea Densa Mayor. Las dos caras externas de la membrana
plasmatica en contacto forman la Linea Intraperiddica (Figura 11D). El nimero de vueltas de la
vaina de mielina alrededor de axén es proporcional a la velocidad de transmisién del mismo
(Snaidero et al., 2014).

Gitoplasma co i céluln de Schwann
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{ Figura I1 (Pagina anterior): Vaina de Mielina.

(A, B): La vaina de mielina es una estructura membranosa especializada sintetizada por los oligodendrocitos que emiten
prolongaciones para recubrir varios segmentos de varios axones del SNC (A); y por las células de Schwann donde cada
célula recubre Unicamente un segmento de axén del SNP (B).

(C): Durante la formacién de la vaina de mielina, una lengiieta de membrana se arrolla alrededor del axén y extruye el
citoplasma exceptuando las regiones paranodales y las cisuras de Schmidt-Lantermann.

(D): Imagen de microscopia electrénica de una vaina de mielina alrededor de un axén (asterisco). En la compactacion, las
caras citoplasmaticas de la membrana se unen fuertemente originando la Linea Densa Mayor (flecha gruesa), mientras
que las caras externas en contacto forman la Linea Intraperiddica (flecha fina).

Molecularmente, su composicién es rica en lipidos (70-85% del peso seco) y proteinas (15-30%
del peso seco) con bajo contenido acuoso (40% en condiciones normales). Los lipidos
mayoritarios son el galactocerebrésido y la esfingomielina. Las proteinas mayoritarias son la
proteina basica de mielina (MBP) responsable del empaquetamiento de las membranas
citoplasmaticas, y la proteina proteolipidica (PLP) o la proteina cero (P0), ambas proteinas
transmembrana que intervienen en la adhesion de las membranas externas en el SNC o en el
SNP respectivamente. La mielina también esta compuesta por la proteina periférica de mielina 22
(PMP-22), la glicoproteina asociada a mielina (MAG) y la proteina asociada a oligodendrocitos
(MOG) (Aggarwal et al., 2011).

2.- CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES.

Las enfermedades desmielinizantes son un conjunto de entidades que se caracterizan por la
pérdida o malformacion de la vaina de mielina que pueden asociar dafo axonal. Esta

desmielinizacion puede ocurrir tanto en los axones del SNC como del SNP.
Las enfermedades que afectan la mielina se pueden clasificar en dos grandes grupos:

- Enfermedades propiamente Desmielinizantes: comprende aquellas de base inflamatoria o
autoinmune, entre ellas la Enfermedad de Devic o Neuromielitis Optica, la Esclerosis Multiple
(EM) y sus formas relacionadas como la EM Maligna o Enfermedad de Marburg, la Esclerosis
Mielinoclastica Difusa o Enfermedad de Schilder, la EM Concéntrica de Balo, y otros sindromes
aislados como la Leucoencefalitis Aguda Hemorragica de Hurst, la Encefalomielitis Aguda

Desmielinizante y las Mielopatias Inflamatorias.

- Enfermedades Dismielinizantes: son de origen tdxico-metabdlico. Entre ellas la Mielinosis
Central Pontina, la Enfermedad de Marchifava-Bignani y la Leucoencefalopatia Posterior
Reversible de causa medicamentosa. También se incluyen en este grupo las de origen genético

como la Adrenoleucodistrofia, la Leucodistrofia Metacromatica, la Enfermedad de Alexander, la
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Enfermedad de Krabbe, la Enfermedad de Canavan, la Enfermedad de Pelizaeus-Merbacher y la

Enfermedad Evanescente de la Sustancia Blanca.

3.- ESCLEROSIS MULTIPLE.

3.1.- CONCEPTO.

La EM es una enfermedad inflamatoria crénica del cerebro y médula espinal, de origen
desconocido que afecta a adultos jovenes. Se caracteriza por una afectacion multifocal de
oligodendrocitos, astrocitos, neuronas y axones cuya consecuencia es la aparicion de placas de
desmielinizacién de la sustancia blanca y posteriormente de la sustancia gris. A la vez, existe una
afectacion axonal y neuronal independiente o secundaria al proceso desmielinizante que es la

responsable de los déficits neuroldgicos permanentes de la enfermedad.

La descripcion mas antigua conocida de una persona con sintomas de esclerosis multiple data
del siglo XIV en Holanda. En 1868 Charcot realizd la primera descripcion detallada de los
aspectos clinicos y evolutivos de la enfermedad denominandola Esclerosis en Placas.
Posteriormente se le acufié el nombre de Esclerosis Diseminada por la diseminaciéon de las
lesiones en el SNC. Finalmente se introdujo su denominacién actual de EM por la aparicién de

lesiones multiples en el SNC.

3.2.- EPIDEMIOLOGIA.

La EM es la enfermedad crénica inflamatoria neurodegenerativa mas comun del SNC. Pese a
esto, es una enfermedad poco frecuente que afecta al 0.1% de la poblacion general de paises
occidentales, incrementandose al 3-5% en familiares de primer grado de un paciente afecto, e
incluso al 30% si ambos padres estan afectos. La concordancia entre gemelos monocigéticos es
del 40%, mientras que en gemelos dicigoticos el riesgo es similar a lo esperado en familiares de

primer grado (Noseworthy et al., 2000).

La prevalencia en Espafia es de 80 casos por 100.000 habitantes con una incidencia de 4,2
casos anuales por 100.000 habitantes y una mortalidad por la enfermedad de 0.37
fallecimientos/100.000 hab/afio. A nivel mundial la prevalencia aumenta proporcionalmente a la
distancia al ecuador, tanto hacia el hemisferio Norte como hacia el Sur, siendo consideradas
regiones de alto riesgo el sur de Canada (313 casos por 100.000 habitantes en Saskatchewan),
el norte de Estados Unidos, las islas Britanicas (248 casos por 100.000 habitantes en Escocia del

norte) y Escandinavia (Pérez-Carmona et al., 2019).
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En el 90% de los casos la edad de presentacion varia entre los 25 a 35 afios, aunque hay
descrito casos en edades extremas (desde los 2 a los 75 afos). La distincion por sexos es de 2:1

con mayor afectacién de mujeres (Milo & Miller, 2014).

3.3.- ETIOLOGIA.

Aunque su origen contintia siendo desconocido, se cree que existe una combinacion de un factor
ambiental como puede ser una infeccion por el virus del sarampion, varicela zéster, herpes 6,
Epstein-Barr o Clamidias antes de los 15 afios, al que se le afiade un factor genético de
susceptibilidad de herencia poligénica (Agostini et al., 2018; Lassmann et al., 2011; Nexg BA et
al., 2011; Sibley et al., 1985).

Los unicos genes que han sido asociados de forma consistente a la predisposicion de sufrir EM
son los alelos DR15, DQw6, DR2, DR3 y DR4, del antigeno leucocitario humano (HLA) de la
clase Il que codifican moléculas que participan en el reconocimiento de antigenos por los
linfocitos T (Arnett et al., 2010; Olerup & Hillert, 1991; Uria, 2000). Otros genes que se cree estan
asociados, aunque ninguno de éstos de forma significativa, son los que codifican proteinas del
complemento, proteinas transportadoras TAP, del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), del
receptor de células T, de la cadena pesada de la inmunoglobulina, de la MBP, de varias
interleucinas y citocinas, genes relacionados con la Vitamina D y de las Apolipoproteinas E, B,
Cll y H (Adibhatla et al., 2008; Ballerini et al., 2000; Niino et al., 2015).

3.4.- CURSO CLINICO.

La caracteristica mas relevante de la EM es su gran variabilidad en el curso y en la clinica, pues
los sintomas y signos que muestra el paciente estdn determinados por la localizacion de las

lesiones inflamatorias desmielinizantes.

Estas lesiones aparecen con mayor frecuencia en zonas perivasculares, periventriculares, del
nervio y quiasma o6ptico, del tronco del encéfalo, de los pedunculos cerebelosos y de la médula
espinal. La afectacion de estas areas da lugar a debilidad, parestesias, alteraciones visuales,
nistagmus, disartria, temblor intencional, ataxia, alteracion de la sensibilidad profunda, disfuncion
vesical, paraparesia, dolor neuropatico, alteraciones emocionales y en fases muy avanzadas
deterioro intelectual. Estos sintomas pueden aparecer aisladamente o en combinacién
(Goldenberg, 2012; Milo & Miller, 2014).

Segun el curso clinico se diferencian varias formas de EM (Goldenberg, 2012; Milo & Miller,
2014; Lucchinetti et al. 2000) (Figura 12):
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- EM Remitente Recurrente (EM-RR): Se caracteriza por la aparicion impredecible de episodios
de disfuncién neurolégica asociadas a la aparicion de lesiones focales inflamatorias en la
sustancia blanca que se repiten cada cierto tiempo y que, se trate o no, presentan cierto grado de
reversibilidad dejando, o no, secuelas funcionales neuroldgicas. Los sintomas comienzan a la

edad de 25-35 afios afectando al 80-90% de los pacientes (Kremenchutzky et al., 1999).

- EM Secundaria Progresiva (EM-SP): En el 50% de los pacientes del grupo anterior, tras 10-15
afios del comienzo de la sintomatologia los brotes tienden a disminuir de frecuencia. Sin
embargo hay una progresion de la disfunciéon neurolégica secundaria a una neurodegeneracion
difusa que afecta a todo el SNC con atrofia y pérdida de tejido cerebral que cursa con

discapacidad no recuperable.

- EM Primaria Progresiva (EM-PP): Un 10% del total de los pacientes muestra desde el inicio un
curso progresivo de la enfermedad en ausencia de brotes. La manifestacion inicial mas frecuente
en esta forma es una paraparesia espastica progresiva de inicio a los 40-45 afos. Dentro de ella

se distinguen dos formas:

1) EM-PP con actividad inflamatoria: en la RMN se evidencian lesiones inflamatorias e
incluso clinica propia de brote inflamatorio, por eso estos pacientes pueden beneficiarse de

tratamientos con antiinflamatorios.

2) EM-PP sin actividad inflamatoria en el que no existe ningun tratamiento efectivo para

frenar la progresion y donde la atrofia cerebral es mas severa (Fox et al., 2000).

Figura I12: Formas evolutivas de la EM.
Recurrente
Remitente Remitente Recurrente: Se producen
brotes impredecibles que pueden, o no,
condicionar déficits neurologicos
irreversibles, tras los cuales existen
periodos de remision.

Secundaria Progresiva: Es la evolu-cién
de la remitente recurrente en la que se
incrementa la discapacidad sin periodos
de remision.

Primaria Progresiva: Progresivo au-mento
de discapacidad en ausencia de brotes.
Progresiva  recurrente:  Discapacidad
progresiva con periodos de exacer-bacion
sin recuperacion (Lublin et al., 1996).

Progresiva

Primariamente
Progresiva

Progresiva
Recurrente

Secundariamente | | | | ~ 2
/

LK E

- Otras formas de presentaciéon son: la enfermedad de Schilder en la que aparece una placa
inflamatoria Unica sin efecto masa y produce ceguera en nifios; la Encefalomielitis Aguda

Diseminada caracterizada por que todas las lesiones desmielinizantes estan en el mismo estadio
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evolutivo y aparece en niflos tras ser vacunados o tras haber sufrido una infeccion; la
enfermedad de Bal6 que inicia a los 25-35 afios con una encefalopatia polisintomatica en la que
aparecen lesiones en bulbo de cebolla; o la enfermedad de Marburg con unas manifestaciones

pseudotumorales en la Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

- Los sindromes clinicos desmielinizantes aislados del nervio éptico, médula espinal o del tronco
del encéfalo también se incluyen como variantes de la EM debido a la alta predisposiciéon a
desarrollar una EM posterior.

3.5.- PATOGENIA.

3.5.1.- FASE AGUDA.

Se han aislado anticuerpos inmunorreactivos frente a antigenos de mielina (Figura 13) tanto en el
SNC y en el suero de pacientes con EM como en personas sanas. Igualmente también se han
aislado linfocitos T colaboradores (Th) CD4+ con especificidad frente a diversos antigenos de
mielina tanto en pacientes con EM como en personas sanas, indicando que éstas células

autorreactivas son propias del repertorio normal del sistema inmunoldgico.

Myelin sheath
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Figura I3: Antigenos diana en la sustancia blanca.

Las proteinas de mielina, oligodendrocitos y neuronas son posibles dianas en la respuesta inmune de la EM. También
pueden estar implicadas proteinas introducidas en estas células por agentes infecciosos (Hemmer et al., 2002).
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Ademas, éstas células T especificas para antigenos de mielina pueden tener reacciones
cruzadas con péptidos virales (Benoist & Mathis, 2001), por lo que se postula que ante una
infeccion viral, estas células pueden ser activadas desencadenando un proceso autoinmune.
Tras esta primera lesion tisular inmunomediada, se liberan antigenos de mielina que pueden
iniciar una cascada inmunolégica frente a otros epitopos de mielina (Vanderlugt & Miller, 2002)
(Figura 14).

Myelin antigen
\ Lymphaoid tissue

L —
Primary
Autoimmune
(e.g. EAE model)
Priming il Migration
Release Targeting

Secondary Secondary
Infectious Degenerative
(e.g. MHV model) (e.g. axotomy model)

Tissue {—I

damage

P Virus

Central nervous system

Figura 14: Posibles causas de neuroinflamacion.

Se produce una primera liberaciéon de antigenos neurales a la circulacion periférica debido a un dafio neural, bien por un
traumatismo o un proceso inflamatorio previo. Estos antigenos son captados por células presentadoras de antigenos y
presentados a los linfocitos B y T en los nédulos linfaticos. Aquellos que posean receptores de alta afinidad para estos
antigenos se expanden y se liberan de los ganglios linfaticos distribuyéndose por la circulacion sistémica y se acumulan
donde reencuentran el mismo antigeno. Una vez reactivadas provocan una respuesta autoinmune frente a antigenos del
SNC provocando neuroinflamacion. Se especula que determinados antigenos virales que mimetizan antigenos neurales,
pueden provocar igualmente esta respuesta inmune secundaria.

EAE: Encefalomielitis Autoinmune Experimental; MHV: Virus de la Hepatitis Murina. (Hemmer et al., 2002).
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La mayor parte de los estudios sobre la patogenia de la EM se han realizado en el modelo animal
Encefalomielitis Aguda Experimental (EAE) en el que se realiza una sensibilizacién con
antigenos del SNC tras el cual, las células dendriticas periféricas sufren una disregulacion por la
que se pierde parcialmente la inmunotolerancia. Esto conlleva a la liberacion de una serie de
citocinas que favorecen la proliferacion clonal de linfocitos T autorreactivos en los ndédulos
linfaticos, desviando preferentemente su diferenciacion hacia linfocitos Th1 CD4+ con capacidad
de secrecion de citocinas proinflamatorias que favorecen la proliferacion de linfocitos, atraccion
de macrdéfagos y otros leucocitos, a la vez que promueven la activacion de linfocitos B y células
Th17 CD4+ (Figura 15).

Una vez en la circulacidn sistémica, los linfocitos Th1 y Th17 son reactivados por los macréfagos
en los vasos de la leptomeninge adquiriendo la capacidad de expresar moléculas de adhesién
como VL4 que se une a la VCAM endotelial, confiriéndole asi capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) e invadir el SNC. Una vez alli comienza su expansion clonal y terminan

su maduracion al interaccionar con células presentadoras de antigenos propios (Figura 15).
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‘ Figura I5 (pagina anterior): Fisiopatologia en la EM.

Las células dendriticas inmaduras estan implicadas en el mantenimiento de la tolerancia periférica mediante la regulacion
de la respuesta de los linfocitos T. En los pacientes con EM se pueden encontrar células dendriticas activadas de forma
erronea de forma que se pierde la inmunotolerancia. Esto provoca la expansion clonal de linfocitos T autorreactivos en los
nédulos linfaticos. Su diferenciacion hacia linfocitos CD4+ Th1, Th2, Th17 (colaboradores), linfocitos T reguladores o
linfocitos T citotéxicos CD8+ (CTL o Tc) va a depender de la naturaleza del antigeno, de las sefiales coestimuladoras y
de las citocinas circundantes. Posteriormente se liberan al torrente sanguineo y son reactivadas por los macréfagos de
los vasos leptomeningeos, pudiendo entonces atravesar la BHE e invadir el SNC donde son reactivadas, se expanden
clonalmente y finalmente se diferencian por los autoantigenos presentados por las células dendriticas. La presencia de
células Th1, Th17, Tc y células plasmaticas autorreactivas en el SNC junto a microglia y astrocitos activados, inducen la
produccion de citocinas inflamatorias, especies reactivas de oxigeno, produccion de anticuerpos y citotoxicidad implicada
en la desmielinizacién y en el dafio axonal, neuronal y de la BHE.

IFN: Interferdn; IL: Interleucina; MHC class 1l: Complejo mayor de histocompatibilidad clase II; MMPs: Metaloproteasas de
matriz; NO: éxido nitrico; TGF-f: Factor de crecimiento transformante 3; TNF: factor de necrosis tumoral. (Brinkmann et
al., 2010).

La inflamacion comienza con la infiltracién en el parénquima del SNC de linfocitos Th1 y Th17
CD4+ autorreactivos y células plasmaticas en el espacio perivascular. Posteriormente se activan
astrocitos y microglia y se reclutan en la lesion macrofagos de la circulaciéon sistémica. Dias
después se reclutan linfocitos T citotoxicos CD8+ (Tc). En conjunto se liberan grandes cantidades
de citocinas inflamatorias, especies reactivas de oxigeno (ROS), autoanticuerpos y se produce
citotoxicidad directa por algunos elementos celulares (Tabla 11) que estan implicados en la

pérdida de la BHE, desmielinizacion y dafio axonal.

Cellular Autoreactive
components antibodies
T and B cells involved in Proinflammatory cytokines B cells produce autoreactive
MS pathophysiology produced by T cells® antibodies to CNS antigens’®
- = IFN-y  « IL-17
= Autoreactive CD4+/CD8+ . i
T cells’ - TNF-a  + GM-CSF ot o B
- JL-2 + |L-15 . i
« ThUTh17/Th2 cells2 ook e Anti-MOG
okines produced by B cells R -
* Tregulatory (Ti) cells* - TNF-a - =10 Anti-PLP
« Autoresactive B cells! = LTa pRasREE R
Anti-inflammatory cytokines + Others
M 7
B regulatory cells produced by T cells*S
= L4 + |L-6
= IL-5 + |L-10

\ ) - TGF-B

Tabla I1: Inmunopatogenia de la EM.

Sin embargo, mientras que en la EAE la inflamacion se lleva a cabo por linfocitos Th CD4+, en la
EM, independientemente de la etapa, predominan los linfocitos Tc CD8+ que se expanden

clonalmente en la lesién. Ademas, en el curso de la maduracion de la lesidn se observan dos
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oleadas de infiltrados linfocitarios. La mas temprana ocurre cuando hay lesiones
oligodendrociticas iniciales con desmielinizacion y activacion de microglia proinflamatoria junto a
linfocitos Tc CD8+. Cuando los restos de mielina son eliminados por microglia y macroéfagos, hay
una segunda infiltracion de linfocitos mayoritariamente CD8+ aunque también aparecen
esporadicamente linfocitos Th CD4+ y células B, que mayormente estan restringidas en los

espacios perivasculares y meninges (Marik et al., 2007).

De este modo se forma un tejido inflamatorio y cicatricial perivascular en diferentes regiones de
la sustancia blanca y sustancia gris del cerebro y médula espinal denominadas placas de
desmielinizacion (Milo & Miller, 2014; Nylander & Hafler, 2012; Fletcher et al., 2010) formadas por
infiltrados de linfocitos T, monocitos, macréfagos cargados de mielina fagocitada, linfocitos B y
células plasmaticas. En ellas hay un incremento de astrocitos que forman la cicatriz glial y un
menor numero de oligodendrocitos con axones desmielinizados y/o dafiados que han perdido el
soporte tréfico y metabdlico que estas células les otorgaban (Nave, 2010a; Nave, 2010b).
Igualmente, la pérdida de las vainas de mielina altera la correcta transmisién del impulso

nervioso en los axones desmielinizados (Figura 16).
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{ Figura 16 (junto a pagina anterior): Anatomia Patolégica en EM.

(A): Lesion desmielinizada hipercelular infiltrada por macréfagos parenquimales y perivasculares. (B): Detalle de la
imagen anterior mostrando restos de mielina (flechas) en el interior de macréfagos propios de una lesién desmielinizante
activa. (C-E): Infiltracion parenquimal y perivascular compuesta por linfocitos T CD8 (C), escasos linfocitos B CD20 (D) y
gran acumulo de macroéfagos y microglia activados CD68 (E). (F): Astrocitos reactivos (flechas).

Ay B: Luxolfastblue/hematoxilina y eosina. F: hematoxilina/eosina. Escalas: 200 umen Ay E; 50 ymen B y F; 100 um en
C y D (Popescu & Lucchinetti).

No esta del todo claro si existe un dafio axonal primario o ocurre como resultado de la pérdida de
las vainas de mielina (Frischer et al., 2009), pues se ha observado neurodegeneracién y pérdida
axonal en zonas no afectadas por la desmielinizacion (DeLuca et al., 2006). Ademas, la
afectacion axonal y neuronal ocurre tempranamente en el curso de la EM (Casanova et al.,
2003). Por contra, existen lesiones axonales en placas inactivas sugiriendo que la
desmielinizacion cronica aumenta la vulnerabilidad de los axones y secundariamente la

neurodegeneracion prematura (Kornek et al., 2000).
3.5.2.- FASE PROGRESIVA.

Con la progresién de la enfermedad disminuye la severidad de la respuesta inflamatoria del tipo
celular adaptativa y se hace mas evidente la inflamacion dependiente de la actividad del sistema
inmune innato. Sin embargo, la desmielinizacién y la neurodegeneracion no disminuyen en esta
fase, por lo que las terapias antiinflamatorias no tienen efecto en esta fase de la enfermedad.

Ademas, estas terapias son menos efectivas debido a la reparacion de la BHE.

En esta fase son predominantes las lesiones inactivas y desaparecen los infiltrados de linfocitos
T en el parénquima del SNC, quedando restringidos en las lesiones y en las meninges. La
distribucién de células B es igual a la fase aguda, aunque su numero es diez veces menor
(Frischer et al., 2009).

En aproximadamente la mitad de los pacientes con formas progresivas, se forman foliculos

linfoides ectdpicos de células B en las meninges y en los espacios de Virchow-Robin que se
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consideran ¢rganos linfaticos terciarios. Se cree que la inflamacion crénica crea un
microambiente en estos compartimentos que favorece el reclutamiento y retenciéon de células
inflamatorias (Meinl et al., 2008), de modo que se forman centros germinales compuestos por
agregados de linfocitos B CD20+ Ki67+, células reticulares CD35+, células estromales o
foliculares dendriticas CXCL13+, células plasmaticas y linfocitos Tc CD8+ (Figura 17) capaces de

producir citotoxicidad directa sobre el cortex lindante o a través de la activacion de la microglia.
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Figura I7: Foliculos linfoides ectépicos en EM.

EM progresiva secundaria con inflamacion intensa de meninges compuesta por linfocitos T CD8+ (A) y por células
plasmaticas CD20+ marcadas frente a inmunoglobulinas (B). (C): Representacion esquematica de la localizacion de los
foliculos ectopicos de linfocitos B a lo largo (d) y en el fondo (e) de los sulcus cerebrales, mientras que otros linfocitos B
se distribuyen libres recubriendo la cara externa del cerebro en el espacio subaracnoideo (f).

Ay B: (Lassmann et al., 2007); C: (Magliozzi et al., 2007).

La afectacion del cortex ocurre en forma de gradiente, siendo mayor la desmielinizacion a nivel

subpial con mayor afectacion de las neuronas de las capas Il, lll y V (Magliozzi et al., 2010) que
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pueden sufrir un proceso de degeneraciéon Walleriana secundaria afectando a la sustancia blanca

por donde discurren los haces de dichas motoneuronas (Frischer et al., 2009).

Por otro lado, estas lesiones carecen de infiltrados celulares inflamatorios, depdsitos de
inmunoglobulinas o productos del complemento activado, por lo que la desmielinizacion y
afectacion neuronal ocurre por un mecanismo no inmunomediado independiente al que afecta a
la sustancia blanca (Bo et al., 2007). Estas formas se asocian a mayor agresividad en el inicio y

curso de la enfermedad (Magliozzi et al., 2010).
3.5.3.- FISIOLOGIA AXONAL TRAS LA DESMIELINIZACION.

La pérdida de mielina y por tanto de la conduccién saltatoria del impulso nervioso, se ve
compensada fisiolégicamente por la insercién de canales de Na* dependientes de voltaje en las
zonas desmielinizadas del axén (Figura I8A). De este modo, aunque se pierde la condicién
saltatoria, se consigue preservar la transmisién del impulso nervioso aunque a una menor
velocidad (Aktas et al., 2010). Ademas, el diametro axonal se ve incrementado secundariamente
a la desmielinizacion cronica, disminuyendo asi la resistencia interna al flujo de iones (Waxman,
2008a; Waxman, 2008b).

Sin embargo, el flujo persistente de Na* al interior del axén en todos los puntos carentes de
mielina despolariza la membrana axonal de forma persistente, incrementando la concentracion
de Na' intracitoplasmatico. De esta forma se altera el equilibrio i6nico y se invierte el
funcionamiento de la bomba intercambiadora de iones Na‘/Ca®* para poder extraer el Na’
sobrante del interior de la célula. Como consecuencia de la inversiéon del funcionamiento de la
bomba, aumenta la concentracién de Ca®* en el interior del axon, que a través de un mecanismo
dependiente de glutamato y de la actividad proteasa dependiente de Ca®*, acaba provocando
degeneracion neuronal. Esta neurodegeneracion es mas patente en axones de pequefio calibre
debido a que tienen una gran relacion superficie/citoplasma y pocas mitocondrias para mantener

el equilibrio idnico (Aktas et al., 2010).

Igualmente los cambios en la concentracion de iones y la presencia de sustancias inflamatorias
contribuyen a la aparicion de metaloproteasas de matriz, citocinas, productos oxidativos y
radicales libres que multiplican el dafio y degeneracion neural. Las pérdidas neuronales provoca
déficits neuroldgicos irreversibles y un aumento de la atrofia cerebral mas patente en la fase

progresiva de la enfermedad (Figura 18B) (Aktas et al., 2010).
3.5.4.- DANO OXIDATIVO.

En la patogénesis de la EM existe un déficit energético de forma temprana debido a lesiones

mitocondriales donde se afecta la citocromo C oxidasa y su respectivo complejo IV de la cadena
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de transporte electrénico. Sin embargo, en la fase crénica aumenta el niumero y actividad
mitocondrial debido al incremento de la demanda energética de los axones desmielinizados
(Lassmann, 2011).
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Figura 18: Disfuncién y destruccion neuronal tras la desmielinizacion.

(A): La degeneracion de los axones desmielinizados crénicamente provoca atrofia cerebral y secuelas neurolégicas
irreversibles. 1: los axones desmielinizados preservan su funcionalidad redistribuyendo canales de Na* en el axolema
desmielinizado (puntos rojos). 2: La pérdida del soporte trofico que proporcionan los oligodendrocitos provoca
desorganizacion del citoesqueleto del axén y edema. 3: Finalmente los axones degeneran junto a los oligodendrocitos de
los que depende (Trapp & Nave, 2008).

(B): Durante el transcurso de una desmielinizacién inflamatoria, la mielina puede verse afectada por especies reactivas
de oxigeno (ROS), éxido nitrico (NO), acidosis tisular, anticuerpos especificos frente antigenos de mielina y ligandos
apoptéticos. En consecuencia, los oligodendrocitos y el propio axon pueden verse dafiados. La alteracion ionica del axon
produce un incremento del flujo de Ca®" que activa a proteasas dependientes de Ca®* como la calpaina. El flujo
continuado de Na* acaba limitando la transmisién del impulso nervioso. Todo esto conlleva a un fracaso mitocondrial que
no es capaz de mantener los requerimientos energéticos de esta nueva situacion (Aktas et al., 2010).

En las células progenitoras de oligodendrocitos, el dafio mitocondrial inhibe la diferenciacién a
oligodendrocitos maduros y la pérdida de procesos citoplasmaticos, inhibiendo por tanto los
mecanismos remielinizantes del tejido dafiado (Ziabreva et al., 2010); en las neuronas, el dafio
mitocondrial provoca un fallo en la conduccién del impulso nervioso y en ultima instancia

neurodegeneracion (Campbell et al., 2011).

El fallo energético libera el citocromo C mitocondrial induciendo la apoptosis oligodendroglial y
liberando especies reactivas de oxigeno al medio extracelular que junto al o6xido nitrico (NO),
alteran la permeabilidad de otras mitocondrias liberando mas factores proapoptéticos (Lassmann,
2011).
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La mielina, los oligodendrocitos y las neuronas son las estructuras que mas epitopos oxidados de
DNA vy fosfolipidos de mielina acumulan en las lesiones agudas y crénicas. En astrocitos y
macrofagos, los restos oxidados aparecen en el interior de vacuolas de auto/heterofagocitosis

respectivamente (Haider et al., 2011).

Por otro lado, tras la apoptosis del oligodendrocito se libera la carga de ferritina almacenada por
lo que el hierro se acumula en la lesion, en los macréfagos y en la microglia. En estas
condiciones el ion férrico se oxida con peroxido de hidrégeno generando idn ferroso y radicales
hidroxilos muy reactivos, amplificando de este modo el dafio oxidativo. Este proceso ocurre en
todas las fases de la EM pero es mayor cuanto mas carga de ferritina tiene los oligodendrocitos

que coincide con el inicio de la fase progresiva de la enfermedad (Lassmann, 2011).

3.6.- FACTORES DESENCADENANTES.

Hay diversos factores que se plantean como desencadenantes del inicio o de los brotes de la
enfermedad (Goodin, 2016):

- Infecciones virales que desencadenarian nuevos brotes por medio de la sobreexpresiéon de
interferon gamma (IFN-y) y TNF (De Chiara et al., 2012; Fierz, 2017; Mentis et al., 2017).

- La gestacion es un factor protector de la aparicion de brotes, pero en el puerperio se incrementa
su aparicion por el estrés o por los cambios hormonales que inducirian alteraciones
inmunologicas (Gold & Voskuhl, 2016).

- Las vacunaciones se han asociado tanto al inicio de la enfermedad como a los brotes pues

activan el sistema inmunitario y por tanto, estan contraindicadas (Mailand & Frederiksen, 2017).

- Oftros factores que también se creen pueden estar implicados son los traumatismos

craneoencefalicos, estrés emocional, cansancio y calor (Gupta & Sen 2016; Wang et al., 2014).
3.7.- DIAGNOSTICO.

Para diagnosticar a un paciente con EM se debe (Olek, 2017):

- Descartar otras patologias que produzcan una clinica similar como lupus eritematoso sistémico,
anfermedad de Sjogren, émbolos sépticos o neoplasias.

- Debe ser una patologia recurrente, bien por la aparicion de un nuevo brote, o por la localizacién

de nuevas lesiones en técnicas de imagen.

- Caracter cronico de la enfermedad.
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- Cumplir una serie de criterios, como son el origen inflamatorio desmielinizante de la enfermedad
a través del estudio de signos y sintomas sugestivos, del estudio del liquido cefalorraquideo y de

técnicas de imagen.

3.7.1.- CLINICA.

A) Los sintomas de inicio mas frecuentes son (Olek, 2017):

- Alteracion de la sensibilidad (45%) consistente en la aparicion de parestesias de miembros o
tronco, hipoestesia tactil, térmica y dolorosa, disminucién de la sensibilidad profunda y posicional.
- Alteraciones motoras (40%) caracterizada por paresias e hiperreflexia osteotendinosa con
aumento del area reflexdgena. También puede aparecer clénus aquileo.

- Disfunciones del tronco encefalico (25%) como disartria, diplopia, disfagia, vértigo, nistagmo
horizontal, vertical, rotatorio y oftalmoplegia internuclear.

- Alteraciones visuales (20%) con escotoma central y disminucién de la agudeza visual.

- Afectacion cerebelosa (20%) en forma de disartria, incoordinacién motora, inestabilidad en la

marcha, temblor intencional y disdiadococinesia.

B) Durante el curso de la enfermedad son predominantes las alteraciones motoras (90%),
sensitivas (80%), cerebelosas (75%), del tronco encefélico, esfinterianas, mentales y visuales.
Ademas, también es frecuente la aparicion de fatiga que se exacerba con el calor (75%), atrofia
muscular, dolor (50%), signo de Lhermitte (40%), trastornos cognitivos, trastornos afectivos como

la depresion (75%), alteraciones esfinterianas (90%) y alteraciones sexuales (70%).

3.7.2.- TECNICAS DE IMAGEN

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es fundamental para el diagndstico (Olek, 2017) ya
que permite localizar lesiones incluso antes de que aparezca la clinica. Ademas, permite
determinar las caracteristicas de la inflamacion. Es tipico la presencia de muiltiples lesiones
ovaladas de unos 6 mm periféricas al cuerpo calloso, en la sustancia blanca yuxtacortical,
periventricular, en tronco del encéfalo y médula espinal. Son lesiones inflamatorias cuando son
hiperintensas en secuencia T2 vy flair. Si captan gadolinio en T1 se trata de una lesion aguda e

inflamada debido al aumento de la permeabilidad de la BHE al contraste (Figura 19).

3.7.3.- LIQUIDO CEFALORRAQUIDEDO.

El liquido Cefalorraquideo (LCR) de los pacientes con EM es transparente, incoloro y de presion
normal (Olek, 2017). El nimero de células es normal con predominio de linfocitos T. La

concentracion de proteinas y albumina se encuentra en rango normal en un 40% de los casos o

ligeramente aumentadas en un 30%.
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Figura 19: Imagenes de Resonancia Magnética en EM.

(A): Imagenes sagitales en secuencia Flair en un paciente con EM donde se observan lesiones focales hiperintensas
periventriculares y en el area subependimaria del cuerpo calloso.

(B): Imagenes transversales en secuencia T1 con Gadolinio en tres pacientes diferentes mostrando lesiones con realce
nodular (izquierda), anular (centro) y anillo incompleto (derecha) caracteristico de las lesiones desmielinizantes con
inflamacion activa.

(C): Iméagenes transversales en secuencia T2 (izquierda), T1 (centro) y T1 con Gadolinio (derecha) en un paciente con
EM secundaria progresiva donde se muestra una lesién desmielinizada hipercaptante en T2 y que muestra un anillo
periférico en T1 que no realza tras la administracién de contraste caracteristico de las lesiones crénicas de la EM (Rovira
et al., 2010).
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Sin embargo en el 70% de los casos es caracteristica la elevaciéon de las inmunoglobulinas (lg)
sobre todo de IgG, respecto al resto de proteinas. Esto se ve representado por la presencia de
bandas oligoclonales en los andlisis electroforéticos del LCR no presentes en el suero en el 90%

de los pacientes.

Estas Ig estan producidas por uno o mas clones de células plasmaticas y es indicativo de una
produccion intratecal de las mismas. La deteccion de IgM en el LCR es indicativo de una peor

progresion

3.7.4.- CRITERIOS DE MCDONALD (2010).

Segun los criterios de McDonald modificados, para diagnosticar una EM hay que demostrar una

diseminacién de las lesiones en el espacio y en el tiempo (Olek, 2017).

- La diseminacién en el espacio se demuestra cuando se detecta una lesion en RMN en al menos
dos de las siguientes localizaciones: area periventricular, tronco del encéfalo, yuxtacortical y/o

meédula espinal, sin que ninguna de ellas explique la sintomatologia.

- La diseminacion en el tiempo se determina mediante la localizacién en RMN de lesiones en

diferentes estadios evolutivos segun su capacidad de captar o no contraste.

3.7.5.- OTROS.

- POTENCIALES EVOCADOS (PE). La desmielinizacion provoca unos PE de latencia retardada
y morfologia conservada. Son Uutiles para la valoracion de la integridad de las vias nerviosas
sensitivas o motoras en presencia de lesiones en RMN que no han producido clinica. Los PE de
la via visual son muy sensibles para establecer el diagnéstico de EM, mientras que los PE de la
via motora uUnicamente son Uutiles para la valoracion de la via piramidal y solo deben ser

valorados en el contexto clinico.

- ESCALA EXPANDIDA DEL ESTADO DE DISCAPACIDAD (EDSS). Desarrollada por Kurtztke
en 1955 es un método que cuantifica la discapacidad en EM en 8 sistemas funcionales
(piramidal, cerebeloso, tronco cerebral, sensorial, intestino/vejiga, visual, cerebral y otros). Los
resultados de la valoracion oscilan entre 0.0 (examen neuroldgico normal) a 10 (muerte por EM),
siendo 5 limitacion para la deambulacion. Mediante esta escala se puede evaluar la progresion
de la discapacidad de la enfermedad de forma objetiva entre la gran variedad de sintomas

dispares asociados que caracterizan la EM (Kurtzke, 1983) (Figura 110).
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Deambulacion

10,0 = Muerte por EM

9,0-9,5= Dependencia Completa

£ : Corfinado a silla de
8,0-8,5= Cama-Silla, Aseo personal con ayuda ruedas o cama

7.0-7,5= Confinado a silla de ruedas Camina con ayuda

— i
8,0-8,5= Necesila ayuda para caminar

- Carrina con ayuda

(50 mt 0 mas)
5,0-5 5= l imitacién para la deambulacion u ofras tareas Camina sin ayuda
(100 mt o mas)
4 0-4,5= Incapacdad mederada = Gamina sin ayuda

(300-500 mf o mas)

3,0-3,5= Incapacidad leve modarada

2,0-2 5= Incapacidad Minima

Tolamente
1,0-1,5= Sin Incapacidad ambulatorio

0= Exploracion Normal

Figura 110: Escala de discapacidad EDSS de Kurtzke (Kurtzke, 1983).

3.8.- TRATAMIENTO.

Los tratamientos actuales pretenden reducir la progresion de la enfermedad y preservar la
funcién neurolégica, actuando tanto sobre los mecanismos inflamatorios del brote agudo como
en los mecanismos patogénicos propios de la enfermedad. Sin embargo, las formas progresivas
carecen de tratamiento especifico, limitandose éste al tratamiento de los sintomas (Wingerchuk
& Carter, 2014).

3.8.1.- TRATAMIENTO DEL BROTE.

- 6-Metilprednisona. Tiene efecto inmunomodulador y antiinflamatorio restaurando la integridad
de la BHE y reduciendo el edema. Acorta la gravedad y la duracion de los brotes al tiempo que
acelera la recuperacion. Se administra 1gr via oral o intravenosa durante 5 dias con proteccién

gastrica. Si no remiten los sintomas se puede repetir el ciclo de tratamiento (Goodin, 2014).

- Plasmaféresis. Si tras el tratamiento con corticoides no se obtiene respuesta, se realiza un
recambio plasmatico durante 5 sesiones en dias alternos. En este tratamiento se separa el
plasma de los componentes celulares mediante centrifugacion. El plasma extraido junto a las
inmunoglobulinas se reemplaza por una disolucion de albumina, devolviendo la sangre

reconstituida al paciente (Muhlhausen et al., 2015).
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- Ciclofosfamida. Es un inmunosupresor utilizado en brotes severos que no responden a los

tratamientos anteriores (Okuda, 2014).

3.8.2.- TRATAMIENTOS MODIFICADORES DE LA ENFERMEDAD.

El objetivo de estos tratamientos es prevenir los brotes y atenuar la progresion de la
discapacidad (Figura 111).

A) FARMACOS DE PRIMERA LINEA. Todos ellos tienen una eficacia del 50-60% en la
prevencion de los brotes. Cuando pese al tratamiento aparece un brote sin cambios en RMN, no

es indicativo de cambio de medicamento, pero si de su forma de presentacion.

- Interferon-B. Los interferones son citocinas producidas por células del sistema inmunitario en
respuesta a infecciones virales y de bacterias intracelulares. Tienen propiedades antivirales,
antiproliferativas e inmunomoduladoras aumentando la funcién supresora de linfocitos Tc CD8+.
Asi mismo también reduce la secrecion de IFN-y y FNT disminuyendo los efectos
proinflamatorios de estas citocinas. Ademas aumenta la secrecién de IL10 y factor de crecimiento
de fibroblastos-B, que tienen efectos antiinflamatorios. Reduce la frecuencia de aparicion de
brotes un 30% al tiempo que disminuye la severidad de los mismos y frena la progresion de la
enfermedad. Actualmente se dispone de una forma pegilada que permite su administracién
subcutanea cada 14 dias. Entre sus efectos adversos destacan sintomas gripales, reacciones
locales en el punto de inyeccion, disfuncidon hepatica, y anormalidades tiroideas y menstruales
(Praksova et al., 2012).

- Acetato de Glatiramero. Es un copolimero sintético formado por alanina, glutamina, lisina y
tirosina, que tiene similitudes inmunoldgicas con la MBP. Actia como inmunomodulador al
bloquear la presentaciéon de antigenos de mielina a los linfocitos T. Sus efectos clinicos son
similares al interferon-3. Se administra subcutdneo cada 24h. Entre los efectos adversos destaca

dolor toracico, disnea y linfadenopatias (Arnold et al., 2013).

- Teriflunamida. Inmunosupresor selectivo que provoca linfopenia mediante la inhibiciéon de la
sintesis de pirimidinas reduciendo la activacion y proliferacion de linfocitos T y B. Disminuye el
numero de brotes, la actividad inflamatoria y atenta la progresion de la discapacidad durante
mas de 7 anos. Entre sus efectos adversos destaca linfopenia, alteraciones gastrointestinales,
pelo fino y malformaciones fetales. Se deben controlar los niveles de transaminasas cada 15 dias

durante 6 meses. Se administra via oral cada 24h (Confavreux et al., 2012).

- Dimetilfumarato. Inmunosupresor que provoca linfopenia. No suele utilizarse porque su
eficacia es similar al acetato de glatiramero y ligeramente superior a la teriflunamida, pero

incrementa el riesgo de aparicidon de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP) por virus JC.
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Es frecuente la aparicion de rubor facial. Se administra via oral cada 12h con escalado de dosis

durante una semana (Kasarello et al., 2017).

B) FARMACOS DE SEGUNDA LINEA. Mas eficaces pero con mayores efectos secundarios. Se
utilizan cuando el paciente presenta un brote con cambios en RMN pese a seguir una pauta

correcta con alguno de los tratamientos de primera linea.

- Fingolimod. Modulador selectivo que bloquea los receptores esfingosina-1-fosfato de los
linfocitos, secuestrandolos en los érganos linfaticos e impidiendo su salida a la circulacion
general. Por ello es el farmaco que mas linfopenia e inmunosupresiéon produce. Ademas puede
atravesar la BHE y experimentalmente también favorece la homeostasis de los progenitores de
oligodendrocitos por lo que tiene propiedades neurorreparadoras (Aktas et al., 2010). Se debe
controlar la funcion hepatica y la posible aparicion de edema macular. Se debe retirar el
tratamiento si los linfocitos disminuyen por debajo de 200 cels/ml. Se administra via oral cada
24h.

- Natalizumab. Es el farmaco mas potente actualmente reduciendo la tasa de brotes un 60% al
tiempo que incrementa el volumen del tejido nervioso. Bloquea el receptor VCAM de los linfocitos
evitando que atraviesen la barrera hematoencefédlica y pasen al SNC. Su uso esta limitado a
farmaco de segunda linea por el riesgo de desarrollar LMP. Se administra via intravenosa cada
30 dias (Zivadinov et al., 2012).

C) FARMACOS DE TERCERA LINEA. Son medicaciones de rescate.

- Ciclofosfamida. Es un agente citostatico alquilante del DNA que impide la replicacion celular y
en consecuencia activa la apoptosis de células en estado replicativo. Se utiliza como un potente

farmaco inmunosupresor (Okuda, 2014).

- Mitoxantrona. Su uso se restringe a las formas EM-PP y EM-SP, aunque su efectividad no es
del todo clara. Bloquea la sintesis del DNA aumentando la maduracién de los linfocitos NK. Es un

farmaco cardiotoxico (Chanvillard et al., 2012).

- Rituximab. Anticuerpo monoclonal que se une a los receptores CD20 de los linfocitos B
interrumpiendo totalmente la produccion de anticuerpos. Se esta estudiando su uso en formas
progresivas con formacién de foliculos linfoides B en meninges. Para neutralizar los anticuerpos
circulantes sintetizados por las células plasmaticas, se pueden utilizar inmunoglobulinas

intravenosas (Bittner et al., 2017).

- Alentuzumab. Anticuerpo monoclonal Anti-CD52 que provoca una linfopenia T de la circulacion

sistémica muy marcada durante 6 meses. Entre sus reacciones adversas destacan reacciones a
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la infusidn, infecciones, alteraciones autoinmunes, problemas tiroideos, purpura y sindrome de
Goodpasture, por lo que se deben realizar analiticas mensuales. Se administra via intravenosa

durante 5+3 dias con intervalos de 12 meses entre ambos (Kasarello et al., 2017).
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Figura 111: Enfoques terapéuticos en Inmunomodulacion.

Los nuevos farmacos utilizados en EM tienen modos de accidon heterogéneos. Incluye interacciones con varios
equivalentes moleculares y celulares dentro del sistema inmune y sistema nervioso. Las lineas rojas con forma de T
indican bloqueo de estructuras o rutas dianas. Las flechas rojas indican posibles interacciones terapéuticas.

Ab: anticuerpos; APC: célula presentadora de antigeno; C5: factor de complemento 5; IL6R: receptor de la Interleucina 6;
M®: Macréfago; OG: oligodendrocito; Pc: célula plasmatica; S1p-r: receptor de la esfingosina 1 fosfato; Th: célula T
colaboradora; VLA-4: Integrina very late antigen-4 (Aktas et al., 2010).

3.8.3.- TRATAMIENTOS SINTOMATICOS (Prieto, 2014).

- Fatiga Crénica: Aparece en el 70-80% de los pacientes independientemente del estadio de la
enfermedad. Se trata con Fampridina que es un bloqueante de los canales de potasio.

- Espasticidad: Se puede tratar con rehabilitacién y miorrelajantes musculares como el baclofeno
o tizanida.

- Disestesias: Se trata con farmacos anticonvulsivos como la Carbamazepina.
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- Sindrome de Lhermitte: Es un sintoma pasajero y repetitivo caracterizado por una sensacién de
descarga eléctrica que recorre toda la columna vertebral y que puede estar asociado a
parestesias de brazos y /o piernas. Aparece al inclinar pasiva o activamente el cuello hacia
delante. Aparece en el 30-40% de los pacientes cuando hay lesiones de los cordones posteriores
a nivel cervical. Se trata con Carbamacepina.

- Alteraciones Cognitivas: Aparecen en el 60% de los pacientes. Se trata con estimulacion
cognitiva.

- Disfuncion Urinaria: Afecta a un 70% de los pacientes. Se trata con toxina botulinica, farmacos
especificos y neuroestimuladores.

- Disfuncién sexual: Aparece tanto en hombres como en mujeres, y su tratamiento se aborda de
forma distinta en funcién del sexo.

- Disfagia: Derivacion de la comida directamente al estémago para evitar neumonias por

aspiracion.

4.- REMIELINIZACION EN ESCLEROSIS MULTIPLE.

Tras un proceso desmielinizante, el niumero de oligodendrocitos en la lesidon es mayor que los
que habia inmediatamente tras producirse el dafio. Esto sugiere que existe un proceso por el
cual se generan nuevos oligodendrocitos con capacidad de remielinizar axones (Franklin, 2002).

La remielinizacion es el fendmeno por el que se generan nuevas vainas de mielina alrededor de
los axones desmielinizados. Es un proceso fisiolégico que ocurre en muchas de las lesiones de
la EM-RR, pero es incompleta e inadecuada, pues las nuevas vainas de mielina son mas finas y
mas cortas que las originarias. Ademas, en las placas de desmielinizaciéon crénica unicamente

puede observarse remielinizaciéon en las zonas periféricas de la lesién (Figura 112).

Conocer los procesos de atraccion y diferenciacion de las células precursoras de
oligodendrocitos (CPO) a oligodendrocitos, los mecanismos involucrados en su interacciéon con
axones desmielinizados y la formacion de vainas de mielina funcionales son procesos claves a
conseguir en las futuras terapias remielinizantes en EM, cuyo fin es atenuar la degeneracion

neuronal, ya que los axones desmielinizados son mas susceptibles de sufrir dafios (Figura 112A).
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Figura 112: Evolucion de los axones desmielinizados.

(A): Después de una lesion desmielinizante, los axones se pueden volver a remielinizar gracias a la actividad de nuevos
oligodendrocitos y aunque esta mielina es mas fina y corta que la generada durante el desarrollo embrionario, permite
cierto grado de recuperacion funcional y proteccion axonal. Sin embargo, en muchas lesiones de EM no ocurre
remielinizacion dejando a los axones desprotegidos frente a la degeneracion condicionando déficits funcionales
irreversibles.

(B): Secciones transversales de 1uym de grosor de la sustancia blanca tefiidas con azul de toluidina mostrando una
mielinizacién normal de axones de varios diametros (izquierda); axones desmielinizados con macréfagos llenos de restos
mielinicos (centro); axones remielinizados con vainas de mielina mas finas cuatro semanas después de interrumpir el
estimulo lesivo (derecha) (Franklin & Ffrench-Constant, 2008).

4.1.- NICHOS NEUROGENICOS EN EL SNC ADULTO.

4.1.1.- ZONA SUBVENTRICULAR.

La Zona Subventricular (SVZ) se encuentra en las paredes de los ventriculos laterales y es el
principal nicho neurogénico del SNC adulto. Esta compuesto por células progenitoras (tipo B) con

escasa capacidad proliferativa. Estas células provienen de la glia radial embrionaria y tienen

caracteristicas astrocitarias (Noctor et al. 2004; Platel et al.,, 2009). Estan separadas del
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ventriculo por una monocapa de células ciliadas ependimarias (tipo E). Las células B dan lugar a
una poblacién celular con elevada capacidad de proliferacion y que se consideran células de
amplificacion (tipo C) que generan neuroblastos inmaduros (tipo A) con capacidad de formar
largas cadenas migratorias independientes de la guia axonal o de la glia radial, denominada
camino migratorio rostral. Estas cadenas migratorias estan rodeadas por células tipo B y generan
interneuronas en el bulbo olfatorio (Doetsch & Alvarez-Buylla, 1996; Lois et al., 1996; Lois &
Alvarez-Buylla, 1994) (Figura 113). Ademas, la SVZ esta formada por una densa red de capilares

vasculares y una matriz extracelular que contacta con todos estos tipos celulares.
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Sin embargo, cuando existe una lesién desmielinizante cercana en el camino migratorio rostral,
las células tipo A pueden reprogramarse generando células gliales (Cayre et al., 2006) y algunas
células tipo B son capaces de proporcionar CPO con capacidad de diferenciarse a

oligodendrocitos maduros (Menn et al., 2006).

4.1.2.- GIRO DENTADO.

El giro dentado (GD) es una estructura celular homogénea que junto al cuerno de Amoén vy el
cértex parahipocampal, pertenece al complejo hipocampal. En su base se encuentra la zona
subgranular (ZSG), un nicho germinal del SNC adulto que deriva embriolégicamente de las
paredes de los ventriculos laterales (Figura 114). El primordio del giro dentado es adyacente a la
fimbria, un haz de axones eferentes de las neuronas piramidales de la capa CA3 que se contintda
con el pilar posterior del férnix hasta los tubérculos mamilares o hacia los nucleos septales como

parte constituyente del sistema limbico (Roxo et al., 2011).
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En adultos, la ZSG se compone de astrocitos radiales que reviste el borde interno de la capa
(células B) y que emiten procesos radiales que atraviesan la capa celular del GD y se ramifica en
profundidad de la capa molecular. Estas células B tienen capacidad de proliferaciéon generando
células inmaduras (células D) que son progenitores tempranos neurales de las neuronas
granulares. Estos progenitores neurales migran en el espesor del GD y establecen conexiones
sinapticas con otras neuronas del GD, la CA3 y las interneuronas del hilus contribuyendo a la
plasticidad funcional del hipocampo en procesos como el aprendizaje y la memoria (Seri et al.,
2001) (Figura 113 e 114).

— Figura I14: Tipos de progenitores y células
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radiales de los astrocitos radiales antes de
diferenciarse a células granulares (Kriegstein
& Alvarez-Buylla, 2009).

4.2.- PROGENITORES DE OLIGODENDROCITOS.

Las CPO son células restringidas al linaje glial y se caracterizan por expresar el proteoglicano
NG2 en sus membranas celulares (Nishiyama et al., 2009). Constituyen una poblacion de células
multipotentes con capacidad de promover un reemplazo celular extensivo tanto de
oligodendrocitos como de astrocitos y estan ampliamente distribuidas en todo el SNC (Miller &
Bai, 2007) constituyendo alrededor del 3-9% de todas las células del mismo. Ademas, las CPO
constituyen alrededor del 75% de las células con capacidad proliferativa del SNC, aunque lo
hacen de forma infrecuente. Su formaciéon en un individuo adulto deriva de progenitores
tempranos residentes en la SVZ y la ZSG del GD (Figura I15A) (Kang et al., 2010).

Ante una lesién inflamatoria aguda, isquemia o desmielinizaciéon en el SNC adulto, estas células

se activan y proliferan rapidamente (Nait-Oumesmar et al., 1999, Gonzalez-Perez & Alvarez-
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Buylla, 2011), aumentan de tamafio, cambian de morfologia incrementando el numero de
ramificaciones y sobreexpresan el proteoglicano NG2. Ademas también aumenta la transcripcion
de factores asociados con la sintesis de mielina como Olig2 y Nkx2.2 y se diferencian a
oligodendrocitos en siete dias tras una lesion desmielinizante (Figura 115B) (Sellers et al., 2009).
Ademas son capaces de migrar al cuerpo calloso, estriado, fimbria, fornix y cértex (Menn et al.,
2006; Kessaris et al., 2006). Por otro lado también son capaces de diferenciarse a astrocitos que
forman la cicatriz glial en 24 horas después de una lesion.

La disponibilidad de CPO y de oligodendrocitos en el area desmielinizada es un factor clave que
va a determinar el éxito de la remielinizacién, pues los oligodendrocitos maduros supervivientes

tras la lesion, son células postmitéticas que no pueden replicarse en nuevos oligodendrocitos.

@ | DIFFERENTIATION | MMNVIATURATIONMNN
CELL MIGRATION | }
| |
I i i
|
‘ [ ( ) [
T aps : P i [Msccm
J' Hes1,§ +— _t_ Astrocytes :
ffnc] [Poer ¢ [Emps] | o57kip2 ;
11d2,4 |—— MSC-CM T
!, l ]: 'I
Sox9 |
J_ ;‘ l i Sox10 i
i Sox17
QIR ,' Oligl,2  Hes15 £ : Sox5,6 N::z,zA > %
O = 0{ Olig1,2 i
NSPCs / Soxs opCs | s K
Sox9 i "-'.".".‘," L
n Sox10 | Oligodendrocytas ol
. e 5 Nkx2.2 i i Myelination
\GP f | Tn-C
. I LINGO-1 [I
[PDGF|[Shh/Gli MSG-CM Wnt/g-Catenin —— [TGFp|
i i
1 I
Pre- Pro- Immature Mature Figura 115: Programa Oligodendrogénico.

progenitor Progenitor Oligodendrocyte  oligodendrocyte  oligodendrocyte

(A): Los oligodendrocitos derivan de progenitores
neurales (NSC) tras someterse a pasos secuen-
‘ ciales de determinacion, especificacion, diferen-
ciacion y maduracion. Cuando la NSC toma la
linea de diferenciacion glial (recuadro morado) a

través de progenitores gliales (GP), puede gene-
Olig2 AZBS 04 01 ol rar precursores astrociticos (AP) o precursores
04 oligodendrociticos (OPC) que se diferenciaran a
astrocitos u oligodendrocitos respectivamente.

PDGFo-R PDGFa-R GD3 04

GD3 NG2 GalC GalC . .y .
N i Los OPC migran y contindan un proceso de dife-
NG2 CNP CNP o . . .
M renciacion pasando por oligodendrocitos inma-
duros que maduraran a oligodendrocitos mielini-
CLE zantes tras activar la expresién de genes de
MAG mielina. Este proceso es controlado por varios
MOG

factores que inhiben (rojo) o activan (verde).

Otros factores extrinsecos (cajas) pueden
Prolif = estimular (flechas) o inhibir (T) a los factores

intrinsecos (sin cajas) (Rivera et al., 2010).

(B): Linaje oligodendroglial y sus marcadores

especificos (Stangel & Hartung, 2002).
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4.3.- DESMIELINIZACION.

La desmielinizacion de los axones puede deberse a un dafo primario en el que se ve afectado el
oligodendrocito directamente, o a un dafo secundario en el que primero hay una lesiéon axonal
que es responsable del dafio subsecuente que sufre el oligodendrocito que es dependiente de la

liberacion de factores troficos del axon.

Los axones desmielinizados son vulnerables a dafios por citotoxicidad por la disfuncion de los
canales iénicos y por dafio mitocondrial. Ademas, la perdida de mielina priva al axén del soporte
neurotréfico local que le proporcionan los oligodendrocitos mediante la sintesis y liberacion de
crecimiento neural (NGF), factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y de otros mecanismos
troficos mediados por contacto (Figura 116). Por este motivo la pérdida axonal en zonas

desmielinizadas es mayor que en las que ya han sido remielinizadas (Kornek et al., 2000).

Figura 116: Lesion axonal durante la desmielinizacion inflamatoria.

(A): Imagen de microscopia confocal de una lesion desmielinizante activa en EM. En rojo se muestra proteinas de
mielina; en verde los axones. Se observan areas de axén desmielinizado mediado por microglia y monocitos (cabezas de
flecha). El axén de la derecha muestra un bulbo de retraccidon axonal propio de una terminacion proximal de un axén en
degeneracion.

(B): Representacion de la degeneracion axonal. 1: Axén con mielinizacion normal. 2: Desmielinizacion asistida por células
del sistema inmune. 3: El extremo distal del axén interrumpido degenera rapidamente con los oligodendrocitos que lo
recubren, mientras que el extremo proximal en contacto con el soma neuronal sobrevive. El transporte de moléculas y
organelas se acumulan transitoriamente en el extremo proximal generando el bulbo que finalmente desaparece o
degenera la neurona completa (Trapp & Nave, 2008).

Los oligodendrocitos que sobreviven a una lesién desmielinizante y que han perdido sus vainas

de mielina no contribuyen a una remielinizacion posterior, pues aunque son capaces de sintetizar
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una mielina compacta, no la pueden recolocar alrededor de los axones desmielinizados para
formar nuevas envolturas. Por eso, un oligodendrocito que ya ha mielinizado un axén no lo puede

hacer por segunda vez (Franklin, 2002).

En las lesiones desmielinizantes existe un ambiente celular y molecular con unas caracteristicas
propias que afecta negativamente a los mecanismos involucrados en la remielinizacién fisiolégica

de los axones afectados (Rivera et al., 2010):

- PSA-NCAM: se expresa en los axones desmielinizados y tiene efecto inhibitorio en la
remielinizacion.

- Cicatriz glial: Es una densa red de prolongaciones astrocitarias que se forma alrededor de los
axones desmielinizados y dafados en la fase hiperaguda de una lesiéon axonal y desmielinizante.
Su funcion es estabilizar el tejido frente a la cascada de sefiales moleculares y celulares que
amplificarian el dafio a la neurona y oligodendrocitos, pero a largo plazo es responsable de la
inadecuada regeneracion de los axones dafiados e impide fisicamente el acceso de
oligodendrocitos para formar nuevas vainas de mielina.

- Ruta de sefalizacion notch-jagged: es un potente inhibidor de la diferenciacion de CPO. Jagged
esta sobreexpresado en los axones desmielinizados y actia sobre receptores Notch1 de los CPO
inhibiendo su diferenciacion a oligodendrocitos.

- Neuregulina: Es una molécula que se expresa en astrocitos y es necesaria para el desarrollo
normal de oligodendrocitos. Esta reducida en lesiones desmielinizante tanto activas como
cronicas dificultando la remielinizacion.

- Hialuronano: Es un glicosaminoglicano presente en las lesiones de EM que inhiben la
remielinizacion al inhibir la maduracion de CPO.

- Integridad axonal: En las lesiones cronicas, los oligodendrocitos que no han degenerado tienen
multiples procesos que contactan con los axones. Sin embargo estos axones son distroficos y
presentan multiples areas de edema axonal, por lo que no son receptivos y los oligodendrocitos

no los pueden remielinizar (Chang et al., 2002).

4.4.- FASES DE LA REMIELINIZACION.

La regulacion de la remielinizacién se lleva a cabo por un complejo patrén temporal de expresion
molecular que se ve influenciado por la edad, sexo y el tamafio de la lesién. A su vez, se ve
influenciado tanto por la disponibilidad de CPO en la lesién, de la presencia de microglia y
macrdéfagos, de la expresion coordinada y ordenada de moléculas reguladoras y de la habilidad
de interaccion de CPO con los axones de forma apropiada. Ademas, la integridad axonal es

fundamental en la remielinizacién para permitir una correcta interaccion axén-oligodendrocito.

La remielinizacion ocurre en tres fases (Chari et al., 2003b) (Figura 115):
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- Fase de Activacion de CPO: Después de la desmielinizacion, las CPO se activan por mitégenos
secretados por astrocitos y microglia iniciando la sintesis de factores de transcripcion
oligodendrogénicos como Olig2, Nkx2.2 y SOX2 (Wang et al., 2013).

- Fase de Reclutamiento y Migracion: Tras la activacion, las CPO periféricas a la lesion proliferan,

migran y colonizan las zonas desmielinizadas.

- Fase de Diferenciacion: Seguidamente las CPO maduran a oligodendrocitos premielinizantes y
contactan con los axones desmielinizados. Mas tarde, se diferencian a oligodendrocitos maduros
que formaran vainas de mielina funcionales alrededor de los axones (Franklin, 2002; Kotter et al.,
2006).

Un error cualitativo en una de estas etapas puede impedir la remielinizacién. Ademas, el
microambiente molecular que propicia e reclutamiento se ha de mantener el tiempo suficiente
para permitir la repoblacién de CPO en la lesidén y asi disponer de un numero suficiente de

células capaces de remielinizar todos los axones.

Una vez alcanzado este punto, el microambiente molecular debe variar para permitir y a la vez
estimular la diferenciacion de CPO a oligodendrocitos tempranos, que deben madurar y
remielinizar los axones. A su vez, las CPO deben sobreexpresar los receptores de estas

moléculas para poder responder a estos cambios.

Se han descrito diversos factores que regulan el proceso de supervivencia, proliferacion,
migracion, diferenciacion y maduraciéon de CPO (Tabla 12), pero actualmente no se conoce al
detalle como se regulan y se organizan todas estas sefales para conseguir una remielinizacién

funcional completamente guiada en laboratorio.

Pre-progenitor Progenitor Pro-oligodendrocyte Immature oligodendrocyte Mature oligodendrocyte
Proliferation PDGF-a PDGF-a PDGF-a IGF-1
FGF-1 FGEF-2 GGF
FGF-2 IGF-1
IGF-1 GGF
NT-3
112
Migration PDGF-a PDGF-a
Differentiation IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1
TGF-B EGF IGF-1 IGF-1
Survival PDGF-a PDGF-a FGF-1 NT-3
IGF-1 FGEF-2 NT-3 CNTF
NT-3 IGF-1 CNTF LIF
NT-3 LIF 11-6
GGF -6

Tabla I12: Efecto de los factores de crecimiento sobre el linaje oligodendrocitico (Stangel & Hartung, 2002).
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4.4.1.- REGULACION EN EL RECLUTAMIENTO DE CPO.

Algunos factores de crecimiento actuan incrementando la proliferacion y migracion de CPO
mientras que otros Unicamente estimulan la proliferacion o la migracién. Ademas, cierta
combinacion de factores de crecimiento puede actuar sinérgicamente para conseguir estas

acciones (Tablas 12 e 13):

- PDGF y FGF transforma los CPO O4 adultos con tasa de proliferacion lenta, a progenitores O4
perinatales con tasa de proliferacion elevada. A su vez estimula la migracion hacia la fuente de
dichos factores (Wolswijk & Noble, 1992).

- IGF y FGF2 estimulan la proliferacion de CPO (Jiang et al., 2001).

- PDGF y la a-Integrina de la matriz extracelular estimulan la proliferacién (Baron et al., 2002).

SUPERVIVENCIA | PROLIFERACION | MIGRACION | DIFERENCIACION | MADURACION
TENASCINA C
VITRONECTINA

ANOSMINA 1

CTGF

BMP

Noggina

1d2 I1d4

Olig1 Olig 2 via Sox 10 y Nkx2.2
Jagged 1 o Delta 1 via Notch-Hes
TGFg1

p57kip2

PKC

RhoA

ROCK2
TirosinFosfatasa MKP5
LINGO 1

PDGF via PDGFRa

ERK 1/2

HT via RTay 8

Shh via patched-Olig 1/2
Ciclopamina

Sox 9

Sox 10

Sox 17

Sox 2,5,6

Células Mesenquimales
Medio condicionado
EGF+FGF2+PDGF
PSA-NCAM
Quimiocinas y citocinas
IGF+FGF2

PDGF+ FGF

IGF 1

FGF2

GGF2

Actividad Axonal y NT
Hial4ronano

oy

Tabla I3: Programa Oligodendrogénico.
Efecto estimulador (verde) o inhibidor (rojo) que muestran algunos factores troficos, interleucinas, receptores de
membrana, factores de transcripcion y moléculas de matriz extracelular sobre las fases del programa oligodendrogénico
(ver texto).

48



INTRODUCCION

4.4.2.- REGULACION DE LA DIFERENCIACION DE CPO.

Algunos factores estimulan la diferenciacion de CPO a células maduras con capacidad de formar
vainas de mielina, pero la maduracién celular va ligada a la pérdida de la capacidad proliferativa

y migratoria. Por otro lado, los factores que estimulan la proliferacién inhiben la maduracién:

- IGF1: Estimula la diferenciacién oligodendroglial. Su sobreexpresion aumenta el niumero de
oligodendrocitos, incrementa el grosor de la vaina de mielina y el nimero de axones
mielinizados. Esta sobreexpresado en las lesiones de EM (Genoud et al.,, 2005; Beck et al.,
1995).

- FGF2: Inhibe la diferenciacién a oligodendrocitos maduros y estimula la proliferacién de CPO
(Decker et al., 2005).

- GGF2: incrementa la proliferacién e inhibe la diferenciacion de oligodendrocitos inmaduros,
pero es necesario en las fases finales de la diferenciaciéon de oligodendrocitos para permitir la
maduracion. Esta ausente en las lesiones activas de la EM (Armstrong, 2007).

- TGF-B1: Inhibe la proliferaciéon de CPO inducida por PDGF y FGF2, promoviendo por tanto la
diferenciacion de oligodendrocitos, ademas limita la neuroinflamacioén autoinmune (Voumvourakis
et al., 2011; Bjarnadottir et al., 2016).

- Vitronectina: Molécula de la matriz extracelular que regula la fase final de la diferenciacién de
CPO promoviendo la formacion de vaina de mielina (Rivera et al., 2010).

- Actividad eléctrica axonal y liberacién de neurotransmisores estimulan la replicacién,
supervivencia y diferenciacion de oligodendrocitos al tiempo que estimulan la mielinizacion. Esto
se debe a que los CPO vy los oligodendrocitos maduros expresan canales idnicos y receptores de

neurotransmisores cuya activacion o inhibicion afecta a estos procesos (Rivera et al., 2010).

4.5.- REMIELINIZACION EN EL CONTEXTO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

El grado de remielinizacion en las lesiones de EM se correlaciona con el numero de
oligodendrocitos y de macréfagos presentes. Este proceso ocurre a pocas semanas desde el
comienzo de la lesion y ocurre al mismo tiempo que sigue produciéndose dafo a las vainas de
mielina restantes. Por el mismo mecanismo pueden dafiarse las vainas de mielina recién

formadas, apareciendo nuevas lesiones en areas remielinizadas (Figura 117).

La remielinizacion en la EM progresa en dos fases dependiendo si las lesiones desmielinizantes

estan en fase aguda o crénica.
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Figura 117: Remielinizacién.

(A): La remielinizacion se puede observar como placas circunscritas con tincién frente a mielina mas palida (region
delimitada por las flechas) que la que aparece en la sustancia blanca normal (zona inferior izquierda). En la zona superior
derecha se observa una placa desmielinizada.

(B): Tincién de mielina de la sustancia blanca normal.

(C): Oligodendrocitos inmunorreactivos para MAG que forman finas vainas de mielina alrededor de los axones de una
placa remielinizada.

(D): Tinciéon de mielina mostrando axones con finas vainas de mielina en placas de remielinizacion. Comparar con
mielinizacion normal en (B).

A, B y D: Tincién Luxol fast blue/hematoxilina y eosina. Escalas: 500 pm en A; 50 um en B-D (Popescu & Lucchinetti,
2016).

4.5.1.- LESIONES AGUDAS.

En la fase aguda, las CPO periféricas invaden el area lesionada y se diferencian a
oligodendrocitos maduros capaces de remielinizar espontaneamente los axones desmielinizados
en tan solo 7 dias (Chari et al., 2003a).

La inflamacioén estimula la remielinizacién. En las lesiones agudas la respuesta inflamatoria es
mayor por lo que la remielinizacién también es mas eficaz. Esto es asi porque los macrofagos y
la microglia producen factores de crecimiento que median en la reparacién, al tiempo que
eliminan los restos de mielina dafada facilitando el contacto de las CPO con los axones. Los

farmacos antiinflamatorios inhiben la diferenciacion de CPO a oligodendrocitos maduros si se
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administran de forma crénica, por lo que su uso continuo incrementa la pérdida de axones no
mielinizados. Sin embargo no afecta a la colonizacion de la lesion por las CPO (Chari et al.,
2003b).

4.5.2.- LESIONES CRONICAS.

Las lesiones cronicas de la EM pueden ser de dos tipos: en unas no existen CPO debido a un
fallo en el reclutamiento, mientras que en otras si se observan CPO, pero éstos son quiescentes
debido a un fallo en la maduracion.

- En las lesiones crénicas con ausencia de CPO se produce un colapso de los mecanismos de
migracion de estos progenitores (Williams et al., 2007) debido, bien a la carencia de factores que
estimulan la migracion o bien por la presencia de moléculas que la inhiban. Estos hechos
propicia la formaciéon de un nicho molecular que bloquea la regeneracién histolégica (Kuhlmann
et al., 2008) y por tanto la recuperacion funcional (Bunge, 2001).

Ademas, tras varios episodios de desmielinizacion y remielinizacién disminuye la poblacion de
CPO en las areas lesionadas y la repoblacion por CPO periféricas se ralentiza y pierde eficacia a
medida que avanza la edad del paciente. Por otro lado, como la inflamacién aguda es lo que
proporciona un mayor estimulo para la atraccion de CPO, al disminuir ésta con el tiempo, se
requieren meses para que grandes areas desmielinizadas estén completamente repobladas de
CPO restringiéndose la remielinizacion Unicamente en las zonas periféricas (Williams et al.,
2007).

- En las lesiones crénicas con presencia de CPO, éstos son quiescentes y no tienen capacidad
de maduracion debido a la insuficiencia de factores que la estimulen o porque las CPO se

vuelven mas insensibles a estos factores (Figura 118).

Figura 118 (pagina siguiente): Patologia de la remielinizacion en EM.

Un episodio inflamatorio agudo dafia los oligodendrocitos, las vainas de mielina y algunas veces las CPO (a), mientras
que en otros casos no se ven afectadas (b). La primera etapa de la remielinizacién requiere el reclutamiento de CPO: en
(a) deben migrar a la lesién y proliferar, mientras que en (b) en reclutamiento solo consiste en proliferacion. Tras esa fase
las CPO deben contactar con los axones desmielinizados antes de comenzar el proceso de diferenciacién (c) mediante el
cual se genera una vaina de mielina que en algunos casos envuelve y se compacta alrededor del axén (recuadro)
remielinizando el area lesionada (d). Si el ambiente molecular que dirige este proceso es erréneo, la lesion permanecera
cronicamente desmielinizada y se formara en ella una cicatriz astroglial (e), que dependiendo de la fase donde se
produzca el error, puede ser deficiente (f) o contener CPO (e) o incluso contener oligodendrocitos premielinizantes (g).
Para que un tratamiento remielinizante sea eficaz se debe crear un ambiente favorable (flechas rotas) (Franklin, 2002).
~—
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4.6. FISIOLOGIA DE LA REMIELINIZACION.

La remielinizacion tras un proceso desmielinizante, es superponible al proceso neonatal pues los
mecanismos regenerativos son similares a los eventos que ocurren durante el desarrollo,

exceptuando la existencia de un ambiente patolégico con macréfagos, linfocitos T y astrocitosis.
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La vaina de mielina formada es funcional aunque mas corta y fina en relacion al diametro axonal
respecto a la neonatal. Esta caracteristica viene definida por el G-ratio que es la relacion del
diametro axonal respecto al grosor de la vaina de mielina. En los axones remielinizados este
valor es mayor respecto a los axones de mielinizacion embrionaria, pues disminuye el grosor de
la envoltura de mielina. Esta diferencia es muy clara en los axones largos, pero menos evidente
en los axones de diametro pequefio como los que existe en el cuerpo calloso, donde el G ratio de
los axones remielinizados es indistinguible de los normales (Smith et al., 1982).

Ademas la longitud de los internodos es mas corta perdiéndose de este modo la relacion entre el
diametro de la vaina de mielina y la longitud internodal respecto el tamafio del axén (Franklin &
Ffrench-Constant, 2008). Sin embargo la distribucion iénica de los canales en los internodos es
normal, por lo que se restablecen las propiedades de conduccién al tiempo que se proporciona
soporte trofico y se disminuye la vulnerabilidad neuronal al ambiente adverso de la lesion (Aktas
et al., 2010).

5.- MODELOS EXPERIMENTALES DE DESMIELINIZACION.

Existen multiples modelos animales de EM. Cada uno de ellos aborda de forma especifica una
caracteristica propia de la patogenia molecular de la EM. Se clasifican en modelos

inmunoldgicos, virales, genéticos y toxicos.

En los modelos inmunoldgicos, la desmielinizacion y la remielinizacion ocurren simultaneamente
siendo por tanto un modelo mas parecido a lo que ocurre en la EM. Sin embargo es dificil
diferenciar la remielinizacion que ocurre fisioldgicamente a la remielinizacion que es secundaria

al tratamiento experimental a estudio.

En los modelos toxicos, desmielinizacion y remielinizacién estan separados en el tiempo, algo
que no ocurre en la EM pero permite un estudio éptimo de los mecanismos de la remielinizacién
fisiologica y de las posibles terapias remielinizantes a estudio. Ademas, en algunos casos de EM
se ha descrito una apoptosis masiva de oligodendrocitos en ausencia de inflamacién, proceso

caracteristico de estos modelos.

5.1.- MODELOS AUTOINMUNES.

La Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) es el modelo que se utiliza con mayor
frecuencia en estudios de investigacion basica. Para ello, en el animal de experimentacion se
administran sistémicamente antigenos de mielina como MBP, PLP, proteina oligodendrocitica de

mielina (MOG), o bien se realiza una transferencia de linfocitos T activos frente antigenos de
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mielina. En ambos casos aparecen lesiones de desmielinizacion diseminadas en el SNC con
infiltracion de macréfagos vy linfocitos T, con un curso clinico similar a la EM. Ademas, también
existe pérdida axonal asociada a la desmielinizacién y en consecuencia cursa con déficit

neuroldgico crénico.

Mediante este modelo se pueden inducir todas las formas clinicas de EM. Sin embargo la
respuesta inmune se lleva a cabo por las células Th1/Th17 CD4+, mientras que en la EM
mayoritariamente estan involucradas las células Tc CD8+. Ademas, los mecanismos patogénicos

en la fase progresiva de la EM no es comparable a la evoluciéon de la EAE (Flugel et al., 2001).

5.2.- MODELOS VIRALES

La inyeccién del Picornavirus de la Encefalomielitis Murina de Theiler produce lesiones
desmielinizantes asociadas a la replicacion viral en los oligodendrocitos. En una fase temprana
produce una encefalitis subletal y en una fase tardia el virus infecta también células inflamatorias,

astrocitos y oligodendrocitos con desmielinizacion focal y dafio axonal (Perlman & Zhao, 2017).

La inyeccion de Coronavirus de la Hepatitis Murina provoca una desmielinizacién inflamatoria en
ausencia de replicacion viral (Perlman & Zhao, 2017), y la inyeccion de proteinas virales de
Retrovirus Endégeno Humano también induce una desmielinizacion con patogénesis similar a la
EM.

5.3.- MODELOS GENETICOS

Existen varios modelos genéticos en los que se ven afectado genes implicados en la formacion
de la vaina de mielina. En la rata deficiente en PLP, Shaking y Jimpy, est4 afectado el gen que
codifica para PLP, cuya herencia estd ligada al cromosoma X (Nave et al.,, 1986). En los
modelos Shiverer y Quaking esta afectado el gen que codifica MBP, cuya herencia es

autosdmica recesiva (Roach et al., 1985).

5.4.- MODELOS TOXICOS

Tienen la ventaja de poder realizar lesiones en una localizacion determinada altamente
reproducible en tiempo y espacio, lo que lo convierte en un modelo ideal para estudiar el proceso

de remielinizacion. Ademas, tras suspender el tratamiento se activan los mecanismos de

remielinizacion fisioldgicos permitiendo estudiar este proceso.
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5.4.1.- BROMURO DE ETIDIO:

Inyectado intraparenquimalmente elimina las células nucleadas al intercalarse de forma
inespecifica entre las bases de DNA (Baker & Amor, 2015). Al ser inyectado en la sustancia
blanca, se afectara de forma precisa a oligodendrocitos y astrocitos, mientras que las neuronas
permanecen viables, aunque desmielinizadas parcialmente, pues su soma esta alejado del area

toxica.

5.4.2.- LISOFOSFATIDILCOLINA

Desmieliniza los axones preservando astrocitos en ausencia de respuesta inmune. Tras la lesion,
comienza una remielinizacion completa de la lesién predecible de forma espacio-temporal (Miller
& Fyffe-Maricich, 2010).

5.4.3.- CUPRIZONA

La cuprizona (bis-ciclohexanonaoxaldihidrazona) es un agente quelante de cobre que afecta al
complejo mitocondrial IV. Se administra via oral destruyendo selectivamente oligodendrocitos
maduros provocando asi una desmielinizacién en parches de patron no reproducible de forma

similar a lo que ocurre en la EM (Stidworthy et al., 2003).

En éste método no se inyectan intraparenquimalmente las toxinas desmielinizantes, evitando la
ruptura de la BHE, el dafio y la respuesta inflamatoria secundaria a la lesién. Ademas, permite
estudiar los procesos que ocurren durante la remielinizacion con independencia de la implicacion

que las células del sistema inmunitario tienen en los modelos inmunolégicos.

La cuprizona afecta preferentemente el cuerpo calloso y a la fimbria. Dos estructuras que con
frecuencia se afectan en los pacientes con EM y que estan préoximas a la SVZ y ZSG del GD,
nichos neurogénicos en el SNC adulto, por lo que permite estudiar su activaciéon ante una lesion

desmielinizante proxima.

El tratamiento durante 6 semanas con cuprizona permite simular las lesiones agudas de la EM,
con remielinizacion fisiolégica al suprimir el tratamiento. Sin embargo, si el tratamiento se
prolonga durante 12 semanas se eliminan las CPO, afectando asi la capacidad de
autorregeneracion del tejido lesionado de forma similar a lo que ocurre en las lesiones crénicas
de la EM (Figura 119).
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Figura 119: Ausencia de remielinizaciéon espontanea tras desmielinizacion crénica con cuprizona.

(A): Estimacion de MOG por inmunofluorescencia en el cuerpo calloso. Tras un tratamiento agudo con cuprizona de 6
semanas (barras grises), se recuperan los valores normales de MOG tras otras 6 semanas de interrupcién de tratamiento.
Sin embargo, tras un tratamiento con cuprizona de 12 semanas (barras negras), no aumentan los valores de MOG tras 6
semanas de interrupcion. La barra blanca indica los valores normales de MOG. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto a los valores normales.

(B-D): Inmunodeteccion de MOG en el cuerpo calloso en secciones coronales. (B): Control sin tratamiento

desmielinizante; (C): Tratamiento de 12 semanas con cuprizona; (D): Tratamiento de 12 semanas con cuprizona seguidos
de 6 semanas de recuperacion.

Cc: Cuerpo calloso; DF: Férnix dorsal; Cg: cingulo. Escala en B, C y D: 250 um (Armstrong et al., 2006).

6.- TERAPIA CELULAR.
6.1.- GENERALIDADES.

El tratamiento de la EM debe ser abordado desde tres perspectivas diferentes. Por un lado se
deben impedir los mecanismos autoinmunes e inflamatorios causantes de la enfermedad; por
otro se deben impedir los mecanismos responsables de la neurodegeneracién progresiva; y
finalmente se debe restaurar la mielina degradada para restaurar la funcionalidad del SNC
danado durante los afios de evolucion de la enfermedad (Rivera & Aigner, 2012).
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Sobre éste ultimo punto, existen dos estrategias encaminadas a restaurar la mielina: trasplante
de células con capacidad de formacion de vainas de mielina, o estimulacién de los mecanismos
enddgenos de regeneracion y reparacion de la misma mediante la estimulaciéon de los nichos

neurogénicos existentes (Franklin & Ffrench-Constant, 2008; Franklin & Kotter, 2008).

Actualmente se disponen de gran variedad de tratamientos experimentales en el que se utilizan
varios tipos celulares, tanto maduros como inmaduros, capaces de remielinizar el area
desmielinizada y restaurar la conduccién saltatoria del impulso nervioso: CPO, células de
Schwann, glia envolvente olfatoria y células madre (neurales, embrionarias y derivadas de la

médula ésea) (Goldman, 2005).

Se deben cumplir una serie de requisitos para que una terapia celular sea o6ptima para su
traslado a clinica (Chari, 2007):

- No deben ser diana de la patogenia desmielinizante.

- Capacidad de proliferaciéon en cultivo o disponer de un numero suficiente para mediar la
remielinizacion, pues su potencial remielinizante es dependiente del numero de células del que
se dispone.

- Capacidad de supervivencia a la astrogliosis que se produce tras el trasplante.

- Capacidad de migracion por el SNC, ya que la EM es una enfermedad multifocal.

- Estabilidad genética y seguridad biolégica de las células trasplantadas (deben de carecer de
patdégenos y de potencial teratégeno).

- Ausencia de rechazo de las células trasplantadas.

- Normativa ética aceptada socialmente en cuanto al origen de las células trasplantadas.

6.2.- TERAPIAS DE REEMPLAZO CELULAR.

- El trasplante de CPO embrionarios, fetales o adultos promueven remielinizacién y recuperacion
funcional en varios modelos de desmielinizacién, pero al trasplantarlos en el SNC poseen una
elevada tasa de mortalidad (Czepiel et al., 2015). Ademas, se debe conseguir una deplecion

mayor al 50% de las CPO enddgenas para permitir la colonizacion de las trasplantadas.

- El trasplante de células de Schwann tiene una mayor tasa de supervivencia que las CPO u
oligodendrocitos maduros y ademas no estan afectados en la EM. Son capaces de sintetizar
vainas de mielina funcionales que restauran la conducciéon nerviosa saltatoria. Sin embargo
presentan una escasa capacidad de integracién en el parénquima del SNC y se ven afectados

por la astrogliosis, permaneciendo agrupadas en el lugar de inyeccién (Franklin et al., 2002).

- El trasplante de Glia Envolvente Olfatoria posee mayor capacidad de integracién, remielinizan y

promueven regeneracion axonal, restableciendo la velocidad de conduccién saltatoria. Son un
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tipo celular similar a las células de Schwann con caracteristicas mixtas con células astrogliales.
Sin embargo tienen una capacidad proliferativa muy baja y nicamente se encuentran en el bulbo

olfatorio, por lo que su fuente de obtencion es muy limitada (Franklin et al., 1996).

- El trasplante de Progenitores Neurales Embrionarios posee mayor supervivencia e integraciéon
celular, aunque posee una baja expresién de marcadores oligodendrogliales a lo largo de su
diferenciacion. Tienen potencial teratogénico y su fuente de obtencion es éticamente

cuestionable (Brustle et al., 1999).

- El trasplante de Células Progenitoras de tejido adulto posee la ventaja de que existen gran
variedad de tejidos donde existe una poblacion celular con capacidad de regenerar los tipos
celulares que los componen. Se trataria de una fuente celular que se obtendria del propio
paciente, evitando asi los mecanismos de rechazo al trasplante. Ademas, su fuente de obtencién
es aceptada éticamente. Sin embargo estas células se deben purificar y expandir in vitro al
tiempo que se deben reprogramar a células con capacidad de sintetizar mielina mediante un

complejo programa molecular de desdiferenciacion (Nistor et al., 2005).

- El trasplante de Células Madre Hematopoyéticas (CMH) utiliza una fuente celular ubicada en los
nichos formados por células mesenquimales de la médula ésea. Tienen la capacidad de
autorrenovarse a lo largo de la vida adulta y se diferencian a precursores de la linea linfoide (de
la que derivan los linfocitos T y B) y mieloide (de la que derivan el resto de elementos celulares
de la sangre). Para aplicar eficientemente esta terapia ese deben destruir previamente los
linfocitos T aberrantes del paciente para reconstituir posteriormente su sistema inmunitario con
linfocitos T no inmunorreactivos mediante el trasplante halogénico de CMH. Las CMH se
obtienen en sangre periférica tras su movilizacion de la médula 6sea mediante la administracion
del factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) y ciclofosfamida. Se inmunopurifican
seleccionandolas por su antigeno de membrana CD34. Se debe destruir radio o
farmacolégicamente la médula 6sea del paciente (mieloablacién) para seguidamente realizar la
infusion de las CMH extraidas y reconstituir asi la médula ésea (Carreras et al., 2003).
Actualmente se prefiere evitar la mieloablacion y restringir la quimioterapia hacia la erradicacion
de la poblacién de células T (Burt et al., 2006), algo que por si mismo frenaria la progresion de la

EM, alo que suma el efecto inmunomodulador del trasplante de CMH.

- De forma similar a los que sucedia con el trasplante de CPOs, el trasplante de oligodendrocitos
maduros presenta una elevada mortalidad de estas células dentro del SNC adulto. Ademas, los
oligodendrocitos adultos que han perdido su vaina de mielina en el proceso de purificaciéon y
cultivo celular, son incapaces de formar nuevas vainas de mielina que envuelvan axones
desmielinizados, siendo por tanto necesario disponer de una forma mas inmadura de
oligodendrocito para que se establezcan las interacciones adecuadas axén-oligodendrocito para

tal fin. La elevada mortalidad celular puede subsanarse obteniendo lineas celulares de
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oligodendrocitos inmortalizados, tal es el caso de la linea de oligodendrocitos inmortalizados
158N obtenida en el laboratorio del Dr. M. Said Ghandour (Feutz & Ghandour, 2001),
consiguiendo una linea de oligodendrocitos estables, con un ciclo celular similar al del resto de

células gliales en el SNC y que expresan los marcadores tipicos de oligodendrocitos.

6.3.- TERAPIAS DE ESTIMULACION DE LA REGENERACION.

Los inconvenientes que surgen del uso tedrico de estos tipos celulares incentivan a encontrar
una terapia capaz de estimular los mecanismos de regeneracion enddgena del propio tejido
desmielinizado promoviendo la migracion y diferenciacion de CPO.

Como se ha comentado en apartados anteriores, las fases que componen el proceso de
remielinizacion pueden ser estimuladas por diversos factores tréficos que frecuentemente tienen
efectos antagonicos entre si a lo largo de todo el proceso, por lo que es poco viable desarrollar
una monoterapia con solo una de estas moléculas, ya que factores que regulan la proliferaciéon y
atraccion de CPO, a su vez inhiben la diferenciaciéon, maduracion y viceversa (Kumar et al.,
2007).

La infusion coordinada espacio-temporalmente de un conjunto de factores implicados en los
procesos de atraccién y diferenciacion de CPO puede ser una solucién, pero la infusion
intraparenquimal tiene una ventana temporal muy limitada y requeriria infusiones continuas en el

lugar lesionado.

6.4.- CELULAS MESENQUIMALES.

6.4.1.- CARACTERISTICAS.

Las células mesenquimales (MSCs) son una poblaciéon de células estromales relativamente rara
en la médula 6sea (1 célula por cada 10000 células) que tienen potencial osteogénico
(Friedenstein et al., 1976). En este contexto proporcionan un soporte trofico para las colonias de
CMH al tiempo que regulan su actividad mediante mecanismos paracrinos, por lo que son
necesarias para el mantenimiento y expansion fisiolégica de las CMH en la médula 6sea
(Mendez-Ferrer et al., 2010). En individuos adultos se encuentran mayoritariamente en la médula
6sea, tejido adiposo, tejido sinovial y en escasas ocasiones en la sangre periférica (Minguell et
al., 2001). También se pueden aislar de la sangre de cordén umbilical, ligamento periodontal,

pulpa dental y dientes deciduales.

En cultivo tienen la propiedad de adherirse al plastico adquiriendo morfologia de fibroblastos

fusiformes. Carecen de marcadores hematopoyéticos como CD45, CD34, CD11, CD14, y
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presentan en su superficie marcadores especificos como SH2, SH3, SH4, CD29, CD44, CD71,
CD90 y CD106 (Tanavde et al., 2015).

En 2006 el comité de células Madre de Tejido y Mesenquimales de la Sociedad Internacional
para Terapia Celular establecié unos criterios minimos para definir las MSCs humanas (Horwitz,
2005; Dominici, 2006):

- En cultivo deben tener la capacidad de adhesion al plastico.

- Mas del 95% de la poblacion celular debe expresar los marcadores CD105, CD73 y CD90 por
citometria de flujo.

- Menos del 2% de la poblacion debe expresar el marcador CD45 panleucocitario, CD34 de
progenitores hematopoyéticos, CD14 y CD11 de monocitos y macréfagos, CD79 y CD19 de
células B y el HLA de clase Il.

- Capacidad multipotencial de diferenciacion in vitro: condrogénica, adipogénica y osteogénica,

que ha de ser demostrable mediante marcadores especificos.

6.4.2.- PLASTICIDAD Y SECRETOMA.

Las MSC son un tipo celular muy accesible, abundante y con capacidad de generar células de la
estirpe mesenquimal como condroblastos, mioblastos esqueléticos, osteoblastos y adipocitos
(Pittenger et al., 1999). En diversos estudios han demostrado ser potencialmente efectivas en el

tratamiento de diversas enfermedades sin causar efectos negativos graves (Uccelli et al., 2012).

Ademas, tras cultivarse en medios de cultivo especificos se han conseguido diferenciar a células
de la estirpe neuroectodérmica pero, aunque adquieren marcadores de origen neural, no tienen
funcionalidades tipicas de neuronas o glia. Ademas, no se ha conseguido su diferenciacién hacia
tejido endodérmico y por tanto Unicamente adquieren la categoria de células multipotentes con
capacidad de autorrenovacion, pero no la categoria de células madre pluripotentes (Sanchez-
Ramos et al., 2000).

Al trasplantarlas en el SNC son viables durante largos periodos de tiempo, tienen baja capacidad
de migracién, promueven regeneracion, neuroproteccion y estimulan el crecimiento axonal
posibilitando la recuperacion funcional ante lesiones del SNC (Zhang et al., 2005; Zhang et al.,
2004). Ademas poseen potencial neurogénico y pueden diferenciarse a neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos, pero no microglia (Hermann et al., 2004; Krampera et al., 2007). Sin embargo,
esto sucede en un bajo porcentaje de casos por lo que esta propiedad no debe considerarse

para su uso terapéutico.

Las MSC producen un amplio rango de moléculas solubles involucradas en inmunomodulacion,

antiapoptosis, angiogénesis, estimulo de la proliferacion y diferenciacion celular, anticicatricial y
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quimiotactico. Estas moléculas constituyen en su conjunto el llamado Secretoma de las MSC
(Konala et al., 2016; Bruno et al., 2015; Drago et al., 2013) y posee potencial terapéutico en
multiples patologias (Zimmerlin et al., 2013) a través de los efectos paracrinos que ejercen
citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas, moléculas de matriz extracelular, proteasas,
mediadores lipidicos, RNA mensajeros y micro RNA que lo componen (Tabla 14). Sin embargo, la
composicién del secretoma es distinto segun el nicho fisiolégico donde se encuentren las células,
bien en cultivo o una vez trasplantadas en diversos ambientes tisulares (Ranganath et al., 2012),
e incluso difiere segun la edad del donante (Turinetto et al., 2016).

SECRETOMA de las CELULAS MESENQUIMALES

INMUNOMODULACION ANGIOGENESIS [CRECIMIENTO Y DIFERECIACION DE SC_QUIMIOATRACCION
- VEGF VEGF SCF HGF CCL2-6, 20, 26
HGF IGF-1 LIF bFGF CX3CL1
IGF-1 PIGF M-CSF ADM CXCL, 2, 5,8, 10-12
Stanniocalcina-1 [MCP-1 SDF-1
TGF-B bFGF Angiopoietina-1
bFGF IL-6 Activina A
Activina A
GM-CSF

Tabla 14: Factores solubles secretados por las MSC (secretoma).

En rojo efecto inhibitorio. En verde efecto estimulador. CPA: Célula presentadora de antigeno; NK: Linfocito Natural Killer;
Treg: Linfocito T regulador. (Basado en el texto de Figueroa et al., 2012).

6.4.3.- CELULAS MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO DENTARIO.

Las MSCs derivadas del tejido dentario merecen una mencién especial, pues son células
ectomesenquimales que derivan de la cresta neural embrionaria de origen neuroectodérmico
(Chai et al., 2000), mientras que las MSCs de la médula 6sea derivan del tejido mesodérmico
(Musina et al., 2006).

Dentro del tejido dentario adulto pueden ser extraidas a partir de la pulpa dental (DP-SC) y el
ligamento periodontal (POL-SC) (Gronthos et al., 2000; Seo et al., 2004). Tienen capacidad de

formacién de dentina y cemento respectivamente, componentes basicos de la estructura dental.

Tanto las DP-SC como las POL-SC son células multipotentes con alta capacidad de proliferaciéon
que al cultivarlas en medio basal expresan los antigenos mesenquimales tipicos, pero ademas,
debido a su origen neuroectodérmico expresan marcadores de precursores neurales como
Nestina, GFAP y de células progenitoras de cresta neural como Slug, Twist and Sox9 (Bueno et
al., 2013). Tienen mayor potencial antiinflamatorio e inmunomodulador que otros tipos de MSCs
(Foldes et al.,, 2016), y si se cultivan en medio neurogénico expresan neurofilamentos,

marcadores neuronales (Bueno et al., 2013) y generan corrientes de Na y K (Ben Mead et al.,
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2017). Ademas, si se trasplantan en tejido nervioso son capaces de sobrevivir, migrar e

integrarse en nichos neurogénicos del SNC adulto (Bueno et al., 2013).

6.4.4.- POTENCIAL TERAPEUTICO DE LAS MSC EN ESCLEROSIS MULIPLE.

Las MSC son candidatas para el uso en el tratamiento de diversas patologias ya que pueden
obtenerse de la médula 6sea del propio paciente para su uso autélogo y evitar asi la
inmunosupresion que conllevaria una terapia celular heteréloga. Ademas pueden ser cultivadas
facilmente y se pueden expandir hasta obtener grandes cantidades celulares con bajo riesgo
(respecto a otros tipos de células madre neurales) de adquirir mutaciones malignas, tras varios

pases de cultivo (Karussis et al., 2008, Karussis & Kassis, 2008).

Por otro lado, las MSC estimulan la proliferacion y diferenciacién de células progenitoras propias
del tejido lesionado hacia neuronas maduras (Zhang et al., 2004) y hacia oligodendrocitos
(Rivera et al., 2006). También poseen efecto neuroprotector (Barhum et al., 2010) y modulan la
respuesta inmunitaria induciendo una respuesta inmune antiinflamatoria Th2 (Bai et al., 2009;
Gerdoni et al.,, 2007), secretan moléculas propiamente antiinflamatorias e intervienen en la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B (Uccelli et al., 2006). Ademas, en trabajos previos en
nuestro laboratorio hemos observado que son capaces de evitar la degeneracion de neuronas de
Purkinje en un modelo de ataxia cerebelosa mediante mecanismos de fusion celular y secrecién

de factores neurotréficos (Jones et al., 2010).

Todas estas actividades estan mediadas por factores solubles sintetizados por las MSC, entre los
que se encuentran FGF2, VEGF, IGF1, TGFB1, CNTF, IL6, NT3, BDNF y NGF (Caplan, 2007).
Estos factores podrian explicar por si mismos el efecto oligodendrogénico que ejercen sobre las
células madre neurales (CMN) al incrementar en ellas la expresién de factores de transcripcion
Olig1, Olig2 y Nkx 2.2, involucrados en el programa de diferenciacion de CMN a oligodendrocitos.
Ademas, estos factores estimulan la maduraciéon de oligodendrocitos a células formadoras de
mielina (Rivera et al., 2009), pudiéndose incluso incrementar la remielinizacién, inyectando en un

SNC desmielinizado el medio donde se han cultivado las MSC (Rivera et al., 2008).

Con ello, las MSC consiguen formar un ambiente prooligodendrogénico que facilitaria los
procesos de remielinizacion mediante la liberacion de sefiales instructivas de la diferenciacion
oligodendroglial (Rivera et al., 2006) a la vez que regulan la proliferacién, apoptosis, migracion y

diferenciacion de células progenitoras enddégenas (Caplan, 2007).
Por otro lado, las MSCs presentan propiedades antiapoptoticas, pueden actuar como células

presentadoras de antigenos y ejercen efectos antiinflamatorios, modulando asi la respuesta

inmune (Foldes et al., 2016), e incluso podrian intervenir en la respuesta inmunopatolégica de la
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EM regulando los procesos inflamatorios y oxidantes propias de esta entidad, ejerciendo asi

efecto neuroprotector.

6.4.5.- ENSAYOS CLINICOS Y MEDICINA REGENERATIVA.

La medicina regenerativa es una rama de la medicina que aplica los conocimientos sobre células
madre y su capacidad de reparar, reemplazar o regenerar células, tejidos u 6rganos dafados
restaurando una funcion perdida. Para ello se utilizan moléculas, terapia génica, trasplante

celular, ingenieria de tejidos y reprogramacion celular (Mason & Dunnill, 2008).

La evidencia obtenida en estudios preclinicos sobre el potencial terapéutico de las MSC ha
incentivado el desarrollo de estudios clinicos. El primer ensayo que utilizé este tipo celular fue
para tratar osteogénesis imperfecta (Horwitz et al., 1999), posteriormente se estudié en
enfermedades de almacenamiento lisosomal (Koc et al., 1999) y en la enfermedad trasplante
contra huésped (Le Blanc & Ringden, 2006).

Actualmente (agosto 2019) existen 1052 estudios clinicos registrados en la web del NIH
(http://clinicaltrials.gov) en los que se usan células mesenquimales (operador “mesenchymal
cell’). En 395 de ellos se utilizan MSC obtenidas de médula 6sea (operador “bone marrow
derived mesenchymal cell”). Entre las enfermedades mas estudiadas se encuentran patologia del
SNC, enfermedades del colageno, enfermedades del aparato digestivo, enfermedades de
corazon, enfermedades del sistema inmunitario, isquemia, enfermedades articulares,

enfermedades musculo-esqueléticas y enfermedades reumaticas.

Existen 29 estudios sobre el uso de MSC para tratar distintas formas de EM (operadores
“‘multiple sclerosis” and “mesenchymal cell”’). En 15 estudios emplean MSC obtenidas de la
médula ésea (operadores “multiple sclerosis” and “bone marrow derived mesenchymal cell”). De
éstos, 11 de ellos actualmente se encuentran en estado finalizado, 2 activos y 2 en periodo de
inclusién. En cuanto al area geografica que mas apuesta por esta terapia, observamos que 7 de
éstos estudios se estan o se han desarrollado en Europa (3 en Espafia), 3 en EE.UU. y 4 en
Oriente Medio. Todos ellos son estudios en fase I/ll para evaluar la viabilidad y la toxicidad del
trasplante, al tiempo que se estudia la eficacia de dicha terapia y 7 tienen un disefio
randomizado, cruzado con cuadruple ciego. En 8 de ellos las células se administran de forma
intravenosa, en 4 se realizan inyecciones intratecales y en 3 se comparan ambas vias de

administracion. El numero de células trasplantadas varia de 1 a 2 millones de células / kg.

En la Primera Conferencia de Consenso en Trasplante de Médula Osea en Pacientes con EM
celebrada en 1998 en Milan, se aprobaron los criterios para la seleccion de pacientes, los
procedimientos del trasplante para maximizar la eficacia y se estandarizé la evaluacion de los

resultados del trasplante (Comi et al., 2000). En general, los criterios de inclusiéon son pacientes
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de entre 18 y 50 afos, afectados de RR-EM o SP-EM, con una puntuacioén en la escala EDSS de
3.5-6.5 y que presenten progresion de enfermedad pese al tratamiento inmunomodulador.
Posteriormente, se publicé la guia para la utilizacion de MSC en EM por el Grupo de Estudio de
Trasplante de MSC, en el que se indican los procedimientos para cultivo de las células y el

tratamiento de pacientes (Freedman et al., 2010).

En el primer ensayo clinico registrado con estas caracteristicas se inyectaron intratecalmente
MSC autélogas a 10 pacientes con EM que no respondian a tratamientos modificadores de la
enfermedad inclusive mitoxantrona. En los resultados obtenidos se describe una paralizacion,
incluso mejora de la progresion de la enfermedad en términos de puntuacién EDSS y en nimero
y tamano de placas de desmielinizacion, por lo que concluyen que la administracién intratecal es

un método seguro (Bonab et al., 2012).

Posteriormente otros estudios confirmaron la ausencia de efectos adversos durante 2 afios de
seguimiento tras el trasplante, evidenciando una disminucion de la tasa de proliferacion de
linfocitos y activacion de células dendriticas incluso unas horas después del trasplante (Karussis
et al., 2010; Yamout et al., 2010).

En otro estudio se introducen MSC de forma intravenosa en pacientes con EM progresiva, se
describe un 10% de reacciones de hipersensibilidad tipo | (prurito, rash, fiebre), pero con una
baja tasa de reacciones adversas irreversibles, por lo que igualmente puede considerarse como
una terapia segura para pacientes con una esperanza de vida elevada. Ademas existen cambios
estructurales y funcionales (mejora de la funcién visual y disminucién de la progresion de la
discapacidad) posiblemente debidos a mecanismos de neuroprotecciéon (Connick et al., 2012) y
se evidencia un descenso en la proporciéon de IFN-y, de IL17 y del ratio TH1/Th17 ligados al

proceso activo de la enfermedad (Llufriu et al., 2014).

6.5.- VIAS DE ADMINISTRACION.

En la EM las lesiones son multifocales y muchas veces son difusas, por lo que una terapia de
reemplazo celular tiene el inconveniente de requerir multiples intervenciones intratecales. Su
principal ventaja es que permite dirigir con precisioén el trasplante en la lesion, al tiempo que
maximiza la concentracion de factores troficos liberados por las MSC en el lugar deseado.
Mediante esta técnica también se promueven interacciones entre las MSC con otros tipos
celulares locales, procesos de fusion y transdiferenciacion, pero tiene como inconvenientes la
rotura de la barrera hematoencefalica, irritacion meningea, hemorragia y edema el lugar
trasplantado. Ademas, existe el riesgo de provocar una embolia ventricular con hidrocefalia
secundaria. Por otro lado existen areas del SNC de dificil acceso y realizar multiples inyecciones

en los diversos focos de lesidon puede suponer un riesgo incrementado (Karussis et al., 2010).
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Por eso, la mayoria de estudios clinicos opta por la infusién intravenosa de MSC. Esta técnica no
lesiona el parénquima nervioso, pero el tamafio relativamente grande de las MSC en suspension
(23.6 £ 0.7 ym de diametro vs las 7 ym de didmetro capilar) incrementan el riesgo de émbolos e
isquemia (Toma et al., 2009). Ademas tras su infusién via intravenosa, la mayoria de MSC se
retienen en la circulacién precapilar pulmonar, por lo que el nimero de células disponibles que se
dirigen al tejido diana queda considerablemente reducido respecto al numero de células
infusionadas (Gao et al., 2001). Pese a esto, las células atrapadas en pulmoén pueden ejercer
efectos paracrinos a distancia aumentando reparacion de corazén, SNC y otros tejidos mediante
la liberacion de TSG-6, TGF-B, HGF, IL4, IL10, PGE2 (Lee et al., 2009).

Las MSC se adhieren al endotelio capilar via selectinas y moléculas de adhesién pudiendo
migrar transendotelialmente de forma similar a los leucocitos. Para ello secretan
metaloproteasas de matriz y deforman su membrana para el trasvase (Steingen et al., 2008). En
el SNC este proceso esta dificultado por la existencia de la BHE, que de forma paraddjicamente
ventajosa Unicamente se interrumpe en las placas de lesion inflamatoria aguda donde ademas,

las MSC pueden verse atraidas por mecanismos quimiotacticos (Figura 120).
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Figura 120: Efectos de la administracion sistémica de MSC.
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La administraciéon sistémica de MSC puede ejercer efectos endocrinos a larga distancia, paracrinos localmente o
acciones mediadas por contacto celular.

1: efecto angiogénico; 2: estimulador del crecimiento y diferenciacion de células progenitoras; 3: inhibicion de la fibrosis;
4: inhibicion de la apoptosis; 5: supresién de células T y B; 6: induccion, diferenciacion y expansion de linfocitos T
reguladores; 7: Inhibicion de linfocitos NK; 8: inhibicion de la maduracién de células dendriticas. Ver tabla 14. (Figueroa et
al., 2012).
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7.- FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS.

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), son una familia proteica soluble con 18
formas moleculares descritas que presentan distinta afinidad de unidon a su receptor, una
caracteristica dependiente del editado alternativo que acontece en el transcrito original. Esta
familia de factores troficos posee cuatro receptores transmembrana de tipo tirosin-kinasa, que a
través de una cascada de senalizacién Ras-ERK MAPK, o PI3K-AKT, promueven proliferacion,
supervivencia y migracion de oligodendrocitos. Estas sefiales se limitan en tiempo y espacio por
medio de la expresion de Sprouty (revisado en Beenken & Mohammadi, 2009).

En particular, el FGF8 esta implicado en la formacién del cerebro y rombencéfalo (Crossley et al.,
1996; Martinez et al., 1999; Lee et al., 1999; Xu et al., 2000) y prosoencéfalo (Storm et al., 2006).
Ademas, mutaciones en el gen de FGF8 produce graves alteraciones en la formacion de los
primordios mesencefalicos y cerebelosos (Crossley & Martin, 1995), del tdlamo y telencéfalo
(Martinez-Ferre & Martinez, 2009). Ademas, también esta implicado en procesos de migracion
radial de progenitores neurales durante el desarrollo desde la SVZ a la placa cortical (Smith et
al., 2006). Por otro lado, el FGF8 es necesario para la obtencién in vitro de neuronas
dopaminérgicas, por lo que podria estar implicado en enfermedades como el Parkinson (Parmar
& Li, 2007).

Sin embargo, pese a la gran variedad de estudios que implican el FGF2 en el proceso de
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de oligodendrocitos (ver apartado 4.4 de
introduccién), se conoce poco en cuanto a la implicacién de FGF8 durante el proceso de

reparacion de las lesiones desmielinizantes, aun teniendo una estructura molecular similar.
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HIPOTESIS

La hipdtesis general de este trabajo plantea que las células mesenquimales procedentes de
médula ésea son capaces de estimular, mediante la liberacién de moléculas que componen su
secretoma, los nichos neurogénicos del sistema nervioso central crénicamente desmielinizado,
generando precursores con capacidad de migrar, diferenciarse a oligodendrocitos maduros y

remielinizar los axones periféricos al trasplante con una eficiencia mayor a otros tipos celulares.

Las hipotesis especificas serian las siguientes:

- El trasplante de células mesenquimales derivadas de médula o6sea estimula nichos

neurogénicos y posee efectos quimioatrayentes sobre los progenitores generados en ellos.

- Los progenitores atraidos desde los nichos neurogénicos describen una ruta migratoria caudal

hacia el lugar del trasplante que debe ser histolégicamente identificable.

- El trasplante de células mesenquimales derivado de médula ésea estimula la diferenciacion de

progenitores de oligodendrocitos a células con capacidad de sintetizar vainas de mielina.

- Los nuevas vainas de mielina que han remielinizado los axones deben de restablecer la

velocidad de transmisién del impulso nervioso y ser cuantitativamente demostrable.

- Las células mesenquimales derivadas de médula 6sea deben liberan factores troficos con

capacidad de llevar a cabo todo el programa oligodendrogénico por si mismo.
- Las células mesenquimales derivadas de médula 6sea son capaces de sobrevivir en el

parénquima nervioso el tiempo suficiente para promover la remielinizacion y deben carecen de

potencialidad neoplasica para que sean adecuadas para su uso terapéutico.
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OBJETIVOS

En este trabajo se estudia el potencial remielinizante de las células mesenquimales procedentes
de médula 6sea cuando son trasplantadas intraparenquimalmente en la fimbria de ratones
desmielinizados cronicamente con cuprizona. Estas propiedades se van a comparar con la
obtenida con otros grupos celulares con potencialidad para ser utilizados en terapia celular, como
son las células del ligamento periodontal y pulpa dental humanas, asi como con una linea de
oligodendrocitos maduros inmortalizados 158N. Para ello, los objetivos concretos que se

plantearon son los siguientes:

- Generar ratones crénicamente desmielinizados como modelo de placas de desmielinizacion

cronica en esclerosis multiple y analizar los patrones de desmielinizacién generados.

- Puesta a punto de los métodos microquirargicos para intervenir la fimbria del hipocampo,
realizar el ella el trasplante de células y comprobar la viabilidad de las mismas 90 dias tras la

cirugia.

- Analizar y cuantificar histolégicamente los progenitores de oligodendrocitos, la reaccion glial y la

formacion de mielina que se genera en la periferia de los trasplantes celulares.
- Analizar y cuantificar los factores tréficos implicados en el programa oligodendrogénico que son
sintetizados y liberados por las células mesenquimales derivadas de médula 6sea, tanto en

cultivo como una vez trasplantadas en la fimbria.

- Analizar la activacion de los nichos neurogénicos y localizar las posibles rutas migratorias hacia

el lugar del trasplante.
- Analizar la funcionalidad de los axones remielinizados mediante estudios electrofisiolégicos.
- Analizar y cuantificar la actividad e implicacién del FGF8 en el programa oligodendrogénico per

se y su sintesis y liberacién por las células mesenquimales, tanto en cultivo como un vez

trasplantadas en la fimbria.
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1.- LINEAS GENERALES.

Este trabajo se divide en cuatro secciones donde se estudia el potencial remielinizante de cuatro
tipos celulares y de un factor tréfico purificado que se trasplantaron intraparenquimalmente en la
fimbria de ratones desmielinizados crénicamente con cuprizona: células mesenquimales (MSCs),
oligodendrocitos inmortalizados de la linea 158N, células mesenquimales del ligamento (hPOL-
SC) y pulpa dental humana (hDP-SC) e implantes de bolas de heparina embebidas con FGF8

para estudiar el papel que ejerce dicho factor en el proceso de remielinizacion per-se.

Las MSCs, las células 158N vy las bolas de heparina embebidas en FGF8, se trasplantaron en
ratones con desmielinizacion crénica de la linea C3H/He, mientras que las células madre de la
pulpa y ligamento periodontal humanas, se trasplantaron en ratones inmunodeprimidos (nude)

para evitar el rechazo inmunolégico frente al trasplante, desmielinizados con el mismo protocolo.

1.1.- CRONOGRAMA.

El tratamiento desmielinizante con Cuprizona 0.2% (w/w) se inicié cuando los ratones alcanzaron
el primer mes de vida y se continué con el tratamiento ad libitum durante 12 semanas para
conseguir un estado de desmielinizacion cronico previo al trasplante. Posteriormente se
realizaron los procedimientos quirargicos propios de cada grupo experimental y se mantuvieron
en observacion sin tratamiento desmielinizante durante 12 semanas mas. Tras este periodo de

recuperacion se procedio a la obtencion de muestras (Figura M1).

INICIO INICIO CULTIVO PROCEDIMIENTOS ANALISIS Y PROCESADO DE
DESMIELINIZACION CELULAR QUIRURGICOS MUESTRAS
LACTANCIA | TRATAMIENTO CUPRIZONA 0.2% | RECUPERACION

dia: -120 dia: -90 dia: 0 dia: +90

Figura M1: Cronograma del protocolo experimental. El dia del inicio de cultivo es variable segun el tipo celular del que
se trate (ver mas adelante).

1.2.- GRUPOS EXPERIMENTALES.

En cada una de las cuatro secciones experimentales se disefiaron los siguientes grupos:

A) Grupo Trasplantado con células: Segun el grupo experimental se trasplantaron MSCs,

células 158N, células madre del ligamento periodontal (hPOL-SCs), células madre de la pulpa
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dental humanas (hDP-SCs) o bolas embebidas con FGF8 (bFGF8). El lugar trasplantado fue la

fimbria derecha en las coordenadas que se detallan mas adelante.

B) Grupo Operado Sham: en este grupo se realiza la misma cirugia sobre la fimbria derecha,
pero solo se inyecta solucion vehiculo (DMEM) sobre la que se resuspendieron las células o PBS

en el caso de las bolas de heparina (bPBS).

C) Grupo Control: Se trata de las fimbrias izquierdas de cada ratéon operado. La fimbria
izquierda no ha sido manipulada quirdrgicamente pero ha recibido el mismo tratamiento
desmielinizante que la operada (derecha). Al comparar las fimbrias bilateralmente dentro de un
mismo sujeto se evita la variabilidad interindividual frente al tratamiento y permite evaluar si el
tratamiento desmielinizante crénico se ha sido efectivo. En la puesta a punto del experimento, la
determinacién de su eficacia y reproductibilidad en el grado de desmielinizacién, se comprobé
que no existen diferencias en el grado de desmielinizacién entre la fimbria derecha e izquierda de
los 10 ratones tratados, y que las dos estaban totalmente desmielinizadas tras el tratamiento.

D) Grupo Normal: Corresponde a ratones de la cepa correspondiente con 210 dias de edad en

condiciones normales, que no han sido desmielinizados ni tratados quirurgicamente.

En la Tabla M1 se detallan las secciones y grupos experimentales con el nimero de ratones

utilizados y su distribucion analitica.

2.- MUESTRAS HUMANAS Y ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

2.1.- RATONES.

Los ratones de la especie Mus musculus y cepa C57Bl se mantuvieron en las instalaciones del
Campus de San Juan de la UMH. Los experimentos se realizaron conforme las leyes Europeas y
Espafolas del cuidado animal en experimentacion (Consejo Directivo 86/609/EEC), fueron
analizados y aprobados por el Comité de Experimentacion Animal de la Universidad Miguel
Hernandez e Instituto de Neurociencias de Alicante. Se tomaron todas las precauciones posibles
para minimizar el numero de animales utilizados y su sufrimiento.

2.1.1.- DONANTES DE CELULAS MESENQUIMALES DE LA MEDULA OSEA.

Se utilizaron dos cepas de ratones segun el experimento a realizar:
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TRASPLANTE GRUPO EXPERIMENTAL N° de ratones DISTRIBUCION
10 Inmunofluorescencia
4 Inmunohistoquimica
36 5 PCR cuantitativa
OPERADO MSC 8 Electrofisiologia
6 Ultraestructura
3 Viabilidad
N 4 Inmunofluorescencia
L(ID: 3 Inmunohistoquimica
[_1
@] 16 3 PCR cuantitativa
< OPERADO SHAM
3 3 Electrofisiologia
E 3 Ultraestructura
14 Inmunofluorescencia
7 Inmunohistoquimica
8 PCR cuantitativa
CONTROL 52
11 Electrofisiologia
9 Ultraestructura
3 Viabilidad
o OPERADO MSC 4
(]
§ E OPERADO SHAM 4 I Inmunofluorescencia
% CONTROL 8
. OPERADO 158N 4
2 5
8 % 323 OPERADO SHAM 4 I Inmunofluorescencia
’_] —
° Z CONTROL 8
o = OPERADO hPOL-SCs 4
Z 5 Z
aB83558z2 OPERADO SHAM 4 | immunofiuorescencia
O H 5 Eé T
= £ CONTROL 8
OPERADO hDP-SCs 4
2 2 2
E o & ; % OPERADO SHAM 4 I Inmunofluorescencia
O g2 dE
= A CONTROL 8
Z IMPLANTADO bFGF8 4
0 =
é 2 IMPLANTADO bPBS 4 Inmunofluorescencia
[P
G- CONTROL 8
3 Inmunofluorescencia
j 3 Inmunohistoquimica
E 19 3 PCR cuantitativa
% 7 Electrofisiologia
3 Ultraestructura

Tabla M1: Esquema de las secciones y grupos experimentales.
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A) Ratones transgénicos C57BI/6-Tag (ACTB-EGFP)10sb/J. Estos ratones expresan en todas
sus células y de forma constitutiva la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor de B-
actina de pollo (Okabe et al., 1997). Esta cepa, a su vez, presenta el complejo mayor de
histocompatibilidad H2D".

B) Ratones transgénicos plp-GFP que expresan la proteina verde fluorescente bajo el promotor
plp/dm20 de la proteina proteolipidica mayoritaria de mielina (colonia proporcionada por el
laboratorio del Dr. B. Zalc).

2.1.2.- LINEA CELULAR 158N DE OLIGODENDROCITOS INMORTALIZADOS.

Se trata de una linea de oligodendrocitos obtenidos a partir de cultivos de hemisferios cerebrales
de ratones neonatos de la cepa B6CBA (Feutz et al., 2001). La inmortalizaciéon de la linea se
consiguié mediante la introduccion del plasmido pMT,SVneo. Este plasmido incluye el gen del
antigeno SV40-T regulado por el promotor de la metaloproteina-l. Ademas, el plasmido lleva el
gen de resistencia a la neomicia G418 como método de seleccién de las células transfectadas.

Esta linea celular fue proporcionada por el Dr. M. Said. Ghaundour.
2.1.3.- RATONES RECEPTORES DEL TRASPLANTE DE CELULAS MURINAS.

Las MSCs, los oligodendrocitos inmortalizados 158N y bolas de heparina se trasplantaron en
ratones de la cepa SwissC3H/He. Esta cepa posee un complejo mayor de histocompatibilidad H-
2 (H2Kk) diferente al que poseen las células mencionadas, cuyo haplotipo es H2D". Esto supone
una alternativa al GFP en la inmunodeteccion y diferenciacion de las células trasplantadas frente

a las células del huésped.
2.1.4.- RATONES RECEPTORES DE CELULAS HUMANAS.

Las células humanas se trasplantaron en ratones inmunodeprimidos Hsd (Athimic Nude-Foxn1
nu/nu; Harlan Laboratories Models, S.L.). Estos ratones carecen de timo y por tanto poseen un
sistema inmune deficiente en linfocitos T, responsables de la inmunidad celular. La carencia de
estas células disminuye el riesgo de rechazo del trasplante de células humanas. Sin embargo,
son ratones mas propensos a las infecciones, por lo que se mantuvieron en boxes aislados
acondicionados para evitarlas.

2.2.- MUESTRAS HUMANAS.

Estas células proceden de estudios previos realizados en nuestro laboratorio. Los pacientes
proceden de los Servicios de Cirugia Maxilofacial del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

(Murcia), del Hospital de San Juan de Alicante y de la Unidad de Salud Bucodental del Centro de
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Salud de Molina de Segura “Jesus Marin” (Murcia) que donaron las piezas dentales tras ser
extraidas por otros motivos clinico-patolégicos. Los pacientes fueron convenientemente
informados sobre el destino de las muestras y firmaron el correspondiente consentimiento

informado.

2.2.1.- CELULAS MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL HUMANAS (HDP-SCS).

Estas células fueron aisladas, transfectadas y caracterizadas en nuestro laboratorio por el Dr.

Rodriguez-Lozano y el Dr. Bueno (Rodriguez-Lozano, 2009).

Esta linea celular procede del tercer molar carente de caries de pacientes de entre 18 y 30 afios
extraidos por mal posicion dentaria. Tras la purificacion y expansion de las hDP-SCs se
transfectaron mediante electroporacion con el plasmido de DNA CMV-eGFP-ires-higromicina. La
seleccion de las células transfectadas se realizé con higromicina B. Tras la seleccion, se
comprobd que el 100% de las células obtenidas expresaban la proteina verde fluorescente.

2.2.2.- CELULAS MESENQUIMALES DEL LIGAMENTO PERIDONTAL HUMANO (HPOL-SCS).

Estas células fueron aisladas, transfectadas y caracterizadas en nuestro laboratorio por la Dra.
Ramirez y el Dr. Bueno (Bueno et al., 2012).

Esta linea celular procede del tercio medio de la superficie de los premolares de pacientes a los
que se les extrajo las piezas durante la realizacion de una ortodoncia. Tras su purificacion y
expansion las células se transfectaron con el mismo plasmido descrito en el apartado anterior y
se seleccionaron igualmente en higromicina B. Finalmente se comprobé la expresion intrinseca

de la proteina verde fluorescente en los cultivos obtenidos.

3.-TRATAMIENTO DESMIELINIZANTE.

Para conseguir una desmielinizacién crénica de las fibras nerviosas del sistema nervioso central,
los ratones receptores del trasplante se alimentaron ad libitum con comida mezclada con un
0.2% (w/w) de Cuprizona (bis-cyclohexylidenehidracida oxalico). El tratamiento se inici6 cuando
los ratones alcanzaron la cuarta semana de vida y se mantuvo durante 12 semanas sin
interrupcién. De este modo se consigue un estado de desmielinizacién crénica en la que se ve
afectada la capacidad de los progenitores de los oligodendrocitos a diferenciarse a células
productoras de mielina (Armstrong et al., 2006). Por este motivo las lesiones desmielinizantes
obtenidas se asemejan a las observadas en las placas de desmielinizacion crénica de la

esclerosis multiple.
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Bajo este tratamiento los ratones pierden peso progresivamente desde el inicio del tratamiento y
presentan signos visibles de deterioro. Por este motivo, se incluyd azucar de cafia en los pellets
de comida para aumentar el contenido caldrico de la dieta a la vez que potenciarla dependencia

a la comida tratada, evitando asi el rechazo durante los primeros dias de cambio de dieta.

Esta modificacion del método mejora el aspecto fisico y la calidad de vida de los ratones.
Ademas, la densidad de la disolucidon azucarada permite la resuspension de la cuprizona en

polvo para su posterior absorcion homogénea en los pellets. Para ello se realizé el siguiente

protocolo:
Cuprizona. Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. 0.2 % (w/w)
Azucar de cafia. | Azucarera Ebro, S.L. Sociedad Unipersonal. Espafa. 8.0 % (w/w)
Agua corriente. | Red de agua potable de Alicante. 24.0 % (w/iv)

Se mezclé previamente 40 gr de azUcar de cana con 1 gr de cuprizona hasta su completa
homogenizacion. Posteriormente se afiadio 120 ml de agua corriente y se mezclé suavemente
hasta obtener una melaza homogénea. La melaza se mezclé con 500 gr de pellets desecados en
un bote redondo de forma continua y lenta mediante agitacion radial y giratoria en roller hasta la

completa absorcion de la melaza.

Una vez se reabsorbi6 la melaza, se sacaron con cuidado los pellets embebidos y se esparcieron
en monocapa en una bandeja. Se dejaron secar en horno a 60°C durante 8 horas removiéndolos

cada hora para conseguir un secado homogéneo.
Finalmente se dejaron enfriar a temperatura ambiente antes de administrarselo a los ratones. La

elaboracién de la comida se llevé a cabo semanalmente durante las 12 semanas que duro el

tratamiento.

4.-AISLAMIENTO Y ESTUDIO DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES.

4.1.- CULTIVOS PRIMARIOS.

Se anestesiaron y sacrificaron ratones de la cepa donantes transgénicos B-actina/GFP o plp/GFP
de 6 a 8 semanas de edad mediante dislocacion cervical. Se extrajeron los fémures y

posteriormente la médula 6sea mediante lavado intramedular con Medio de Eagle modificado por

Dulbecco con 4500 mg/l de glucosa (D-MEM Glutamax; Invitrogen Lives Technologies),
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obteniendo una suspension de células individualizadas mediante disociacion mecanica. Se

lavaron y centrifugaron 5 minutos a 1100 rpm.

El pellet obtenido se resuspendi6 en D-MEM suplementado con 15% suero bovino fetal
(Biochrom), 100 U/ml penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1 mM piruvato sédico, 1%
aminoacidos no esenciales, y 1 ng/ml Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (FGF2) (Sigma-
Aldrich). La suspension celular obtenida se plaqued en un frasco de cultivo de 25 cm? y se

mantuvo en incubadora 37°C con un 5% CO..

Durante 3-4 semanas se seleccioné la poblacién celular con capacidad de adherencia al plastico

desechando las células no adheridas. Se realizaron dos cambios de medio por semana.

Antes de que el cultivo alcanzara la confluencia del frasco (aproximadamente cada 5-7 dias), las
células se separaron de la placa mediante digestion con tripsina/EDTA 0.25% (Sigma-Aldrich) y
se resembraron en un frasco de cultivo de 75 cm®. Tras 4 semanas (pases 2-3) se obtuvo un
cultivo puro de células madre mesenquimales siendo éste el momento adecuado para realizar los

trasplantes.
4.2.- ESTUDIO DE MARCADORES MESENQUIMALES.

En cada trasplante realizado se destinaron 40.000 células para su caracterizacién mediante
inmunomarcaje de antigenos mesenquimales y células madre hematopoyéticas. Para ello se

resembraron 10.000 células/pocillo (4 pocillos) resuspendidas en 500 pl de medio de cultivo.

Las células se adhirieron a la placa dejandolas en incubacion durante 48 horas a 37°C y 5% CO..
Posteriormente se lavaron 3 veces durante 3 minutos con medio de cultivo fresco y se fijaron
durante 10 minutos con paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma-Aldrich) en tampédn fosfato (PB)
0.1 M, pH 7.4 (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con tampén
fosfato salino (PBS) 0.1 M, pH 7.4 (Sigma-Aldrich) y se realiz6 un bloqueo de uniones
inespecificas mediante PBS con 1% de suero de caballo (Biochrom) durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

Todas las diluciones de anticuerpo primario, secundario y estreptavidina-fluoréforo que se
detallan a continuacion, se centrifugaron 5 minutos a 10000 rpm para precipitar agregados. Las

soluciones de bloqueo y lavado se filtraron previamente con filtro de 0.22 um.

Se anadioé el anticuerpo primario diluido en PBS 1% suero bovino fetal: Ig rata anti-raton CD44
(1:500; BD Biosciences); Ig rata anti-raton CD90 (1:250; BD Biosciences); Ig rata anti-raton CD34
(1:500; BD Biosciences); Ig rata anti-raton CD45/B220 (1:500; BD Biosciences). La incubacion se
llevé a cabo durante toda la noche a 4°C. Tras ella se realizaron tres lavados durante 3 minutos
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con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario Ig biotinilada de cabra anti-rata IgG (1:200;
Vector Laboratories) diluido en PBS 1% suero de caballo durante 2 horas a temperatura
ambiente y oscuridad. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS y se revel6 con Texas
red-estreptavidina que emite fluorescencia roja al iluminar con luz polarizada de 594 nm (1:500;
Vector Laboratories) en PBS con 0.1 gr de albumina de suero bovino durante 1 hora a

temperatura ambiente y oscuridad.

Cinco minutos antes de finalizar la incubacion, se realizé un marcaje nuclear con 4°,6-Diamidino-
2-fenilindol (DAPI. 2 ug/ml de PBS 1x; Molecular Probes) que se intercala especificamente entre
las bases de DNA de doble cadena emitiendo fluorescencia azul tras iluminar la muestra con luz
polarizada ultravioleta. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y se

tomaron fotografias con un microscopio invertido de fluorescencia (Leica DMR).

En todos los trasplantes realizados, el 100% de las células testadas expresaban el antigeno
CD90 y CD44 y no expresaban CD34 y CDA45, confirmando que la poblacién celular obtenida

esta exclusivamente compuesta de MSCs (Figura M2).

Figura M2: Estudio fenotipico de las MSCs trasplantadas.

Todos los trasplantes se realizaron con una poblacién 100% mesenquimal, caracterizada por poseer los antigenos de
membrana CD44 (A-C), CD90 (D-F) y carecer de los antigenos de membrana CD45 (G-l) y CD34 (imagen no mostrada).
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4.3.- EXPRESION DE FGF8.

Se realizé un inmunomarcaje para confirmar la sintesis del factor de crecimiento de fibroblastos 8
(FGF8) en las MSCs trasplantadas. Para ello se sembraron por separado 10.000 células

procedentes de 6 animales diferentes en 6 pocillos resuspendidas en 500 pl de medio de cultivo.

Las células se adhirieron a la placa incubandolas durante 48 horas a 37°C y 5% CO..
Posteriormente se lavaron 3 veces durante 3 minutos afiadiendo medio de cultivo y se fijaron 10
minutos con paraformaldehido al 4% en tampén fosfato 0.1M, pH 7.4 a temperatura ambiente. Se
realizaron tres lavados con PBS y se realizd un bloqueo de uniones inespecificas y
permeabilizacién de la membrana plasmatica mediante PBS con 1% de suero de caballo

(Biochrom) y 0.1% triton X-100 (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Todas las diluciones de anticuerpo primario, secundario y estreptavidina-fluoréforo que se
detallan a continuacion, se centrifugaron 5 minutos a 10000 rpm para precipitar agregados. Las

soluciones de bloqueo y lavado se filtraron con filtro de 0.22 uym.

Posteriormente se afadio el anticuerpo primario Ig ratéon anti-Factor de Crecimiento Fibroblastico
8 (25 pg/ml; R&D Systems) diluido en PBS con 1% suero de caballo y 0.1% triton X-100. La
incubacion se llevé a cabo durante toda la noche a 4°C. Tras ella, se realizaron tres lavados
durante 3 minutos con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario Ig biotinilada de cabra anti-
rata IgG (1:200; Vector Laboratories) diluido en PBS 1% suero de caballo durante 2 horas a

temperatura ambiente y oscuridad.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS y se reveld con Texas red-estreptavidina que
emite fluorescencia roja al iluminar con luz polarizada de 594 nm (1:500; Vector Laboratories) en

PBS con 0.1 gr de albumina de suero bovino durante 1 hora a temperatura ambiente y oscuridad.

Cinco minutos antes de finalizar la incubacion, se realiz6 un marcaje nuclear con 4°,6-Diamidino-
2-fenilindol (DAPI. 2ug/ml de PBS 1x; Molecular Probes) que se intercala especificamente al
DNA nuclear emitiendo fluorescencia azul tras iluminar la muestra con luz polarizada ultravioleta.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y se tomaron fotografias con un

microscopio invertido de fluorescencia.
4.4.- ESTUDIO DE SENESCENCIA CELULAR.
Tras sucesivos pases en cultivo las lineas celulares no inmortalizadas comienzan a entrar en un

estado de quiescencia donde se reduce la tasa de proliferacion celular denominado “senescencia

celular”. Para confirmar que las MSCs trasplantadas no han alcanzado este estado tras los 4
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pases en cultivo previos a la cirugia, se realizaron cotinciones CD44 y CD90 junto a actividad -

galactosidasa asociada a senescencia (Figura M3).

Para ello, se sembraron por separado 10.000 MSCs procedentes de 6 animales diferentes en 12
pocillos (2 pocillos por cada muestra) resuspendidas en 500 ul de medio de cultivo. Las células
se adhirieron a la placa incubandolas durante 48 horas a 37°C y 5% CO,. Posteriormente se
lavaron 1 vez con medio de cultivo a 37°C y 2 veces con PBS a 37°C durante 3 minutos. Se
fijaron 10 minutos con glutaraldehido 0.5% en PBS 0.1 M, pH 7.4 a temperatura ambiente. Al

finalizar la fijacion se lavo tres veces con PBS durante 3 minutos.

4.4.1.- REACCION B-GALACTOSIDASA ASOCIADA A SENESCENCIA.

La reaccién se llevé a cabo incubando las células con la solucién de tincion durante 12 horas en
oscuridad y 37°C. La solucidon de tincion se compone de ferrocianuro potésico (100 mM),
ferricianuro potasico (100 mM), NaCl (5 M), MgCl, (1 M), X-Gal (20 mg/ml). Todo ello en tampdn
citrico-fosfato (acido citrico 0.1 M y Na,HPO, 0.2 M). Tras la incubacién se realizaron tres

lavados con agua destilada durante tres minutos (Dimri et al., 1995).

4.4.2.- INMUNOCITOQUIMICA.

Posteriormente se realizé una tincién control de CD44 o CD90 en uno de los dos pocillos por
animal. Previamente se realizé un bloqueo de uniones inespecificas mediante PBS con 1% de
suero de caballo durante 30 minutos a temperatura ambiente y se afadié el anticuerpo primario
diluido en PBS 1% suero bovino fetal: Ig rata anti-ratén CD44 (1:500; BD Biosciences); Ig rata
anti-ratén CD90 (1:250; BD Biosciences). La incubacién se llevé a cabo durante toda la noche a
4°C.

Tras ella se realizaron tres lavados durante 3 minutos con PBS y se incub6 con el anticuerpo
secundario lg biotinilado de cabra anti-rata IgG (1:200. Vector Laboratories) diluido en PBS 1%
suero de caballo durante 2 horas a temperatura ambiente y oscuridad. Posteriormente se
realizaron tres lavados con PBS y se amplificé el marcaje durante 2 horas a temperatura
ambiente con el complejo conjugado peroxidasa-estreptavidina en PBS 1x (1:500; ABC Elite Kit)

que fue preparado una hora antes (1:1).

Tras éste, se realizaron tres lavados de 15 minutos: los dos primeros con PBS 1x, el ultimo con
tampén salino Tris-HCI 0.05M (1x), pH 7.5. El revelado se realiz6 tras una preincubacion con una
dilucién filtrada de 3,3 -diaminobenzidina (DAB 1%; Applichem) en Tris-HCI durante 10 minutos.
Posteriormente se afiadi6 DAB-TBS con peroxido de hidrégeno al 0.03% filtrado. La reaccion se

siguié durante 4 minutos y se pard con varios lavados de TBS 0.05 M. Tanto la preincubacion
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como la incubacién se realizaron en oscuridad. Las células se observaron y fotografiaron con un
microscopio invertido (Leica DMR, Leica Microsystems).
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Figura M3: Reaccion B-Galactosidasa asociada a senescencia (azul) de las MSCs en el mismo pase en el que se
realizaron los trasplantes. El precipitado marrén corresponde a inmunomarcaje con DAB de CD44 (A) y CD90 (B).
Escala: 20 ym.

4.5.- ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DE LAS MSCs MEDIANTE PCR.

4.5.1.- LISIS CELULAR Y AISLAMIENTO DEL RNA.

Se analizo la transcripcion de genes de factores tréficos implicados en remielinizacion, entre ellos
NT3, NT4/5, PDGF y NTF-B. Para ello se realizaron cuatro cultivos de MSCs procedentes de
animales distintos. En el tercer pase las células se levantaron de la placa con tripsina/EDTA al
0.25%, se centrifugaron y se resuspendieron en 1ml + 4ml de PBS 1x. A partir de este punto, el

resto de los pasos se realizaron con fungibles y en condiciones libres de RNAsas.

Se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en 200 pl de PBS. La lisis celular se realizé con 1
ml de trizol realizando varios pases con la punta de pipeta. Se incubo el homogeneizado durante
5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacién de los complejos nucleoproteicos.
Posteriormente se afiadié 200 ul de de cloroformo y se agité con la mano durante 30 segundos.
Seguidamente se dejo reposar 3 minutos a temperatura ambiente y se separaron las fases
centrifugando 15 minutos a 12000 rpm a 4°C.

Se recogio la fase superior acuosa donde se encuentra el RNA y se descartd el resto. Para
precipitar el RNA se anadioé 500 pl de isopropanol, se agit6é fuertemente con la mano y se dej6é 30
minutos reposando en hielo. Posteriormente se centrifugé 15 minutos a 12000 rpm, a 4°C y se
eliminé el sobrenadante. Para finalizar, se lavo dos veces con 1 ml de etanol 70% preparado con

agua-DEPC a -20°C y se centrifugd durante 15 minutos a 12000 rpm. Se eliminé el sobrenadante
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y se dejé secar el precipitado al aire y en hielo. Una vez el precipitado se torné6 completamente

transparente se resuspendié en 20 pl de H,O (Sigma).

4.5.2.- CONTROL DE CALIDAD Y PUREZA.

La calidad (no degradacion) del RNA extraido se comprobd separando las bandas de RNA
ribosomal no degradado realizando una separacion de bandas en gel de agarosa al 2% (Roche),
en tampon TBE 1x (Tris Base 89 mM; acido bérico 89 mM; acido etilendiaminotetraacético EDTA
2 mM) con bromuro de etidio 10 mg/ml. Las muestras (2 yl RNA) se depositaron en tampon de
carga 6X (azul de bromofenol 0.05%; azul de xilencianol 0.05%; EDTA 0.5 M, pH 8, 100 mM;
Glicerol 50%). Se utiliz6 el patrén de peso molecular XIV (Roche), (Figura M4A).

La pureza y concentracién de la muestra se analizé espectrofotométricamente mediante
Nanodrop obteniendo una concentracién aproximada de 2000 ng de RNA/ul. Se consideré como
Optima una relacidon Aygo/Azso superior a 1.91, siendo la Ay la que presentan los acidos
nucleicos, que es proporcional a su concentracion. La Aygg €s la que presenta el enlace peptidico

de las proteinas (Figura M4B).
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Figura M4: Control de calidad de la extraccién de RNA.

(A): Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion de RNA de dos cultivos. Pueden observarse las bandas
correspondientes al RNA ribosomal 28s y 18s. Mas abajo aparece la banda del RNA mensajero mas difusa debido a la
heterogeneidad de tamarios.

(B): Representacion del espectro de absorcion de las muestras mediante nanodrop. El programa ofrece directamente la
relacion A260/A280 y la concentracion.

4.5.3.- RETROTRANSCRIPCION.

Consiste en transformar el RNA que expresan las MSCs en DNA complementario. Para ello,

segun la concentracién de la muestra, se recogié el volumen suficiente de RNA para tener 1 ug y
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se afadieron 2 pl de exanucledtidos (20 pmoles; Promega). La mezcla se preincubd a 70°C

durante 10 minutos. Se puso en hielo y se dio un spin en centrifuga.

Posteriormente se afiadid la mezcla de reaccion compuesta de 4 upl de una mezcla de los 4
desoxinucleétidos tri-fosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP a una concentracion de 25 mM cada
uno; Takara), 4 yl de tampdén Expand 10X (Roche), 1 ul de inhibidor de RNAsa ditiotreitol (40
U/ul; Roche), 2 pl de transcriptasa reversa AMV (20 U/ul; Finnzymes) y se afiadié H,O libre de
RNAsas hasta alcanzar un volumen de reacciéon de 40 pl. Se removié con pipeta y se incubo 1
hora a 42°C. Tras la reaccion se enfrid en hielo, se le dio un pulso en centrifuga y se conservé a
-80°C.

4.5.4.- AMPLIFICADO MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Una vez obtenido el cDNA, se comprobd la presencia o ausencia de diversos transcritos de
factores troficos implicados en remielinizacion. Para ello se utilizaron los cebadores especificos
para los exones de los genes de NGF-B, NT4, NT3, GDNF, BDNF, PDGF, FGF2, IGF, EGF.
Igualmente se analizd la expresion de los genes controles CD44, CD90 y ciclina. Asi mismo, se

realizé un control negativo sin cDNA.

Se sigui6 el siguiente protocolo de PCR multiplex: solucién para reaccion de PCR MasterMix 2X
(12.5 pl); Q solution 5X (2.5 pl); mix de cebadores (10 pmol/ul) directo (F) y reverso (R) (Ver
secuencia en la Tabla T2); 100 ng/ml de cDNA y se completé con H,O (Sigma) hasta 25 pl
totales.

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en termociclador siguiendo el siguiente
programa: 5 minutos a 95°C; 45 ciclos de la siguiente secuencia: 30 segundos a 95°C, 45
segundos a 60°C y 45 segundos a 72°C. La reaccion finalizé con 6 minutos a 72°C y se
conservaron los productos de la reaccién a 4°C. Los resultados de PCR se colocaron en el
aparato QIAxcel (Qiagen) y se analizaron mediante el software de andlisis de gel QlAxcel

(QlAxcel Biocalculator).

Los cebadores se testaron previamente en cDNAs extraidos de los siguientes tejidos: Musculo
liso (FGF2); riion (EGF); testiculos (ciclina B-2); musculo estriado (NT4/5); médula espinal
(PDGF); corazén (IGF); hipocampo (BDNF); globo ocular (GDNF, NT3); glandula salivar (NGF-B);
cultivo puro de MSCs (CD90, CD44).
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Secuencia del cebador 5°-3°

F: ACCCACAGCCTCTGTGAAAC
R:CTTGCAGAGCAGAGCATCAG
F: CTTCACCACCAAGGATGAGG
R: TCTGAACCAGCAGGCTTATG
F: GGACAGTGGAGTGACCACAA
R: TACTATTGACCGCGATGCAG
F: CTCAGGCAGAATGAGCAATG
R: AGCCGTCTGTGCTCTTCACT

F: GTCCAACCTGAGCAGCAAGT
R: ATGAGGAAACTTCGGGCTGT
F:CCGGTAAGAGGCTTCTCG

R: CGTCATCAAACTGGTCAGGA
F:GCTGGTGGATGCTCTTCAGT
R:GGAAGCAACACTCATCCACA
F: GAC CCA CAC GTC AAA CTA CAACT
R: TGT AAC ACA CTT AGA AGCCAG CA
F:GAACTGTCAGCCAGGTCCTC

R: CACCAATTGCTGGTGATTTG
F:GTCTGGGCCCAATAAAGGTT
R: CCTGTACGCCGATCAAAAAC
F:-TACAAAGGGGCCCCACAC

R: GGAGGAGGAAGAGGAAAAGG
F:TCAGTGCAAAACATCCCAAA
R: TCCGATTTTTCTCGACAAGG

Ciclina B2

CD90

CD44

BDNF

PDGF-C

GDNF

IGF

FGF2

EGF

NGF-B

NT4

Tabla M2. Secuencias de cebadores para la g-PCR de los genes analizados en este estudio.

Todos los cebadores fueron disefiados usando el software Primer-Blast, con Tm de 60°C abarcando las uniones
intrén-exon. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

5.- CULTIVO DE LAS LINEAS 158N, CELULAS MESENQUIMALES DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL Y CELULAS MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL HUMANA.

Estos tres tipos celulares proceden de muestras conservadas en nuestro laboratorio congeladas

en nitrégeno liquido en suero bovino fetal con 10% de dimetilsulféxido (DMSO).
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La descongelacion de los viales para realizar este estudio se realizd rapidamente en bafio a 37°C
e inmediatamente se transfirid el contenido a un vial con medio de cultivo. Tras homogenizar con
pipeta, se centrifugd a 220 g durante 7 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendié en
medio de cultivo nuevo. Estos dos pasos se repitieron dos veces mas y se trasfirieron las células

a un frasco de cultivo de 75 cc® donde se mantuvieron a 37°C y 5% COs,.

El medio de cultivo de los Oligodendrocitos inmortalizados 158N se compone de DMEM (Sigma)
con suero bovino fetal (10%; Gibco), glutamina (2 mmol/l; Sigma), penicilina y estreptomicina
(100 pg/ml; Sigma). Se mantuvieron en cultivo durante 3 dias hasta alcanzar la confluencia del

frasco.

El medio de cultivo de las células madre de la pulpa dental y del ligamento periodontal humanos
se compone de DMEM (Sigma) con suero bovino fetal (15%; Gibco), glutamina (2 mmol/l;
Sigma), acido ascérbico-2-fosfato (100 pg/ml; Sigma), anfotericina (2.5 pg/ml; Sigma), penicilina
y estreptomicina (100 ug/ml; Sigma).Se mantuvieron en cultivo durante 7 dias hasta alcanzar la

confluencia celular.

6.- PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

6.1.- ELECCION DELA ESTRUCTURA A TRASPLANTAR.

Como consecuencia del tratamiento desmielinizante, aparecen diversos focos parcheados y
aleatorios de desmielinizacion en el cuerpo calloso del SNC tal como describen otros autores
(Armstrong et al., 2006). Se caracterizan inmunohistoquimicamente por la ausencia de expresién

de los dos componentes mayoritarios de la vaina de mielina como son MBP y PLP.

Sin embargo, la fimbria se ve completa y homogéneamente desmielinizada en todos los casos
analizados histolégicamente (n=61). Este hecho evita la malinterpretacion del potencial
remielinizante del trasplante si se realiza en una zona a priori no desmielinizada.

Ademas, durante el desarrollo embrionario existen migraciones celulares de progenitores de
oligodendrocitos generados en la zona subventricular que migran caudalmente hasta la fimbria y
al hipocampo siguiendo el férnix (Menny et al., 2006), por lo que ésta estructura es de gran
interés para explorar la remielinizacion y activacion de posibles nichos oligodendrogénicos en la

vida adulta que fueron activos durante el desarrollo embrionario.
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6.2.- PREPARACION DE LAS CELULAS PARA TRASPLANTE.

Los cultivos de células se lavaron tres veces con HBSS sin Calcio y Magnesio y se separaron de
la placa de cultivo mediante digestion de las uniones celulares con tripsina/EDTA (0.25%; Sigma-
Aldrich) en HBSS sin Ca y Mg a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente se depositaron en un
tubo con medio de cultivo con suero para saturar la accién de la tripsina. Se centrifugaron 5
minutos a 220 g y se retird el sobrenadante.

Las células se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo y se procedié a su contaje y viabilidad
mediante una camara de Neubauer. Para ello se recogieron 25 ul de suspension de células y se
afiadié 25 pl de azul tripan. Previamente al trasplante se volvieron a centrifugar y se lavaron con
DMEM sin suero. En la ultima resuspension se ajustd el volumen final para obtener 150.000
células/ul (MSCs B actina-GFP: n=36; MSCs GFP-plp/dm20: n=4; 158N: n=4) o 50.000 células/pl
(hPOL-SCs: n=4; hDP-SCs: n=4). Se mantuvieron en hielo hasta el momento del trasplante.

6.3.- PREPARACION DE LAS BOLAS DE HEPARINA TRATADAS.

En otros 8 ratones C3H se implantaron bolas de heparina acrilica (Sigma-Aldrich) en las mismas
coordenadas estereotaxicas que en los trasplantes de células. De ellos, 4 ratones se implantaron
bolas embebidas en FGF8 y 4 operados sham con bolas embebidas en PBS. Las bolas se
trocearon para evitar tamanos superiores a 50 ym de didmetro. Se lavaron con PBS seis veces y
se embebieron durante 1 hora a temperatura ambiente con una soluciéon de FGF8 a 1 ug/ul en
PBS (R&D Systems) o solo PBS para los Operados Sham. Posteriormente se realizaron tres

lavados con PBS para eliminar el FGF8 no embebido a la heparina.

6.4.- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Todo el procedimiento quirdrgico se realizé en condiciones de maxima asepsia, incluyendo la
limpieza de la mesa, estereotaxico y lupa quirdrgica. Se utilizé6 material quirdrgico esterilizado
mediante autoclavado, guantes desechables tratados con etanol 70%, mascarilla y bata

descontaminada.

6.4.1.- PREPARACION PREQUIRURGICA.

Durante los treinta minutos previos a la cirugia, se indujo a los ratones un estado analgésico de
larga duracion (de 8-12 horas post-operatorio) con 0.1 mg/kg de buprenorfina (Buprex, Schering-

Plough) inyectada intraperitonealmente.

Transcurrido ese tiempo se anestesiaron con isofluorano (Esteve Veterinary) vehiculizado en una

mezcla de oxigeno y aire y se colocaron en el aparato estereotaxico (Stoelting, Wheat Lane
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Wood Dale). Mediante una mascarilla adaptada al estereotaxico se ajusto la dosis de isofluorano
a un nivel adecuado para el mantenimiento de la anestesia comprobando la frecuencia y
profundidad respiratoria (Figura M5A). Antes de conectar los focos de la lupa quirirgica, se
protegieron los ojos del animal con gel oftalmico y se mantuvieron cerrados con una cinta

adhesiva para evitar danos en la cérnea por la desestructuracion de la capa de lagrima.

6.4.2.- CIRUGIA.

Se impregno el cuero cabelludo con una gasa estéril empapada en etanol 75% y se rasur6 con
navaja el lugar de la incision. Mediante otra gasa empapada se retiraron los restos de pelos del
campo quirargico y se impregno el lugar de la incision con solucién de povidona yodada. Al secar
se realizé una incisidn con bisturi siguiendo la sutura sagital para exponer la superficie 6sea, se
retir6 el periostio y se recolocé el craneo en el esterotaxico, situando a lambda y bregma
alineados en el plano horizontal (Figura M5B).

Las inyecciones se realizaron estereotaxicamente en la fimbria derecha en las siguientes
coordenadas del hemisferio derecho (Paxinos et al., 2001): anteroposterior -1.1 mm vy
mediolateral -1.6 mm relativo a bregma (Figura M5B). En esas coordenadas se realizd un orificio
en el hueso parietal derecho con un trépano de 1mm de diametro hasta dejar al descubierto la
superficie meningea. Se realiz6é una valvula autosellable en la duramadre mediante una punta de
aguja de insulina y se introdujo la aguja de inyeccién -2.6 mm perpendicularmente al plano
horizontal desde la superficie meningea (Figura M5C).

Para realizar el trasplante de los distintos tipos celulares o DMEM en el caso del grupo Operado
Sham, se utilizé una jeringa Hamilton de 5 pl acoplada mediante un tubo relleno de aceite estéril
a un capilar estéril de vidrio previamente siliconizado para evitar la adherencia de las células al
mismo. De esta forma se evita la formacion de burbujas de aire que impidan introducir volumenes
exactos de trasplante por la compresion-distensién de las burbujas de aire. Para causar el
minimo dafio posible en el parénquima nervioso, la punta del capilar se estreché térmicamente
hasta alcanzar aproximadamente un diametro interno de 100um y externo de 120um. Para
comprobar el calibre se utilizé una regla micrométrica bajo lupa. Las bolas de heparina se

implantaron directamente con la jeringa Hamilton.

Se trasplanté un volumen total de 2 pl con 300.000 células B-actina/GFP MSCs, 300.000 células
158N, 100.000 hPOL-SCs y 100.000 hDP-SCs en DMEM sin suero a una velocidad de 0.5
pl/minuto. ElI grupo Operado Sham (n=32) fue intervenido inyectando el mismo volumen de
solucién vehiculo sin células siguiendo el mismo protocolo. La fimbria izquierda se consideré

control interno de desmielinizacién en todos los grupos experimentales (grupo Control).
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Una vez finalizada la inyeccion se esperé6 3 minutos antes de retirar la aguja para igualar
presiones y evitar el reflujo de células. Para finalizar, se unieron los bordes de la incisién con

pegamento quirdrgico y se traté con povidona yodada.
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Entrada de gases

\
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Figura M5: Procedimiento quirargico.

(A): Fotografia del acto quirdrgico de un raton Nude cuando se le practicaba la incision. Obsérvese la fijacion del craneo
al estereotaxico para conseguir la correcta alineacion de lambda y bregma, la aguja de inyeccion y el sistema de
circulacion de anestesia. A la derecha de la imagen (no mostrado) se encuentra un sistema de aspiracion para retirar el
exceso de gases. Arriba de la imagen (no mostrado) se encuentra la fuente de iluminacion fria y la lupa binocular
quirurgica.

(B): Esquema de la superficie craneal del raton mostrando la posicién de la ventana quirtrgica realizada con trépano
(circulo) en el hueso parietal respecto a bregma. Al fondo la meninge y los vasos meningeos.

(C): Representacion tridimensional del trasplante mostrando el alcance del capilar desde la superficie meningea.

Ac: arco cigomatico; cb: cerebelo; fnt: hueso frontal; ns: hueso nasal; ob: bulbo olfatorio; occ: hueso occipital; sl: sutura
lamboidea; ss: sutura sagital; tel: telencéfalo. (B): Adaptado de Paxinos et al., 2001.

6.4.3.- REANIMACION.

Se reanimé al animal interrumpiendo el flujo de isofluorano y sustituyéndolo por oxigeno 100%.
Una vez comenzé a despertar se coloco en una jaula individual limpia y seca atemperada a 37°C
con una manta térmica hasta la completa recuperacion de la conciencia. Tras 12 horas se

administré una segunda dosis de buprenorfina a la misma concentracion que previa a la cirugia.
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Los dias posteriores a la cirugia se alimentd al animal con dieta sin cuprizona y se observo el

comportamiento y aspecto de la herida para descartar posibles infecciones.

7.- HISTOLOGIA.

7.1.- PERFUSION PARA INMUNOFLUORESCENCIA.

Los ratones (n=57) se anestesiaron en una camara con una atmésfera saturada de isofluorano.
Antes de que aconteciera el fallo cardiorrespiratorio y una vez el animal perdié la sensibilidad
ante estimulos dolorosos, se realizé una toracotomia seccionando la parrilla costal siguiendo la
linea paraexternal dejando accesible el corazén. Se introdujo una canula de 0.5 mm por el apex
del ventriculo izquierdo hasta la raiz aértica donde se clamp6 para mantener la canula en el cono

aortico y evitar el reflujo de las soluciones de lavado vy fijacion.

Posteriormente se realiz6 un corte en la auricula derecha para, inmediatamente, iniciar la
exanguinacion introduciendo un flujo de 2 mi/min de 40 ml de PBS 0.1M (1x) pH 7.4 filtrado a 4°C
mediante bomba peristaltica. Tras clarear el higado (indicador del lavado sanguineo), utilizando
un sistema de llaves de paso para no interrumpir el flujo, se comenzé la fijacion del tejido con 100
ml de PFA al 4% en PBS 1x, pH 7.4 a 4°C filtrado.

7.2.- PERFUSION PARA INMUNOHISTOQUIMICA.

Se realiza de forma similar al apartado anterior (n=10), con los siguientes cambios: la
exanguinacion se realizd con nitrito sddico (1%) en PBS (1X) a 4°C sin filtrar. La fijacion se
realizd con solucién Zamboni a 4°C compuesta por PFA (4%), acido picrico (15%) en PB (0.1 M;
pH 7.4).

7.3.- PROCESADO DEL TEJIDO.

Comprobada la correcta fijacion, se decapit6 el animal, se elimind la boveda craneal y se extrajo
el cerebro con cuidado de no dafar su superficie. En placa Petri con PFA o Zamboni (segun el
caso) se eliminaron bajo lupa todos los restos de duramadre para permitir un correcto penetrado
de las soluciones que se aplicaron en los sucesivos pasos, que se realizaron a 4°C y en agitacion

continua:

- Postfijacién durante toda la noche mediante inmersion en 15 ml de PFA o Zamboni a 4°C en

agitacion (Roller Mixer).
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- Crioproteccion del tejido manteniendo las muestras durante 12 horas en una solucién de 15%
de sacarosa (Scharlau) en PBS 1x. Después se sustituyé por 30% sacarosa en PBS 1x y se

mantuvieron durante 24 horas en agitacion continua.

- Finalmente las muestras se embebieron en Medio de congelacion Neg-50 (Richard-Allan

Scientific) orientando correctamente la muestra dentro de unos moldes apropiados para tal fin.

Las muestras se congelaron rapidamente con nitrégeno liquido a -190°C. Para evitar el cambio
brusco de temperatura y con ello la rotura del tejido, se colocé el molde en un bafo de
isopentano evitando el contacto directo con el nitrégeno liquido. Finalmente se almacenaron a -
20°C hasta ser procesados.

7.4.- OBTENCION DE SECCIONES.

Se obtuvieron secciones seriadas de 12 ym de grosor paralelas al plano coronal o longitudinales
(segun el estudio) mediante un criostato Microm HM525 a -20°C. Las secciones se recogieron
directamente en portaobjetos de vidrio pretratados Superfrost (Thermo Scientific) en siete series
consecutivas obteniendo una representacion completa del encéfalo en cada una de las series,
desde los bulbos olfatorios hasta la parte caudal de los hemisferios telencefalicos. Es decir, cada
seccion de cerebro dentro de una misma serie dista de la siguiente seccién 72 ym. Al finalizar se

almacenaron a -20°C hasta ser utilizadas para Inmunohistoquimica o Inmunofluorescencia.

7.5.- INMUNOFLUORESCENCIA.

Todas las diluciones preparadas de anticuerpo primario, secundario y estreptavidina-fluoréforo
que se detallan a continuacién se centrifugaron 5 minutos a 10000 rpm para precipitar

agregados.

7.5.1.- BLOQUEO DE UNIONES INESPECIFICAS.

Las secciones se incubaron durante 1 hora a 37°C con el fin de extender el tejido y aumentar la
adherencia del mismo al vidrio pretratado del portaobjetos, pues la fimbria es una estructura fragil
que en el plano coronal Unicamente presenta insercion al hipocampo por su base.
Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1x a temperatura ambiente durante 10

minutos cada uno para eliminar los restos del medio de congelacién y de la sacarosa a 30%.
Se bloquearon las uniones no especificas a la vez que se permeabilizé el tejido mediante una

incubacion con 10% de suero de caballo y 0.25% de triton (respectivamente) en PBS 1x durante

2 horas a temperatura ambiente.
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7.5.2.- ANTICUERPOS PRIMARIOS.

Se realizaron inmunofluorescencias de doble marcaje. Se reservo el canal de fluorescencia verde
para localizar las células trasplantadas. Estas expresan la proteina verde fluorescente GFP
(MSCs, hPOL-SCs y hDP-SCs) y/o poseen el fenotipo diferencial de superficie H2d®, lo que las
diferencia de las células propias del tejido trasplantado de haplotipo H2k" (caracteristica que
sucede en los tres tipos celulares anteriores y los oligodendrocitos inmortalizados 158N). Se
reservo el canal de fluorescencia roja o infrarroja para localizar cualquier otra molécula que se
describe a continuacion:

A) Para identificar las células progenitoras de oligodendrocitos (CPOs) se usaron anticuerpos de
conejo o cabra anti-proteinglicano NG2 IgG (1:150 o 1:50 respectivamente; Santa Cruz
Biotechnology, INC); y cabra anti-Olig2 (1:100; Santa Cruz Biotechnology, INC) para detectar
oligodendrocitos tempranos. Los oligodendrocitos se marcaron usando ratén anti-O4 IgM (1:500;
Chemicon International). Los astrocitos se detectaron con rata anti-proteina fibrilar acida gliar
(GFAP) IgG (1:500; AbCam). Las células de Schwann con cabra anti-S100 IgG (1:50; Santa Cruz
Biotechnology, INC).

B) La mielina se marcé mediante el uso de anticuerpos de ratén anti-proteina basica de mielina
(MBP) 1gG (1:100; Oncogene Research Products) presente en la membrana interna de
oligodendrocitos productores de mielina. Rata anti-proteina proteolipidica de mielina (AA3-PLP)
IgG (1:50; Millipore, Billerica) presente en la membrana externa de los oligodendrocitos
formadores de mielina; y ratdn anti-proteina de mielina especifica de oligodendrocitos (MOG) IgM

(1:500; Chemicon International).

C) Se analiz6 la expresién de marcadores neurales mediante el marcaje con ratén anti-Tuj1 1gG
(1:700; Covance) que reconoce axones neurales y neuroblastos; ratén anti-Nestina humana

(1:100; Chemicon International) que marca filamentos intermedios de progenitores neurales.

D) Las moléculas implicadas en migracion celular se detectaron mediante marcaje de conejo
anti-Semaforina 3F IgG (1:200; Abcam) que interviene la guia axonal y en el proceso de
migracion y diferenciacion de oligodendrocitos; y ratéon anti-NCAM (1:20; Thomas M. Jessell and

Jane Dodd), molécula de la matriz extracelular implicada en la migracion celular.
E) Los marcadores de la estirpe mesenquimal se detectaron con ratén anti-Stro1 IgM (1:200;
Chemicon International); ratéon anti-CD44 humano (1:125; BD Pharmingen); y ratén anti-CD90

humano (1:200; BD Pharmingen).

F) La viabilidad de las células trasplantadas se evalué mediante el marcaje con conejo anti-cfos

(1:150; Santa Cruz Biotechnology). La proliferacion celular se estimé con marcaje conejo anti-
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Ki67 (1:200; Thermo Fisher Scientific). Los progenitores de origen subventricular fueron
detectados con hamster anti-Nilo 1 (1:1) procedente del laboratorio del Dr. A. Silva (Del Valle et
al., 2010). La respuesta celular frente a factores neurotréficos se evalué con conejo anti-Fosfo
ERK 1/2 (1:100; Abcam).

G) Finalmente, las células trasplantadas se identificaron mediante el marcaje con anticuerpos de
ratéon anti-haplotipo H2d" IgG (1:100; BD Pharmingen); raton anti-GFP monoclonal (1:200;
Molecular Probes); o conejo anti-GFP policlonal (1:500; Molecular Probes) segun convenia
teniendo en cuenta la especie del resto de anticuerpos (tanto primarios como secundarios)

utilizados en el proceso para evitar incompatibilidades y hetero uniones.

Las muestras se incubaron durante toda la noche con estos anticuerpos primarios en PBS 1x con
1% suero de caballo y 0.25% de tritdbn X100 a temperatura ambiente y atmésfera saturada de

humedad para evitar las pérdidas por evaporacion.
7.5.3.- ANTICUERPOS SECUNDARIOS.

Al dia siguiente se elimind el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados de 10 minutos en
PBS 1x, con 1% suero de caballo y 0.25% de triton X100. Seguidamente se incubaron durante
dos horas con los correspondientes anticuerpos secundarios anti-especie de la que fue obtenido

el anticuerpo primario en PBS 1x, con 1% suero de caballo y 0.25% de triton X100:

A) Fluorescencia verde: para revelar tanto el haplotipo H2d" asi como para potenciar la
fluorescencia verde intrinseca del GFP y facilitar su localizacion, se utilizé burro anti-ratén I1gG o
anti-conejo 1gG (segun el primario) conjugado con Alexa Fluor 488 (1:500; Molecular Probes) que
emite fluorescencia verde al iluminar la muestra con luz polarizada de 488nm. Igualmente, la
proteina verde fluorescente, también emite este color al irradiar la muestra con la misma longitud

de onda.

B) Fluorescencia roja: se utilizé burro anti-raton 1gG, anti-conejo 1gG, anti-cabra IgG, anti-rata I1gG
(evitando la especie de donde se obtuvo el anticuerpo primario que se quiere revelar) conjugado
con Alexa Fluor 594 (1:500; Molecular Probes) que emite fluorescencia roja al iluminar la muestra

con luz polarizada de 594 nm.

C) Fluorescencia infrarroja: en el caso de hamster anti-Nilo1, se incubd con un anticuerpo
biotinilado anti-hamster (1:100; Vector Laboratories). Posteriormente se lavd tres veces durante
10 minutos en PBS 1x, con 1% suero de caballo y 0.25% de triton X100. El anticuerpo biotinilado
se revel6 tras una incubacion con estreptavidina conjugada con CyTM5 (1:500; GE Healthcare.

PA45001) que emite fluorescencia infrarroja al iluminar la muestra con luz polarizada de 670 nm.
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D) Fluorescencia azul: en el caso de conejo anti-c-fos, se incubé con un anticuerpo biotinilado
anti-conejo (1:200; Vector Laboratories). Posteriormente se lavo tres veces durante 10 minutos
en PBS 1x, con 1% suero de caballo y 0.25% de triton X100. El anticuerpo biotinilado se revelo
tras una incubacién con estreptavidina conjugada con acetato de coumarina aminometilado
(AMCA), que emite fluorescencia azul al iluminar la muestra con luz polarizada ultravioleta
(1:500; Vector Laboratories).

7.5.4.- MARCAJE NUCLEAR Y MONTAJE.

Finalizada la ultima incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS 1x. En todos
los casos (excepto en el marcaje de c-fos en los que se utiliz6 AMCA), se realizé un ultimo
marcaje durante 5 minutos con 4°,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) que se intercala
especificamente al DNA nuclear emitiendo fluorescencia azul tras iluminar la muestra con luz
polarizada ultravioleta (2ug/ml en PBS 1x; Molecular Probes). Posteriormente se realizaron tres

lavados de 5 minutos con PBS y se montaron con Mowiol-NPG.

7.5.5.- CONTROLES.

En todos los casos se realizaron controles en dos portaobjetos para cada marcaje siguiendo el

mismo procedimiento, pero eliminando o bien el primer o el segundo anticuerpo.

7.6.- INMUNOHISTOQUIMICA.

Todas las diluciones preparadas de anticuerpo primario, secundario y estreptavidina-peroxidasa
que se detallan a continuacién, se centrifugaron 5 minutos a 10000 rpm para precipitar

agregados.

7.6.1.- BLOQUEO DE LAS UNIONES INESPECIFICAS.

Las secciones se incubaron durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se lavaron con PBS 1x a
temperatura ambiente durante 15 minutos, seguido de tres lavados con etanol al 50% en PBS 1x
de 15 minutos cada uno y finalmente un ultimo lavado con PBS 1x durante 15 minutos. Se realizé
un primer bloqueo de la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno al 3% en PBS con
0.3% triton X100. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1x con triton 0.3% durante
10 minutos y se bloquearon las uniones no especificas con 20% de suero de caballo en PBS 1x y

tritén 0.3% durante 2 horas a temperatura ambiente.
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7.6.2.- ANTICUERPOS PRIMARIOS.

En este caso Unicamente se realizaron tinciones simples para estudiar la expresion de las

siguientes moléculas:

A) Factores neurotréficos mediante el uso de los siguientes anticuerpos: oveja anti-Neurtulina
(NTN), (1:2000; Chemicon), oveja anti-Factor Neurotréfico 3 (NT3), (1:200; Abcam), oveja anti-
Factor Neurotrofico 4/5 (NT4/5), (1:200; Chemicon), conejo anti-Factor Neurotréfico Derivado de
Cerebro (BDNF), (1:500; Santa Cruz Biotechnology), oveja anti-Factor Neurotréfico Derivado de
Glia (GDNF), (1:500; Santa Cruz Biotechnology), raton anti-Factor de Crecimiento Fibroblastico 8
(FGF-8), (25pug/ml; R&D Systems), oveja anti-Factor de Crecimiento Nervioso  (NGF-f), (1:500;
Chemicon), conejo anti-Factor de Crecimiento Epiteliar Vascular (VEGF), (1:100; Santa Cruz
Biotechnology) y cabra anti-Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), (1:200; Santa
Cruz Biotechnology).

B) La sensibilidad de las células a los factores neurotréficos se evalué con conejo anti-Receptor
de baja afinidad del Factor Neurotrofico p75 (p75-NTFR), (1:700; Chemicon).

Las muestras se incubaron durante toda la noche con estos anticuerpos primarios en PBS 2x con
1% suero de caballo y 0.3% de tritdbn X100 a temperatura ambiente y atmésfera saturada de

humedad para evitar las pérdidas por evaporacion.

7.6.3.- ANTICUERPOS SECUNDARIOS.

Al dia siguiente, se eliminé el anticuerpo primario y se realizé un primer lavado de 5 minutos con
PBS 1x, para seguidamente realizar tres lavados de 15 minutos en PBS 1x, con 1% suero de
caballo y 0.1% tween. Posteriormente se incubaron las muestras durante dos horas con los
correspondientes anticuerpos secundarios biotinilados anti-especie de la que fue obtenido el
anticuerpo primario en PBS 1x, con 1% suero de caballo y 0.1% tween. Se utilizaron los
siguientes segun convenia: anti-oveja, anti-conejo, anti-ratdon y anti-cabra (1:200; Vector

Laboratories).

7.6.4.- AMPLIFICADO.

Tras la incubacién del anticuerpo secundario, se realizaron tres lavados de 15 minutos. El
primero en PBS 1x, con 1% suero de caballo y 0.1 % tween. Los dos restantes sin suero de
caballo. Posteriormente se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con el complejo
conjugado peroxidasa-estreptavidina en PBS 1x con 0.1% tween (1:500; ABC Elite Kit) que fue

preparado una hora antes en una relacion 1:1.
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7.6.5.- REVELADO.

Tras el amplificado se realizaron tres lavados de 15 minutos. El primero con PBS 1x con 0.1%
tween. Los dos restantes solo con tampdn salino tris (TBS) 0.05M (1x) pH 7.5. El revelado se
realizé tras una preincubacion con una dilucion filtrada de 3,3"-diaminobenzidina (DAB) en TBS
1x durante 10 minutos (1%; Applichem). Posteriormente se afiadié perdxido de hidrogeno a la
solucion de DAB-TBS hasta alcanzar una concentracion final del 0.03%. La reaccion se siguio
durante 4 minutos y se paré con varios lavados de TBS 0.05 M. Tanto la preincubaciéon como la
incubacion se realizaron en oscuridad.

7.6.6.- MONTAJE.

El tejido se deshidratdé sumergiendo los portaobjetos en disoluciones crecientes de etanol durante
5 minutos cada una (50%, 75%, 95% y 2 x 100%). Posteriormente se realizaron otros dos bafos
en xilol y se montaron con Eukitt.

7.6.7.- CONTROLES.

En todos los casos se realizaron controles en dos portaobjetos para cada marcaje siguiendo el

mismo procedimiento pero eliminando o bien el primer o el segundo anticuerpo.

7.7.- MICROSCOPIOS.

Las muestras histolégicas se observaron mediante un microscopio de fluorescencia (Leica
DM6000D; Leica Microsystems) y microscopio confocal (Leica DMR). Se tomaron micrografias
con camaras Leica DFC350/FX y DC500.

8.- ANALISIS ELECTROFISIOLOGICO.

Estos experimentos se realizaron para medir la velocidad de conduccion de los axones de la
fimbria en diferentes grupos experimentales: trasplantados con MSC (n=8), operados sham
(n=3), controles (n=11) y normales (n=7). Los registros se realizaron in vitro en preparaciones

fimbria-hipocampo tras 3 meses de recuperacién post cirugia.

8.1.- PREPARACION DE MUESTRAS.

Los animales se anestesiaron con isofluorano y se sacrificaron mediante dislocacién cervical. Se

extrajo el cerebro y se introdujo en placa petri con solucion extracelular fria compuesta por:
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NaCl (124 mM), KCI (2.5 mM), NaH,PO, (1.25 mM), NaHCO; (26 mM), CaCl, (2 mM) a partir de
una solucién 2 M previamente burbujeada con carbdgeno, al que se le afiadio MgCl, (1 mM) y

glucosa (10 mM). La osmolaridad de la solucién es de 300 mOsm/Kg y un pH de 7.4.

El complejo fimbria-hipocampo (Figura M6A) se diseccioné con ayuda de una lupa binocular y se
fij6 en una placa tratada con sylgar con ayuda de varillas de plata para evitar movimientos e

interferencias durante los registros.

8.2.- REGISTROS.

Los registros se realizaron con el tejido inmerso en solucion extracelular con 5% con CO, y 95%
de O, a temperatura ambiente (24.3-26.3 °C) en una cubeta situada en la base de un

microscopio vertical.

En el grupo Operado Sham se detecté el lugar de inyeccion localizando la cicatriz producida por

la cirugia (Figura M6A), mientras que en el grupo operado con MSCs el trasplante se detectd por

su fluorescencia GFP nativa (Figura M6B y C).

i
. 1“ Figura M6: Extracciéon del complejo
Hi fimbria-hipocampo.

(A): En el grupo operado sham, el lugar
donde se practico la cirugia se localizé
por la cicatriz secundaria al proceso
quirurgico (asterisco).

(B-C): En el grupo operado con MSCs el
lugar del trasplante se localizd6 mediante
la fluorescencia intrinseca de las células
al iluminar la muestra con luz polarizada
de 488 nm (C).

Hi: hipocampo; Fi: fimbria; r: rostral; c:
caudal. Escala: 1mm.
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La fimbria se estimulé6 desde el extremo caudo-lateral con un electrodo concéntrico bipolar

(Frederick Haer & Co) utilizando pulsos de 0.1 ms de duracion y de 0.3 a 50 mA (Figura M7A).

Para registrar extracelularmente la velocidad de transmision de la sefial se utilizaron
simultaneamente dos electrodos obtenidos a partir de pipetas de vidrio estrechadas
térmicamente hasta conseguir una resistencia al flujo de 0.2-5 MQ y se rellenaron con solucién

extracelular.

En el grupo Operado Sham y el grupo Trasplantado con MSCs, los dos electrodos de registro se
colocaron en paralelos a los axones de la fimbria en cuatro lugares periféricos a la cicatriz de
inyeccién de solucion vehiculo o trasplante respectivamente: rostro-medial (R), caudo-lateral (C),

paralelo (L) e interior al trasplante (I) (Figura M7B). En el grupo control y normal se registraron

zonas equivalentes a las anteriores.

Figura M7: Registro de la velocidad de conduccion I.

Fimbria (A): El electrodo de estimulo (ee) se situé en la parte
caudal de la fimbria, mientras que los electrodos de registro
(punta de flecha) se situaron en la parte rostral de la fimbria
en la zona periférica al trasplante, lugar de cirugia o
equivalentes segun los grupos analizados.

(B): Situacion de los dos electrodos de registro (punta de
flecha) en el analisis caudal al trasplante. El segmento cuya
velocidad de conduccion estd siendo analizada se
representa por el trazo de la flecha blanca.

Hi: hipocampo. Escala: 500 um en A; 100 um en B.

Al utilizar dos electrodos de registro se eliminan los retrasos o interferencias producidas por los
distintos grados de desmielinizacion que puedan haber en el tramo axonal situado entre el
electrodo de estimulo y el primer electrodo de registro. De este modo se muestrea de forma muy
precisa la velocidad de conducciéon en la zona de influencia del trasplante (Figura M8). La

velocidad de conduccion se calculd segun la férmula:
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Velocidad de transmision (m/s) = espacio entre electrodos (mm) / tiempo de demora (ms)

Siendo el tiempo de demora la latencia (en milisegundos) del potencial de accién propagado
entre ambos electrodos de registro; y el espacio entre electrodos la distancia que los separa en

pixeles.

Para la cuantificacidon se tomaron imagenes a la misma escala de la zona en la que se sitian
ambos electrodos de registro y se realizaron tres medidas del espacio existente entre los dos
electrodos de registro desde la zona central del electrodo (flecha blanca en la Figura M7B). Los
valores se obtuvieron mediante el programa de andlisis de imagen Image J (Wayne Rasband,
NIH).

Para el calculo de la velocidad de transmisién se tom6 como valida la media de estas tres
medidas y se representaron los resultados en medidas del sistema internacional
(metros/segundos) previa conversion de pixeles en unidades de distancia (um) mediante una

escala de calibracion fotografiada al mismo aumento.

Figura M8: Registro de la velocidad de conduccion
]

(A): De la preparacion de la imagen M7 se obtiene el
siguiente registro. Tras el impulso emitido con el
electrodo de estimulo (flecha quebrada roja), se detecta
en primer lugar la despolarizacién de las fibras de
conduccion rapida (corchete rojo) tanto en el electrodo
de registro 1 (linea verde) como, posteriormente, en el
electrodo de registro 2 (linea negra). Con mayor tiempo
de latencia en los mismos electrodos se registran las

= Electr Reg 2 fibras de conduccién lenta (corchete amarillo) que
) Electr Reg 1 transmiten el mismo impulso anterior a una velocidad
menor.
B (B): Misma comparativa si el estimulo se realiza

cercano al hipocampo, donde desaparece el registro de
las fibras de conduccion lenta.

En el eje vertical se representa la amplitud de voltaje
detectado en milivoltios. En el eje horizontal el tiempo
en milisegundos.
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9.- CULTIVOS DE FIMBRIAS TRASPLANTADAS Y NEUROESFERAS.

9.1.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

En este experimento se utilizaron 3 ratones trasplantados con MSCs 12 semanas tras la cirugia.
El cerebro se extrajo al igual que se describe en el punto anterior y se eliminaron los restos de
duramadre bajo lupa en D-MEM a 4°C.

9.2.- ENCASTRACION Y CORTADO.

Se encastro el encéfalo en gel de agarosa de bajo punto de fusion al 4% en PBS. Para ello, el
dia anterior se disolvio la agarosa en PBS caliente y se mantuvo en bafo a 42°C durante 8 horas
para que se enfriara sin llegar a solidificar. Tras encastrar el encéfalo se dej6 solidificar poniendo
el bloque en hielo. Inmediatamente se obtuvieron cortes de 350 ym de grosor mediante
vibratomo con D-MEM a 42C. Posteriormente se localizaron las MSCs por su fluorescencia
intrinseca tras iluminar las rodajas de tejido con luz polarizada de 488 nm y bajo lupa se

obtuvieron 4 tipos de muestra:

A) Fimbrias: Para comprobar la viabilidad de las células trasplantadas, se extrajo la fimbria

trasplantada con MSCs y la contralateral (control).

B) Subepéndimos: Para estudiar el potencial de transdiferenciacion de las MSCs trasplantadas
en sistema nervioso, se extrajo el subepéndimo ventral del ventriculo lateral contralateral
(control) e ipsilateral al trasplante donde existen MSCs integradas en el subepéndimo (ver

resultados).

9.3.- CULTIVO.

Los fragmentos obtenidos se lavaron con HBSS sin calcio y magnesio, y se realizd una
disgregacion quimica a 37°C con tripsina-EDTA al 0.1% en HBSS sin Ca-Mg durante cinco
minutos. Seguidamente el tejido se disgregé mecanicamente mediante pases sobre pipeta de
vidrio siliconizado durante 5 minutos mas y se bloqued la actividad proteasa afiadiendo DMEM
con 10% de suero bovino fetal (DMEM-10s) a 4°C. Se centrifugé 5 minutos a 1200 rpm, se
eliminé el sobrenadante y se resuspendié6 en DMEM-10s a 37°C. Posteriormente se continué
disgregando mecanicamente el tejido mediante pases sucesivos sobre pipetas de vidrio

siliconizado de calibre progresivamente mas estrecho.
La suspension obtenida de células individualizadas se centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm, se

elimino el sobrenadante y se resuspendié en medio de cultivo de diferente composiciéon segun la

muestra con la que se trabaja:
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A) Fimbrias contralateral (control) y trasplantadas con MSCs. Medio de cultivo para MSCs:
DMEM; sacarosa (30%); suero bovino fetal (10%); penicilina estreptomicina (1mg/ml);

aminoacidos no esenciales (1%); piruvato sédico (1%).

B) Subepéndimos ipsi y contralateral al trasplante. Medio de cultivo definido: DMEM; sacarosa
(30%); NaHCO; (7.5%); HEPES (1M); L-Glutamina (mg/ml); insulina (10mg/ml);
penicilina/estreptomicina (1mg/ml); factor de crecimiento epitelial (20 ng/ml); factor de crecimiento
de fibroblastos 2 (10 ng/ml); albumina de suero bovino (10%); heparina (0.2%); soluciéon de
hormonas compuesta por Apo-t-transferrina (0.8 mg/ml), solucién de putrescina (0.077 mg/ml),

progesterona (2 mM) y selenito sédico (3 mM).

Los cultivos se mantuvieron a 37°C con 5% CO, en el mismo medio en placas de 25 mm? sin
tratar durante diez dias en el caso (B). En el caso (A) las placas se trataron previamente con poli-

L-lisina (25 pg/ml) y se recambio el medio cada 2-3 dias.
9.4.- CULTIVO SECUNDARIO DE NEUROESFERAS.

Transcurridos los primeros 10 dias, las neuroesferas primarias se fotografiaron in-vivo en
microscopio de fluorescencia invertido. Posteriormente se disgregaron mecanicamente con
pipeta de vidrio siliconizada de calibre estrecho. Se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm y
se resuspendieron nuevamente en medio definido. Se mantuvieron en las mismas condiciones

durante 10 dias.

10.- ESTUDIOS DE ULTRAESTRUCTURA.

10.1.- PERFUSION.

Para estudios de ultraestructura se perfundieron 4 ratones Trasplantados con MSCs, 7 Controles,
3 Operados Sham y 3 ratones Normales. Para ello se sacrificod al animal de la misma forma
descrita en el apartado 6.1 de Material y Métodos. La fijacion del tejido se llevd a cabo con fijador
karnowsky filtrado (2% paraformaldehido con 1.5% glutaraldehido) en tampon fosfato (PB) 0.12
M, pH 7.4 con tres gotas de Cl,Ca al 1%. Todo el proceso se realizé manteniendo la solucion a
4°C.

10.2.- POSTFIJACION Y DESHIDRATACION.

Posteriormente se extrajeron los cerebros y se postfijaron en la misma solucién a 4°C durante

toda la noche. A la mafana siguiente se extrajo el complejo fimbria-hipocampo de forma similar a
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los descrito en el apartado 8.1 de Material y Métodos y se lavaron en PB 0.1 M al 7% sacarosa y
pH 7.4 a 4°C durante 2 horas.

Seguidamente se fijaron los lipidos mediante tetradxido de osmio al 1% en tampdn cocodilato
(0.2 M) pH 7.4 durante 2 horas a 4°C. Tras ello, se lavaron las muestras en tampoén cocodilato

0.1 M con sacarosa al 8% durante 5 minutos.

Las muestras se contrastaron durante 2.5 horas con acetato de uranilo al 2.5% en Tampodn

Michaelis pH 5 a 4°C y oscuridad y se lavaron tres veces con agua destilada durante 6 minutos.

La deshidratacion se llevo a cabo con soluciones crecientes de acetona a temperatura ambiente
(30-50-70-90%) durante 10 minutos. Se finalizé la deshidratacién con 2 bafios de acetona al
100%.

10.3.- INCLUSION EN RESINA.

Para la inclusion se utilizé 6xido de propileno como agente intermediario entre la acetona y la
resina. Se realizaron dos bafos de 20 minutos y se embebieron en resina EPON siguiendo el
siguiente procedimiento: 2:1, 1:1 y 1:2 partes de 6xido de propileno/EPON. El primer bafo
durante 20 minutos. Los otros dos durante 1.5 horas a temperatura ambiente. Finalmente se dejé
12 horas en EPON puro con los recipientes destapados para evaporar los restos de 6xido de

propileno.

Tras este periodo se confeccionaron los bloques en resina EPON recién preparada y
centrifugada para eliminar las burbujas, orientando los axones de la fimbria perpendiculares al

plano de corte. La polimerizacion se llevé a cabo durante 4 dias a 60°C.

10.4.- OBTENCION DE SECCIONES.

Se obtuvieron secciones finas (1um) y ultrafinas (60 nm) en las regiones rostral, caudal y a nivel
del trasplante mediante ultramicrotomo con una cuchilla de vidrio para los corte semifinos y con

una de diamante para ultrafinos.

10.5.- TINCION AZUL DE TOLUIDINA Y MONTAJE DE SEMIFINOS.

Las secciones semifinas de 1 ym de grosor se depositaron en una gota de agua destilada encima
de un portaobjetos de vidrio lavado con etanol al 100%. Al secar se cubrié con azul de toluidina
(500 mg/dl) — bérax (500 mg/dl) en placa calefactora a 60°C. La tincién se siguié durante un

minuto en caliente y se lavd con agua destilada.
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10.6.- MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Los cortes ultrafinos de 60 nm se montaron sobre ojales de rejillas. Se anadié una gota de citrato
de plomo (filtrado) por rejilla y se dejoé actuar durante 20 minutos. Posteriormente se lavaron con
dos barfos de agua destilada y se dejaron secar. Las muestras fueron observadas por el Dr. J.A.
Armengol en el microscopio electronico de transmisién en el departamento de Fisiologia,

Anatomia y Biologia Celular de la Universidad Pablo de Olavide de Sevilla.

10.7.- DISOLUCIONES.

- Tampén Fosfato (0.12 M): Na,HPO, x 12 H,O (358.4 gr/mol), NaH,PO,4 x 2H,0 (156.01 gr/mol)

y enrasar a 300 ml con H,0.
- Tetradxido de Osmio 1%: Se disolvieron los cristales de OsO, con agua destilada para obtener
una concentracion del 2%. Previo a su uso, se disolvio en tampdn cocodilato hasta alcanzar una

concentracion del 1%.

- Tampdén Cocodilato 0.2 M: Cocodilato sédico 3H,O (42.8gr), se enrasé a 1 litro con agua

destilada. Se ajust6 el pH a 7.4.

- Acetato de Uranilo 2.5%: Tampdn Mickaelis (5 ml), &cido clorhidrico 7 ml, stock uranilo al 4.8%
(13 ml). Se ajustd el pH a 5.

- Tampoén Mickaelis: Acetato sédico 3H,O (4.855 gr), Veronal sodico (7.357 gr), se enras6 con

agua destilada hasta 250 ml.

- Resina EPON (40 ml): glycidether (21.60 gr), DDSA (14.40 gr), NNA (12.64 gr), DMP30 (0.52

gr). Se removio con varilla de vidrio y se centrifugd para eliminar burbujas.
- Citrato de Plomo: citrato de plomo (1 gr), se enrasé a 100 ml con H,O. Posteriormente se

afiadieron una a una tantas pastillas de NaOH para que la mezcla quedara totalmente

transparente.

11.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL.

Tres meses después del trasplante se extrajeron las fimbrias de 9 ratones (5 fimbrias

trasplantadas con MSCs, 3 operadas sham, 8 fimbrias control y 3 fimbrias normales sin
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tratamiento alguno). Estos experimentos se desarrollaron en colaboracién con el Departamento

de Genética de la Universidad de Valencia a cargo de la Dra. Molt6 y el Dr. Ivorra.

11.1.- LISIS CELULAR Y AISLAMIENTO DEL RNA.

Los pasos se realizaron con fungibles y condiciones libres de RNAsas. La lisis celular se realizé
con 1 ml de Trizol realizando varios pases con la punta de pipeta. Se incubd el homogeneizado
durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacion de los complejos
nucleoproteicos. Posteriormente se afiadieron 200 ul de de cloroformo y se agité con la mano
durante 30 segundos. Seguidamente se dejo reposar 3 minutos a temperatura ambiente y se

separaron las fases centrifugando 15 minutos a 12000 rpm a 4°C.

Se recogi6 la fase superior acuosa donde se encuentra el RNA y se descarté el resto. Se anadio
500 pl de isopropanol, se agité fuertemente con la mano y se dejé 30 minutos reposando en hielo
para precipitar el RNA. Se centrifugéd 15 minutos a 12000 rpm a 4°C y se elimin6é el
sobrenadante. Se lavo dos veces con 1 ml de etanol 70% preparado con agua-DEPC a -20°C y
se centrifugd durante 15 minutos a 12000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se dejé secar el
precipitado al aire y en hielo. Una vez se torndé completamente transparente se resuspendio en
20 yl de H,0O (Sigma).

11.2.- CONTROL DE CALIDAD.

La calidad del RNA extraido se comprobd separando las bandas de RNA ribosémico en gel de
agarosa al 2%. La pureza y concentracion de la muestra se analizé espectrofotométricamente
mediante Nanodrop, obteniendo una concentracién aproximada de 400 ng de RNA/mI. Se
considerd como Optima una relacion A,go/Asge superior a 1.91 tal como se describe en el apartado

4.5 de esta seccion.

11.3.- RETROTRANSCRIPCION.

Consiste en transformar el RNA que expresan las MSCs en DNA complementario. Para ello se
recogio el volumen suficiente de RNA para tener 1 ug y se anadieron 2 pl de exanucleétidos (20
pmoles; Promega). La mezcla se preincubd a 70°C durante 10 minutos. Se puso en hielo y se dio

un spin en centrifuga.

Posteriormente se afiadiod la mezcla de reaccién compuesta por: 4 pl de una mezcla de los 4
desoxinucleétidos tri-fosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; 25 mM cada uno; Takara), 4 pl de
tampoén Expand 10X (Roche), 1 ul de inhibidor de RNAsa ditiotreitol (40 U/ul; Roche), 2 ul de

transcriptasa reversa AMV (20 U/ul; Finnzymes) y se afadié H,O libre de RNAsas hasta alcanzar
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un volumen de reaccién de 40 pl. Se removié con pipeta y se incubd 1 hora a 42°C. Al finalizar la

reaccion, se enfrid en hielo, se le dio un pulso en centrifuga y se conservé a -80°C.

11.4.- AMPLIFICADO MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO
REAL.

Las muestras obtenidas de cDNA se utilizaron para realizar la PCR en tiempo real mediante la
deteccion de fluorescencia emitida por Power SYBR® Green (Applied Biosystems) en StepOne™

Real-Time PCR de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Figura M9).

L
.:.w_ . . - — ﬁ—
{ o ‘ A Figura M9: Fundamento de la amplificacion en tiempo real
2. _ SYBR Grean mediante el uso de Sybr Green.
Syber Green es una molécula capaz de emitir fluorescencia de 530
nm cuando se excita con una fuente luminica de 483 nm. Esta
propiedad unicamente la posee si se encuentra unido a DNA de
doble cadena.

Durante el periodo de polimerizacion de la PCR, el numero de
Y FORWARD PRIMER moléculas de Syber Green unidas a DNA sera mayor cuanto mayor
; sea el numero de copias amplificado, y por tanto mayor la
j _ intensidad de fluorescencia emitida a medida que avanza la
reaccion.

_@_ Esto permite monitorizar en todo momento el estado de la
NERSE PRIMER amplificaciéon, siendo la cantidad de fluorescencia emitida
proporcional al numero de copias de DNA de doble cadena
existentes.

% 5 é 0 Fuente: http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/real-time-pcr

Mediante esta técnica se analiz6 la expresion de los siguientes genes:

A) Genes de referencia: B-actina (ACT-3) y GAPDH
B) Genes de estudio: FGF8, FGF2, Olig2, IGF y Sprouty 2 (Spy2).

Para ello se disefiaron secuencias especificas de cada cebador segun la tabla T3. Los cebadores
se testaron en cDNAs extraidos de los siguientes tejidos: Corazén (IGF); médula espinal (Olig2,
FGF8); musculo liso (FGF2); hipocampo (B-actina) comprobando que unicamente amplifican un

fragmento de tamafo conocido.
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Secuencia del cebador 5°-3°

F: AACTTTGGCATTGTGGAAGG

R: GGATGCAGGGATGATGTTCT

F: TGG CGC TTT TGA CTC AGG AT

R: GGG ATG TTT GCT CCA ACC AA

F: GAG CCC ACT TCC CTG CTC

R: CTG AGC TGA TCC GTC ACC

F: GAC CCA CAC GTC AAA CTA CAACT
R: TGT AAC ACA CTT AGA AGCCAG CA
F: CTA ATT CAC ATT CGG AAG

R: AAA AGA TCA TCG GGT TCT

F: GCT GGT GGA TGC TCT TCA GT

R: GGA AGC AAC ACT CAT CCA CA
F:GGG TCT CGG AGC AGT ACA AAG
R:GTA GGC ATGCAG ACC CAA AT

ACTINA-B

Tabla M3. Secuencias de cebadores para la PCR en Tiempo Real de los genes analizados en este estudio.

Todos los cebadores fueron disefiados usando el software Primer-Blast, con Tm de 60°C abarcando las uniones intrén-
exon.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

En cada pocillo se dispuso de un volumen de reaccion de 20 pl: Sybergreen (10ul), H,O (1ul),
cebador directo (0.5ul), cebador inverso (0.5ul), cDNA de la muestra a analizar (4ul) en 4
diluciones: 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000.

La reaccién de amplificacion se llevé a cabo por triplicado en placas opticas de 96 pocillos
Microamp (Roche) y se monitorizé mediante el sistema de deteccion de PCR a tiempo real ABI
Prism 7000 (Applied Biosystems). El programa de amplificado se detalla a continuacion: 2

minutos a 50°C, 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C + 1 minuto a 60°C.

11.5.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Se realiz6 una cuantificacion relativa usando el método de curvas estandar. Los datos obtenidos
se convirtieron en valores de ciclo umbral (valores Ct) mediante el programa SDS 2.1 (Applied

Biosystems). Estos valores indican el niumero fraccional del ciclo en el que el amplificado alcanza

un umbral determinado asignado automaticamente por el programa.
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Posteriormente se representaron los logaritmos en base 10 de las concentraciones relativas (en
unidades arbitrarias) para cada diluciéon del gen de referencia (-actina o GAPDH), frente a la

media de los valores Ct de cada triplicado del mismo.

De este modo se obtuvo una recta patron en la que se extrapolaron los valores Ct de los
amplificados FGF8, FGF2, Olig2, IGF y Spy2 para obtener la concentracién inicial relativa de
cada uno de ellos (Figura M10).

Delta A Ct u B
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Figura M10: Amplificado de la PCR en tiempo real.
(A): Representacion del incremento de la emision de fluorescencia a medida aumentan el nimero de ciclos de reaccion
en la amplificaciéon de FGF8. Cada linea representa un pocillo de cada uno de los triplicados de una de las cuatro

diluciones.

(B): Curva patrén en la que se representa el valor Ct frente al log de la concentracion inicial del gen de referencia
GAPDH.

Las diferencias relativas de expresion se agruparon en tres grupos (Control, Operado Sham y

Trasplantado MSCs) y se referenciaron frente al grupo Normal.
Las diferencias que se obtuvieron entre grupos se analizaron estadisticamente usando el t-test.

Ademas, se analizdé la correlacion entre el nivel de expresion de FGF8 y Spy2. El analisis

estadistico se realizé6 mediante el software SPSS 12.0.

12.- CUANTIFICACION.

12.1.- EXPRESION DE NG2, GFAP Y MBP.

Debido al gran numero de ramificaciones citoplasméaticas y alta densidad celular en las areas
estudiadas, es dificil llevar a cabo una cuantificacion exacta del numero de CPOs, mielina y
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astrocitos. Por este motivo, mediante el programa Image J se realizd una cuantificacion de
pixeles iluminados en secciones seriadas de la fimbria de los diversos grupos experimentales
(Figura M11): Trasplantados con MSCs (n=10); Operados Sham (n=4); Controles (n=14),
Implantados con bolas de heparina embebidas en FGF8 (n=4); Implantados con bolas de
heparina embebidas en PBS (n=4); controles bolas de heparina (n=8); Normales (n=3).

Adicionalmente, también se calculd el area de la fimbria.

Se descartaron los valores obtenidos del borde externo de la fimbria dado su alta
autofluorescencia por defectos de la adherencia del tejido al portaobjetos. Igualmente se

descartaron las zonas de pliegues del tejido u otros artefactos.

En ambos casos, los valores obtenidos se multiplicaron por el grosor del corte (12 pm) y por el
numero de series entre secciones (7 series) obteniendo asi una medida estereoldgica de
volumen (Harting, 2013).

Para normalizar el estudio unicamente se consideraron las siete secciones adyacentes al valor
de recuento mas elevado, siendo la seccion central la de mayor valor de la serie, obteniendo asi
un analisis de 504 ym de fimbria en direccién rostro-caudal que incluye el trasplante de MSCs o
bolas de FGF8, la lesion en el caso de los Operados Sham, o las zonas equivalentes en el grupo
Control o grupo Normal.

El volumen total de pixeles iluminados en la fimbria analizada se expresé como porcentaje del

volumen total de dicha fimbria (en pixeles) utilizando la férmula:

[volumen pixeles iluminados (pix/um®) / volumen fimbria (pix/um®)] X 100

12.2.- EXPRESION DE FACTORES TROFICOS.

Se procedié de forma similar al apartado anterior, pero los valores se normalizaron respecto a la

fimbria control no tratada, contralateral a cada caso trasplantado con MSC o operado Sham.

De este modo, un valor de expresion superior a la unidad indica una inmunorreaccién mayor en

la fimbria tratada respecto a la fimbria control.
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Figura M11: Cuantificacion de la expresion molecular mediante
estereologia.

(A): Se analizaron las fimbrias de 7 secciones de 12 pm consecutivas
separadas entre ellas 84 um. Los valores obtenidos de cada seccion se
extrapolaron a las 84 uym que la separan de la siguiente obteniendo una
aproximacion volumétrica de 504 um en direccion rostro-caudal de fimbria.
(B-D): Cuantificacion de NG2 en una fimbria trasplantada. Mediante el
programa ImageJ se convirtié la imagen a 8 bits (B) y se binarizé (C)
quedando en negro (valor 255) aquello que se consider6é positivo en la
inmunohistoquimica. El histograma de la imagen (D) permiti6 obtener el
numero de pixeles con valor 255.

(E): Para cuantificar el area de la fimbria se delimité esta estructura mediante
una herramienta especifica de ImageJ.

12.3.- CUANTIFICACION DEL DIAMETRO AXONAL Y GROSOR DE MIELINA.

Se analizaron los 15 axones de mayor tamafo en tres secciones semifinas tefiidas con azul de

toluidina para el grupo Trasplantado con MSCs (n=6), Control (n=9) y Operado Sham (n=3). Si el

eje del axon discurre en un plano distinto al perpendicular respecto al plano de corte presentaran

morfologia oval a la seccidon. En estos casos, se tomo el menor de los diametros del 6valo que

corresponde realmente al diametro axonal.
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Para ello, se midieron los diametros axonales utilizando el borde interno de la vaina de mielina
como punto fijo. La distancia al punto opuesto del axén corresponde a su diametro axonal. El
grosor de la vaina de mielina se obtuvo restando el valor anterior, a la distancia desde el punto
fijo anterior al borde externo de la vaina de mielina opuesta. Se realizaron 3 mediciones para

cada axén y se tom6 el valor promedio.

En cada seccion se promedié el valor de los 15 axones analizados y a su vez se promedio el
valor de las diferentes secciones dentro de un mismo individuo. Los datos de los distintos grupos
se normalizaron respecto al grupo Normal (n=3) que se consideré valor 0. Las diferencias se

expresaron en porcentajes.

12.4.- CUANTIFICACION DEL NUMERO Y DENSIDAD DE CELULAS EN LA ZONA
SUBVENTRICULAR.

Para obtener el numero de células presentes en la zona subventricular (SVZ) se contabilizé el
ndamero de nucleos tefidos mediante DAPI en la SVZ desde el inicio de los ventriculos laterales
rostral al trasplante (o zona equivalente en el caso del grupo Operado Sham) en secciones

seriadas.

Conjuntamente se obtuvo el numero de pixeles de la SVZ como medida del area de la SVZ de

forma similar a lo descrito en el apartado 12.1.

Este valor se multiplicé por el grosor de la seccién (12 um) y por el numero de series (7 series)
para obtener una medida de volumen que representa la estructura a estudio entre cada seccion.

Estos valores se agruparon proporcionalmente al nUmero de secciones en tres regiones: rostral
(R), medial (M) y caudal (C), siendo la regiéon medial la que incluye el trasplante, obteniendo asi
los valores promedio para cada region, tanto para el nimero de células como para la densidad

celular (N° de células/area).
12.5.- ANALISIS ESTADISTICO.
Se utilizé el test T-student para muestras independientes para detectar diferencias significativas

entre los Operados Sham o los Trasplantados con MSCs y la fimbria Control para cada caso.
Para ello se usoé el software SPSS Statistic v19.0.0 de IBM.
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Tras el tratamiento con cuprizona aparecen lesiones de desmielinizacion distribuidas en varias
regiones de la sustancia blanca del parénquima nervioso caracterizadas por la ausencia de MBP
y PLP (Figura R1). Sin embargo, mientras que la mayoria del tejido presenta un patrén de
desmielinizacién parcheado y aleatorio (Figura R1B), la fimbria del hipocampo aparece completa

y homogéneamente desmielinizada en todos los casos (n=23, Figura R1C).

C FIMBRIA NORMAL F. DESMIELINIZADA

Figura R1: Efecto del tratamiento crénico con cuprizona en el SNC.

(A) Representacion esquematica del cuerpo calloso (b) y la fimbria (c) (cuadros rojos) de donde se han tomado las
siguientes imagenes:

(B) Seccion coronal del cuerpo calloso marcado para MBP (verde) de un raton tratado durante tres meses con cuprizona.
Las flechas sefialan parches de desmielinizacion (ausencia de marcaje MBP), similares a los que aparecen en las
lesiones cronicas de esclerosis multiple.

(C) Resultado del tratamiento crénico con cuprizona en la fimbria y comparacion con una fimbria normal. Marcaje de PLP
(rojo) y MBP (verde). Obsérvese la pérdida de expresiéon de las dos proteinas mayoritarias de mielina, objetivando un
proceso de desmielinizacion homogéneo en la fimbria. En la comparativa se han utilizado ratones de la misma edad.

Cc: cuerpo calloso. Fi: fimbria; VLd: ventriculo lateral derecho. Escala: 75 um en B, C.
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SECCION A:

TRASPLANTE DE CELULAS
MESENQUIMALES DE LA MEDULA OSEA.
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1.- LAS CELULAS MESENQUIMALES TRASPLANTADAS PERMANECEN
AGRUPADAS EN EL TEJIDO NERVIOSO DESMIELINIZADO. SON VIABLES Y NO
NEUROGENICAS A LOS 90 DIAS DEL TRASPLANTE.

Se trasplantaron 300.000 MSCs resuspendidas en un volumen final de 2 yl que se obtuvieron de
la cepa de ratén transgénico C57BI/6-Tag (ACTB-EGFP) 10sb/J que presentan el complejo
mayor de histocompatibilidad H2DP. Estas células expresan constitutiva y ubicuamente la

proteina verde fluorescente bajo el promotor de la 3-actina.

La cirugia se llevé a cabo sobre ratones de la cepa Swiss C3H/He con el complejo mayor de
histocompatibilidad H-2 (H2Kk). Estos ratones fueron previamente tratados con cuprizona durante
doce semanas. Los trasplantes se realizaron en el area central de la fimbria derecha en las
coordenadas mencionadas en el apartado 6.4.2 de Material y Métodos. La fimbria izquierda se
utilizé6 como Control interno del tratamiento desmielinizante. En el grupo Operado Sham se

inyecté el mismo volumen de solucién vehiculo sin células (medio D-MEM sin suero).

90 dias después de realizar la cirugia, las MSCs trasplantadas se identificaron mediante su

expresion nativa de GFP y su inmunorreactividad para el haplotipo H2D".
1.1.- CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LAS MSCs TRASPLANTADAS.

Las células permanecen agrupadas en la zona de inyeccién con apenas infiltracion en el
parénquima vecino (Figura R2). Ademas, no se observan agregados tumorales o malformaciones

significativas en la fimbria (Figura R2A).

En el 80% de los casos, se detectan MSCs aisladas de morfologia esférica adheridas al plexo
coroideo del ventriculo lateral (Figura R2C) procedentes del reflujo celular durante el

procedimiento del trasplante.

En la fimbria, las MSCs periféricas del trasplante presentan extensiones citoplasmaticas
ramificadas en el interior del parénquima nervioso, mientras que las centrales mantienen una
morfologia esférica con nucleo central y una relaciéon nucleo-citoplasma cercana a la unidad

(Figura R2D y E, respectivamente).

Ademas, coincidiendo con la presencia de MSCs en el plexo coroideo, también es posible
detectar MSCs en areas mas rostrales del sistema ventricular (Figura R3A y C), e integradas en
la zona subventricular dorso-lateral en zonas rostrales del ventriculo préximas a la fimbria
trasplantada (Figura R3D). En ningun caso se observan MSCs en el ventriculo contralateral al

que se realizé la cirugia (Figura R3B).
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PN
Figura R2: Trasplante de células mesenquimales en la fimbria desmielinizada.

(A) El trasplante (estrella) se localiza en la fimbria donde todas las células permanecen agrupadas sin apenas invasion
del tejido huésped. No se observan formaciones tumorales.

(B) Detalle del trasplante de MSCs.

(C) Recuadro en (A) en la que se muestran un grupo de células mesenquimales localizadas en el plexo coroideo.

(D) y (E) Recuadros equivalentes en (B) donde se observan las células trasplantadas agrupadas. Se pueden detectar dos
tipos de morfologia celular: en la parte periférica del trasplante las células emiten prolongaciones que se entremezclan
con el tejido nervioso adyacente (D), mientras que en la zona central del trasplante adoptan una morfologia esférica (E).
Fi: fimbria; pl. cr.: plexo coroideo; VLd: ventriculo lateral derecho. Escalas: 50 ym en A-C; 25 um en D, E.
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P
{Figura R3 (junto a péagina anterior): Las células mesenquimales trasplantadas se pueden detectar en otras areas
anatomicas vinculadas con la fimbria.

(A) Seccion coronal de 0.3 mm de grosor de tejido fresco en la que se observan in vivo las MSCs en la zona
subependimaria del ventriculo derecho proximas al estriado, rostral a la zona trasplantada. Las MSCs pueden observarse
in vivo gracias a la expresion intrinseca de GFP.

(B) Seccion histologica de 12 ym homologa al recuadro (b) en (A) mostrando el subepéndimo ventral contralateral al
trasplante donde no existen células trasplantadas.

(C) Seccion histologica de 12 um homoéloga al recuadro (c) en (A) mostrando un pequefio grupo de MSCs en el
subepéndimo ventral del ventriculo trasplantado.

(D) Seccion histologica de 12 ym homdloga al recuadro (d) en (A) mostrando un pequefio nimero de células en la zona
subventricular del ventriculo trasplantado.

VLd: ventriculo lateral derecho; VLi: ventriculo lateral izquierdo; cc: cuerpo calloso. Escalas: 500 um en A; 50 um en B-D.

1.2.- CAPACIDAD NEUROGENICA DE LAS MSCs.

Para averiguar si las MSCs integradas en el tejido poseen caracteristicas neurogénicas, se
disecciond la zona subependimaria donde se han acumulado algunas de las MSCs trasplantadas

(recuadro blanco en Figura R3C) y se cultivd en medio neurogénico.

Al cabo de una semana se obtuvieron neuroesferas primarias donde el 4% de ellas eran
quiméricas conteniendo una o dos células GFP. Ninguna de ellas estaba constituida
completamente por células GFP, sugiriendo que las MSCs trasplantadas no se transdiferencian
en células madre neurales capaces de formar neuroesferas. Ademas, éstas células GFP se

perdieron en la obtencion de neuroesferas secundarias (Figura R4A-D).

Figura R4 (pagina siguiente): Analisis de la capacidad neurogénica de las MSCs.

(A) Cultivo primario de neuroesferas obtenidas de homogeneizados de la regidon remarcada en la figura R3C.

(C-E) Imagen ampliada de la neuroesfera remarcada en amarillo en (A). Bajo luz fluorescente (C) se observa una célula
madre mesenquimal que expresa GFP adherida a una célula con capacidad de formacién de neuroesferas.

Escala: 50 um en A; 10 ym en B-D.

~
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1.3.- VIABILIDAD DE LAS MSCs TRASPLANTADAS.

Las MSCs trasplantadas en la fimbria expresan c-fos, un factor de transcripcién de genes de
expresion rapida ante estimulos de factores de crecimiento (Figura R5A). Ademas, las MSCs no
presentan actividad proliferativa dentro del parénquima por la ausencia de expresion de Ki67
propia de células que se encuentran en la fase GO del ciclo celular. Sin embargo, se han
observado algunas células periféricas al trasplante NG2+ (2-4 células dispersas en cada seccion)

que presentan inmunorreactividad para este marcador (Figura R5B-D).

Figura R5: Viabilidad de las células trasplantadas I.

(A) Detalle de la zona central del trasplante de MSC transcripcionalmente activa para c-fos.

(B) Trasplante de MSCs donde se observa escasa proliferacion celular (Ki67) en la periferia del trasplante.

(C, D) Detalle del recuadro en (B). Obsérvese que ésta proliferacion no es propia de las células trasplantadas (verde). Se
muestra Ki67 (rojo) y en azul el ADN nuclear. Escala: 10 pm en A, C y D; 25 uym en B.
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Adicionalmente, para comprobar la viabilidad de las células trasplantadas tras 90 dias en el SNC,
se extrajo la fimbria y se cultivé en medio especifico de MSC. Tras una semana en cultivo se
aislaron células viables que expresan GFP con morfologia de células mesenquimales (Figura
R6A-C).

Figura R6: Viabilidad de las células trasplantadas Il.

(A-C) Imagen in vivo de una MSC en cultivo estandar para este tipo celular, recuperada de la fimbria 90 dias después de
haber sido trasplantada en el SNC. La célula mantiene su fenotipo normal y sigue expresando GFP.
Escala: 10 ym.

2.- EL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES ACTIVA LA
OLIGODENDROGENESIS Y REMIELINIZACION ENDOGENA EN LA PERIFERIA DEL
TRASPLANTE.

21.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE CELULAS PROGENITORAS DE
OLIGODENDROCITOS.

90 dias después de haber realizado el trasplante de MSCs se observan células progenitoras de
oligodendrocitos (CPOs) que expresan de forma caracteristica el proteinglicano NG2 en su
membrana. Igualmente se observan oligodendrocitos maduros que expresan MBP. Estas células
se extienden 100 um rostral y caudal al trasplante (Figura R7A y B) formando una densa marafia
alrededor de él sin llegar a invadir sus zonas centrales. Las prolongaciones citoplasmaticas de
las CPO se mantienen en aparente contacto con las extensiones citoplasmaticas de las MSCs
periféricas (Figura R7C-H y R8). Esta reaccion puede observarse incluso a los 15 dias tras haber

realizado el trasplante.

Figura R7 (pagina siguiente): Colonizaciéon de CPO alrededor del trasplante I.

(A) Fimbria trasplantada marcada frente H2d® (verde) y NG2 (rojo). La imagen ha sido tomada en el lugar del trasplante
(estrella).

(B) Imagen tomada 500 pum rostral al lugar de inyeccion mostrado en A. Las CPO (identificadas por el marcaje en rojo de
NG2) siguen estando presentes en el parénquima de la fimbria trasplantada.

(C-E) y (F-H) Detalle a gran escala de la periferia del trasplante. Las flechas o cabezas de flechas sefalan
prolongaciones citoplasmaticas de las CPOs propias del huésped y las prolongaciones de las MSCs trasplantadas.
Pueden observarse los contactos fisicos que se establecen entre ambos tipos celulares (E y H).

fi: fimbria; VLd: ventriculo lateral derecho. Escala: 100 um en A, B; 10 ym en C-H.
~
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El numero de CPO en la fimbria del grupo Trasplantado con MSCs es 14 veces superior a su

grupo Control (control endégeno de desmielinizacion; ver apartado 1.2.C de Material y Métodos),
mientras que en el grupo Operado Sham el incremento es 2.5 veces mayor sobre su grupo
control. Esto significa que el trasplante de MSC incrementa la respuesta de CPO siete veces
(t=3.19; p valor=0.013), respecto al Operado Sham (Figura R9): Operado MSCs 5.23% + 1.12
(n=10); Control operado MSC 0.37% % 0.09 (n=10); Operado Sham 0.72% * 0.17 (n=4); Control
operado sham 0.28% £ 0.07 (n=4).

Figura R8 (pagina siguiente): Colonizacion de CPOs alrededor del trasplante II.

(A) Secciones de ultramicrotomo de la fimbria trasplantada con MSCs. Los nucleos de las CPOs se tifien en rosa palido
(puntas de flecha), mientras que los nucleos de los oligodendrocitos maduros se tifien en morado. Obsérvese la mayor
compactacion de la cromatina en éstos Ultimos. En la parte inferior de la imagen puede observarse una célula
mesenquimal con un gran nucleo de cromatina laxa, reflejo de su alta actividad transcripcional con nucléolo central.

(B) Fimbria Operada Sham en la que apenas aparecen CPOs.

MSC: célula madre mesenquimal; vs: vaso sanguineo. Escala: 5 ym.
v
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Olig2 es un factor de trascripcion implicado en el proceso de maduracion de CPOs a

oligodendrocitos maduros. Su expresion, cuantificada mediante PCR a tiempo real, se
incrementa un 458% * 61 en una fimbria trasplantada con MSCs (n=5) respecto al grupo Normal
(no tratado y no desmielinizado), mientras que en los grupos Control de desmielinizacion se
incrementa el 170% + 16 (n=8) y en el Operado Sham el 140% + 23 (n=3), (Figura R9E). Esto
significa que el trasplante de MSC estimula la maduraciéon de oligodendrocitos 3 veces mas
(t=2.92; p valor=0.027), siendo no significativas las diferencias entre los grupos Operado Sham y

Control.

Mediante PCR convencional se comprob6é que en el momento del trasplante las MSCs no
expresaban el factor de transcripcion Olig2 ni el proteoglicano NG2 (ver apartado 4 de
Resultados). Ademas, inmunohistoquimicamente se ha descartado la presencia de células
NG2+/GFP+ y Olig2+/GFP+ en el trasplante. Estos resultados sugieren la ausencia de
transdiferenciacion de MSCs a CPOs, por lo que se puede afirmar que el incremento de éstos en
la fimbria trasplantada se debe a la propia actividad regenerativa del tejido neural del animal

trasplantado.
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Figura R9: Cuantificacion de la expresion de NG2 en la fimbria del grupo trasplantado con MSCs (barra verde); grupo

Operado Sham (barra amarilla); y sus respectivos Controles (barra azul).

(A) La imagen mostrada del grupo trasplantado con MSCs se ha tomado 1mm rostralmente al trasplante y no se
observan MSCs.

(B) Hay un incremento significativo de la expresion de NG2 en la fimbria trasplantada comparado con el grupo Operado
Sham (t=3.19; p valor=0.013), mientras que no se observan diferencias entre los Controles de ambos grupos.

(C) Cuantificacién de Olig2 mediante PCR a tiempo real en la fimbria del grupo trasplantado con MSCs (barra verde);
Operado Sham (barra amarilla); y sus respectivos Controles (barra azul). Todos los grupos se han estandarizado
respecto al valor de una fimbria normal (valor=1) y el valor de expresién de 3-actina como control endégeno.

Escala: 100 ym. *p<0.05.
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2.2.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LA REACCION ASTROGLIAL.

Igualmente se cuantificé la reaccion astroglial mediante inmunodeteccion de GFAP siendo 1.6
veces mayor (t=2.60; p valor=0.032), en la periferia del trasplante de MSCs respecto al grupo
Operado Sham (Figura R10) Trasplantado MSCs 2.93% + 0.79 (n=10); Operado Sham 1.82% *
0.34 (n=4). Sin embargo, también encontramos astrogliosis en las fimbrias Controles asi como en
otras areas desmielinizadas de sustancia blanca, sugiriendo la presencia de gliosis reactiva a la
desmielinizacion: Control del grupo operado con MSC 1.87% + 0.28 (n=10); Control del operado
sham 1.06% £ 0.20 (n=4).
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Figura R10: Cuantificacion de la expresiéon de

Operado SHAM Trasplante MSC >
o
S
L

GFAP en la fimbria trasplantada con MSCs (barra

verde); grupo Operado Sham (barra amarilla); y sus

respectivos Controles (barra azul).

(A) Inmunohistoquimica frente GFAP en secciones
coronales de la fimbria.

(B) Existe un incremento significativo de la
expresion de GFAP en la fimbria trasplantada
comparado con el grupo Operado Sham (t=2.60; p
valor=0.032), mientras que no se observan
diferencias entre los Controles de ambos grupos.

CONTROL

Escala: 100 ym. *p<0.05.
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2.3.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE MIELINA.

En concordancia al incremento en el numero de CPO, es posible detectar proteinas de mielina
(PLP y MBP) en las regiones periféricas al trasplante de MSCs. Este hecho se observo en todos
los animales del grupo trasplantado. La produccién de mielina se extiende cubriendo
practicamente toda la superficie de la fimbria a lo largo de 100 ym anterior y posterior al
trasplante (Figura R11).

Figura R11: Formacion de mielina en la periferia del trasplante de MSCs.

(A) Fimbria trasplantada con MSCs (verde) en la que se muestra la formacién de MBP (rojo).

(B) Detalle de la periferia del trasplante (recuadro en A) donde pueden verse las MSCs entremezcladas con las fibras
mielinizadas.

Escala: 100 ym en A; 25 ym en B.

Los valores de remielinizacion obtenidos mediante el trasplante de MSC son 3 veces mayor
respecto al grupo Operado Sham (t=4.34; p valor=0.004) y 2 veces mayor respecto al grupo
Control. Sin embargo, la expresiéon de MBP es mucho més intensa en la periferia del trasplante
coincidiendo con la zona donde se ha contabilizado un mayor numero de CPOs y decrece
gradualmente en areas mas alejadas del mismo, por lo que las diferencias en la cuantificaciéon de

MBP serian aun mayores si Unicamente se cuantificara esta zona.

Al comparar los valores de MBP en el grupo Operado Sham y Control de desmielinizacion no se
observan diferencias significativas. Los bajos valores de MBP en los Controles de
desmielinizacion indican a su vez, que no hay remielinizacién espontanea en la fimbria. (Figura
R12): Grupo trasplantado con MSCs 6.43 + 0.99% (n=10); Control operado MSC 2.68 + 0.31%
(n=10); grupo Operado Sham 2.04 + 0.17% (n=4); Control operado sham 2.05 £ 0.37% (n=4).

Esto significa que pese al aumento de CPO observado en el grupo Operado Sham, no se
diferencian a oligodendrocitos maduros capaces de sintetizar mielina, posiblemente debido a la

ausencia de sefales activadoras que promuevan su diferenciacién, y sugiriendo que
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posiblemente éstas CPOs desaparezcan, permanezcan indiferenciadas o se diferencien a

astrocitos (otra posible via de maduracion de las CPO).

% %k

Volumen MBP en fimbria (%)

Bl KES

Figura R12: Cuantificacion de la expresion de
MBP en la fimbria trasplantada con MSCs (barra
verde); grupo Operado Sham (barra amarilla); y
sus respectivos Controles (barra azul).

(A) Inmunohistoquimica frente MBP en secciones
coronales de la fimbria.

(B) Hay un incremento significativo de la
expresion de MBP en la fimbria trasplantada
comparado con el grupo Operado Sham (t=4.34;
p valor=0.004), mientras que no se observan
diferencias entre los Controles de ambos grupos.

Escala: 100 ym. **p<0.01
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2.4.- ANALISIS DEL POTENCIAL DE TRANSDIFERENCIACION.

En el conjunto de animales trasplantados con MSCs aparecieron un pequefio nimero de células
trasplantadas (GFP+ y/o H2Db+) que expresaban marcadores oligodendrogliales como PLP o

MBP en varias localizaciones:

- En todos los animales trasplantados con MSCs, se localizé una unica célula binucleada en el
cortex de uno de los animales que expresaba tanto GFP como MBP, posiblemente fruto de una

fusién celular entre una MSC trasplantada y un oligodendrocito endégeno (Figura R13 A-C).

- Entremezcladas entre el epitelio de los plexos coroideos se contabilizaron 3 + 1 células con
doble marcaje MBP-GFP frente a 7 + 3 células donantes (Figura R13 D-F).

- En el trayecto intraparénquima de la inyeccion se observaron 3 + 1 células con marcaje doble

frente a 25 + 5 células donantes (Figura R13H, I).

Por este motivo se intenté averiguar el potencial de transdiferenciacion de las MSCs a células
productoras de mielina en tejido nervioso desmielinizado y cédmo este suceso contribuye por si

mismo a la remielinizacion observada en el grupo trasplantado.

Para tal fin se trasplantaron (n=4) MSCs obtenidas de la médula ésea de ratones PLP-GFP
donde la proteina verde fluorescente se expresa bajo el control del promotor plp/dm20. De este
modo, cualquier célula trasplantada que active el promotor de sintesis de la proteina de mielina
PLP, expresara también GFP y se detectara por su autofluorescencia verde. Esto significa que si
en la fimbria aparecen MSCs PLP-GFP trasplantadas con capacidad de expresar GFP, puede

sugerir una posible transdiferenciacion de las MSCs a células productoras de mielina.

Sin embargo, el incremento en la expresion de PLP en la periferia al trasplante es propio del
tejido nervioso del animal trasplantado, sin observarse una presencia significativa de expresion
de GFP que provenga de las MSCs PLP-GFP. Sin embargo se contabilizan dos Unicas células en
solo un caso de los cuatro trasplantados, con fluorescencia intrinseca verde (GFP-PLP) y que

expresa PLP corroborado mediante inmunomarcaje (Figura R13 K-N).
De este modo queda demostrado que en éste sistema experimental, la fusion o la

transdiferenciacién celular es un fendémeno raro que no es responsable de la abundante

formacién de mielina en las zonas periféricas al trasplante.
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Figura R13: Potencial de transdiferenciacién de las MSCs.

(A-C): Célula aislada con dos nucleos que expresa MBP (rojo) y GFP (verde). Esta célula se detectd en cortex,
posiblemente debido a un evento de fusién celular.

(D-F): MSCs (verde) atrapadas en los plexos coroideos del ventriculo lateral adyacentes a la fimbria trasplantada que
expresan PLP.

(G): Control de la inmunorreaccion para descartar posibles reacciones cruzadas y solapamiento de canales de emisién de
fluorescencia: MSC (verde) en contacto con un oligodendrocito maduro que expresa PLP (rojo).

(H-J): Células trasplantadas en la trayectoria de inyeccion identificadas por inmunomarcaje del haplotipo H2d® (rojo) en
las que algunas de ellas expresan PLP (verde).

(K-N): Trasplante en la fimbria de MSCs obtenidas de la médula 6sea de un raton GFP/PLP-dm20 (linea verde
discontinua). Los recuadros muestran una célula control en el cuerpo calloso que Unicamente expresa PLP (L), y dos
células (m y n) doblemente positiva para GFP/PLP-dm20 (fluorescencia intrinseca verde) y PLP (inmuno fluorescencia
roja).

Escala: 5 um en A-C; 25 pm en D-J y L-N; 100 pm en K. Spp: superposicién canal verde y canal rojo.
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3.- EL TRASPLANTE DE MSCs AUMENTA LA VELOCIDAD DE CONDUCCION EN
LAS FIBRAS DESMIELINIZADAS.

3.1.- VELOCIDAD DE CONDUCCION.
Para comprobar que la mielina regenerada en la periferia del trasplante es funcional, se midié la
velocidad de conduccion de los axones que discurren cercanos al trasplante, lugar donde la

expresion de MBP y PLP es méaxima (ver apartado material y métodos).

En los registros obtenidos con electrodos localizados en la periferia del trasplante en fimbrias
experimentales o zonas equivalentes en el resto de los grupos control, se identificaron
electrofisiolégicamente dos poblaciones diferentes de axones que corresponden a fibras de
conduccion rapida y lenta (Figura R14A). En un ratén Normal no desmielinizado la velocidad de
conduccion media de estos componentes es de 1 y 0.4 m/s respectivamente (a temperatura

ambiente).

El impulso correspondiente a las fibras de conduccion lenta desaparece si el registro se realiza
en la zona de la fimbria méas cercana al hipocampo (Figura R14B), sugiriendo que en dicha zona
unicamente hay fibras de conduccién rapida, o en el supuesto que si las hubiera, dichas fibras de

conduccion lenta no transcurririan por la fimbria caudal, lugar donde se realizan los estimulos.

A Figura R14: Patron electrofisiologico de la fimbria.
0.1 mV
(A): Se detectaron dos tipos de fibras: rapidas (punta de
e o4 flecha roja) y lentas (punta de flecha amarilla).
1 2ms
(B): Si el estimulo se realiza cercano al hipocampo,

desaparece el registro de las fibras de conduccion lenta.

En el eje vertical se representa la amplitud de voltaje

B detectado en milivoltios. En el eje horizontal el tiempo en
PAY milisegundos. La flecha quebrada indica el momento en el
I que se produjo el estimulo.

Los registros de velocidad de conduccion obtenidos para los diferentes grupos experimentales se
representan en la figura R15 para las fibras de conduccion rapidas (R15A) y para las lentas
(R15B). Los axones del grupo Normal (linea y barra negra) presentan una velocidad media de
conduccion del impulso nervioso proxima a 1m/s para las fibras de conduccion rapidas y 0.4m/s

para las fibras de conduccion lenta (n=7).

No existen diferencias significativas entre la velocidad de conduccion del grupo Control (barras

azules) y Operado Sham (barras amarillas), en relacion al grupo Normal (linea y barra negra).
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Ademas, en todas las regiones de la fimbria analizadas, dentro de los grupos Normal, Control y
Operado Sham, la velocidad de conduccién es similar. Por este motivo solo se muestran (Figura
R15) los valores obtenidos en las regiones Rostral (R) y Caudal (C).

Sin embargo, en el grupo trasplantado con MSCs (linea y barra verdes), la velocidad de
conduccion de las fibras de conduccién rapida de la zona rostral de la fimbria, mas cercanas a la
comisura del fornix y donde la intensidad de inmunomarcaje de proteinas de mielina es mayor
(ver apartado 5.2), se incrementa hasta 2.4 veces (t=3.67; p valor=0.004) respecto a lo
observado en los grupos Control, Operado Sham y curiosamente, también el grupo Normal
(Figura R15A): Barra verde “R”; 2.20 + 0.44 m/s (n=8) vs 0.91 £ 0.10 m/s en el grupo Operado
Sham (n=3).

En la zona caudal de la fimbria trasplantada con MSC, la velocidad de conduccién también se ve
incrementada respecto a los otros grupos, aunque no de forma estadisticamente significativa:
1.13+£0.19 m/s (n=8) vs 0.85 £ 0.12 m/s en el grupo Operado Sham (n=3).

La velocidad de conducciéon de las fibras de conducciéon lenta (Figura R15B) no presenta
variaciones en ninguna condicion experimental, sugiriendo que estas fibras no ven alterado su
patron de conduccion tras el trasplante, bien porque fisiolégicamente son fibras amielinicas, o

bien porque no han sido remielinizadas tras el trasplante.

3 1 Fibras de conduccion rapidas A 3 | Fibras de conduccion lentas B
*

N
|
N

-
I
L

-h

Velocidad de conduccidon axonal (m/s)
Velocidad de conduccion axonal (m/s)

A

MSC NORM CNTROL SHAM

MSC NORM CNTROL SHA
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{ Figura R15 (pagina anterior): Velocidad de conduccion del potencial de accion axonal Il.

(A) Histograma que representa la velocidad de conduccién de las fibras rapidas en el grupo Trasplantado con MSCs
(barra verde), Normal (barra negra), Control (barra azul), y Operado Sham (barra amarilla) en regiones de la fimbria
rostral (R) o caudal (C) al trasplante. La linea roja marca el valor del grupo normal (1 m/s las fibras de conduccion rapida
y 0.4 m/s las lentas).

(B): velocidad de conduccion de las fibras lentas.

3.2.- ALTERACIONES ESTRUCTURALES AXONALES.

Teniendo en cuenta que la velocidad de conduccion de un axén viene determinado por el grosor
de la vaina de mielina y el diametro axonal, se midieron estos parametros en la zona periférica al
trasplante. De esta forma se pretende averiguar por qué se incrementa la velocidad de
conduccion en el grupo Trasplantado con MSCs a valores que llegan a ser superiores incluso
que la velocidad de conduccion normal y del mismo modo, obtener respuesta a por qué el
tratamiento desmielinizante con cuprizona apenas varia la velocidad de conduccién respecto a la

normal, al menos en nuestras condiciones experimentales o temporo-espaciales.

Para ello se cuantificé el diametro axonal y el grosor de la vaina de mielina en el grupo
Trasplantado con MSCs o regién equivalente en los restantes grupos y los valores obtenidos

fueron comparados con el grupo Normal.
3.2.1.- DIAMETRO AXONAL.

El didmetro axonal se incrementa un 17.05% + 0.31 en el grupo Control respecto al grupo Normal
debido posiblemente a la afectacién del tratamiento desmielinizante. En el grupo Operado Sham
el diametro se incrementa significativamente hasta el 50.46% + 5.78 (1=2.85; p valor=0.046)
respecto al grupo Normal, ya que en este caso el proceso desmielinizante se ve agravado por las
lesiones inducidas en el procedimiento quirirgico. De forma similar, en el grupo trasplantado con
MSCs el diametro axonal es 29.93% * 0.19 (t=4.66; p valor=0.002) superior al Normal (Figura
R16 A-E): Trasplantado con MSC: 18.15 £ 0.30; Operado Sham: 21.01 £+ 4.81; Control 16.35
0.69; Normal: 13.97 £ 1.65.

Estos resultados indican que las fibras que han recibido un tratamiento desmielinizante y
posteriormente una lesién quirdrgica tienden a tener un diametro mayor, aunque este incremento
no es estadisticamente significativo comparando el grupo Operado Sham con el grupo Control
(t=2.85; p valor=0.056).

3.2.2.- GROSOR DE LA VAINA DE MIELINA.

Por otro lado, en el grupo Control y Operado Sham, el grosor de la vaina de mielina disminuye un

-14.13% + 0.27 y un -22.44% + 0.25 respectivamente, mostrando que efectivamente, el
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tratamiento con cuprizona afecta al grosor de la vaina de mielina estadisticamente significativo
(t=-25.71; p valor=0.0002). No existen diferencias significativas entre los grupo Operado Sham y
Control (t=2.22; p valor=0.077)

Sin embargo, en el grupo trasplantado con MSCs el grosor de la vaina de mielina no solo
recupera los valores normales sino que se ve incrementado un +2.90% + 0.04 respecto a los
valores Normales (t=0.53; p valor=0.61), (Figura R16 A-D y F): Trasplantado con MSC: 7.02 +
0.28; Operado Sham: 5.29 + 0.12; Control 5.86 + 0.25; Normal: 6.82 + 0.07.

3.2.3.- G-RATIO.

El G-ratio es un indice de correlacion entre el diametro axonal y el grosor de la vaina de mielina
(Chomiak & Hu, 2009). Este valor se incrementa en los tres grupos respecto a los valores
normales (Figura R16G): Trasplantado con MSC: 2.60 + 0.08; Operado Sham: 3.98 £ 0.99;
Control 2.81 £ 0.19; Normal: 2.05 + 0.26.

Pese a tener diametros axonales similares, el menor grosor de la vaina de mielina del grupo
Operado Sham respecto al grupo Trasplantado con MSC, explica el mayor incremento en el G-

ratio observado en el primero.

En resumen, estos resultados sugieren que el tratamiento con cuprizona afecta negativamente al
grosor de la vaina de mielina sin decremento en la velocidad de trasmision debido posiblemente
al aumento del diametro axonal. Por otro lado, el aumento en la velocidad de conduccién del
grupo Trasplantado con MSCs respecto a los valores normales de conduccién indican la
presencia de mecanismos regulatorios complejos e interdependientes sobre el control del grosor

de la vaina de mielina y del diametro axonal (ver discusion).

Figura R16 (pagina siguiente): Alteraciones estructurales axonales.

(A-D): Secciones de ultramicrotomo perpendiculares al eje longitudinal de la fimbria. Las zonas estudiadas corresponden
a las regiones registradas mediante electrofisiologia en los grupos Normal (A), Control (B), Operado Sham (C) y
Trasplantado MSC (D). El grupo Control presenta una envoltura mielinica mas fina y menos compacta que en condiciones
normales. El grupo Operado Sham y Trasplantado MSCs se caracterizan por la existencia de axones de mayor diametro
que en condiciones normales (cabezas de flecha en C y D respectivamente). Sin embargo la vaina de mielina es mas
compacta y gruesa en el grupo Trasplantado con MSCs.

(E-G): Histograma del diametro axonal (E), grosor de la vaina de mielina (F), y G-ratio (G) en el grupo Normal (barra
negra), Control (barra azul), Operado Sham (barra amarilla) y Trasplantado con MSCs (barra verde). La linea roja sefiala
el valor normal.

Escala: 5 ym en A-D. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
~

137



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

.
ot

NORMAL |

-
Tl em .-
- -

'l.'l'! [ Yt

30 - E
E 3 7 4
25 ’qm? 5
|
\gzo- * % = | 4 -
s e
= &4 C o
815— EI4— 42-33- Ea
x Q 1
g T3 o
510- g 2 -
£ 82
© H
A 5- 2 1
o1 -
S
(G]
0 0 0 -

4.- EL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES LIBERA FACTORES
IMPLICADOS EN PROLIFERACION, SUPERVIVENCIA Y DIFERENCIACION DE
CELULAS PROGENITORAS DE OLIGODENDROCITOS.

Para esclarecer los mecanismos por los que el trasplante de MSCs incrementa la atraccion de
CPOs, la formacion de mielina y el aumento de la velocidad de transmisién, se identifico el
secretoma de estas células en las condiciones previas y posteriormente al trasplante.

Se pretende de este modo determinar la capacidad de produccién de factores solubles capaces

de activar la proliferacion, supervivencia y diferenciacion de CPOs propios del huésped liberados
por las MSCs en estas dos condiciones.
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4.1.- SECRETOMA DE LAS MSCs EN CULTIVO.

RESULTADOS

Se identificd la presencia del transcrito del gen ubicuo B-actina como control general de las

reacciones, mientras que los transcritos de las moléculas CD90 y CD44 se utilizaron como

controles especificos al ser marcadores propios de las MSCs. La presencia del transcrito de

ciclina en las células trasplantadas indica que las células contindan replicandose en cultivo en el

momento previo al trasplante y que por tanto no estan en estado senescente. Se identifico la

presencia de transcritos de los siguientes factores troficos que se sabe son capaces de inducir

remielinizacion: PDGF, BDNF, IGF, FGF2, EGF, NGF-3, GDNF,

NT3y NT4/5 (Figura R17).
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{ Figura R17 (pagina anterior): Analisis transcripcional de las MSCs en Cultivo.

En los graficos se muestra el resultado de amplificacién de los transcritos mediante PCR. El resultado de la reaccion fue
analizado semicuantitativamente mediante el software de analisis de gel QlAxcel. En el eje vertical se muestra las
unidades de fluorescencia detectada que es directamente proporcional a la cantidad de DNA amplificado. En el eje
horizontal se representa el tiempo que tarda en aparecer el amplificado a estudiar, directamente proporcional a su tamafio
molecular. En todas las reacciones se afiaden dos patrones de pesos moleculares: el mas pequefio de 15kb aparece a
los 3.3 minutos, y el mas grande de 1000kb a los 6.5 minutos. La linea azul sefiala el umbral para considerar un
amplificado positivo descartando el ruido de fondo. Debajo de cada grafica se adjunta la representacion digitalizada de la
separacion de fragmentos, en el que los mas pequerios se situan a la izquierda al ser los primeros en aparecer.

4.2.- SECRETOMA DE LAS MSCs TRASPLANTADAS.

Adicionalmente se estudié la produccién de estos factores tréficos 90 dias después de haber
realizado el trasplante en la fimbria mediante inmunohistoquimica y PCR cuantitativa.

Se observé un incremento respecto al grupo Normal en la expresion de NT3 (2.20 + 0.20 ua),
NT4/5 (2.06 + 0.30 ua), NGF-B (2.25 £ 0.20 ua) y PDGF (2.11 £ 0.40), asi como el receptor de
baja afinidad del factor de crecimiento nervioso NTFR-p75, pero no BDNF, GDNF y NTN (Figura
R18A y B), comprobando de este modo que tras el trasplante hay ganancia de expresion de NT3,
pero a su vez pérdida de IGF y BDNF (n=4).

En la fimbria Control (contralateral al trasplante, n=7), al igual que el grupo Operado Sham (n=3),

la expresioén de estos factores es igual al grupo normal (n=3).

A ___PDGF | NGFB | Pp75-NTFR
e i ' § - ”

TRASPLANTE MSCs

CONTROL
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‘Figura R18 (junto a pagina anterior): Analisis inmunohistoquimico de varios factores tréficos en la fimbria
trasplantada con MSCs en relacion a la fimbria Control.

(A) Existe sobreexpresion de NT4/5, NT3, PDGF, NGF-B y p75-NTFR.

(B) No se detecto expresion de BDNF, GDNF e IGF.

(C) Histograma que cuantifica la inmunorreactividad de los factores troficos en (A) relativo al Control (linea roja).
Escala: 50 pm.

Ademas FGF2, factor de crecimiento implicado en proliferacion, supervivencia, diferenciaciéon y
neuroproteccion de células neurales embrionarias y adultas (Reuss et al., 2003), capaz de inducir
remielinizacién en ratones tratados con cuprizona (Kumar et al., 2007), esta sobre-expresado
respecto al grupo Normal, un 229% * 18 en el grupo Trasplantado con MSCs (n=5), 127% + 9 en
el grupo Control (n=8) y 130% % 33 en el grupo Operado Sham (n=3); (Figura R19A). Esto
significa que el trasplante de MSCs incrementa la expresién de FGF2 en la fimbria trasplantada
1.75 veces (t=3.06; p valor=0.022).

Por otro lado IGF-1, otro factor trofico implicado en remielinizacion, aumentd su expresion
respecto al grupo Normal, un 452% * 50 en el grupo Trasplantado con MSCs (n=5), 112% + 6 en
el grupo Control (n=8), y 218% + 68 en el grupo Operado Sham (n=3); (Figura R19B). Por tanto,
el trasplante de MSCs IGF-1 en la fimbria trasplantada 2 veces (t=2.32; p valor=0.04).
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* ) — Figura R19: Andlisis de expresion
/R de FGF2 (A) e IGF (B) mediante
PCR en tiempo real en las fimbrias
del grupo Trasplantado con MSCs
(barras verdes), Operado Sham
(barras amarillas) y Control (barras
azules).
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5.- LAS CELULAS MESENQUIMALES ESTIMULAN LA DIFERENCIACION Y
MIGRACION OLIGODENDROGLIAL DESDE LA ZONA SUBEPENDIMARIA Y EL
GIRO DENTADO DEL HIPOCAMPO.

Los resultados mostrados anteriormente muestran un reclutamiento de CPOs en la fimbria
debido al efecto paracrino que ejercen varios de los factores tréficos liberados por las MSCs
trasplantadas. Habiendo descartado su origen mediante la transdiferenciacion de las MSCs,
posiblemente las CPOs provienen de nichos neurogénicos la zona subependimaria y el giro
dentado del hipocampo. Esta circunstancia se debe a que la superficie ventricular del cuerpo
calloso, del septo caudal y la fimbria coinciden en el polo dorso-caudal del ventriculo lateral, el

cual discurre sobre la superficie ventricular de la formacién hipocampal.

En este apartado se presté especial atencion en la actividad de estos nichos neurogénicos del
sistema nervioso central adulto 90 dias después de haber realizado el trasplante de MSCs.

5.1.- ZONA SUBEPENDIMARIA.

Se dividi6 la zona subependimaria en tres regiones: rostral (R), medial (M) y caudal (C). Esta

zona de estudio comprende el origen rostral de los ventriculos laterales (inicio del nivel R), hasta
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los niveles donde se localiza el trasplante en la fimbria (final del nivel C) (ver apartado 12.4 de
material y métodos). Se cuantificé el nUmero absoluto de células que residen en este nicho

neurogénico, asi como la densidad celular (Figura R20A y B).

En un raton Normal (barra gris, n=6), el nimero de células es mayor en la regién R de la zona
subventricular (195 céls + 4.66) frente a la region M (147 céls + 0.25) y C (162 céls + 5.83),
siendo no significativas las diferencias entre estas dos ultimas. Sin embargo la densidad celular
se mantiene constante en todos los cortes analizados (R=112 céls/pm2 + 3.52; M=90 céls/um2 +
7.63; C=105 céls/um? £ 6.20).

En el grupo Operado Sham (barra amarilla, n=4), el nimero de células en la zona R es similar al
grupo Normal (205 céls + 10.34), pero en los niveles M y C hay un mayor nimero de células
respecto al grupo Normal (205 céls + 19.39 y 192 céls + 3.81 respectivamente). Por el contrario,
la densidad celular es menor en los tres niveles (R=115 céls/um2 + 3.76; M=98 céls/|.|m2 + 4.39;
C=92 céls/um®+ 1.42).

En el caso del grupo Trasplantado con MSCs (barra verde, n=7) existe un decremento
significativo del nimero de células en las tres zonas respecto al grupo Normal (p valor=0.015) y
al grupo Operado Sham (p valor=0.03), siendo estas diferencias mas acusadas en el nivel C mas
cercano al trasplante (R=123 céls £ 8.89; M=120 céls + 13.33; C=99 céls £ 12.24). Igualmente
hay una disminucién en la densidad celular en esta estructura siendo la zona mas cercana al
trasplante la mas despoblada con abundantes espacios acelulares (R=92 céls/pm2 + 3.01; M=83
céls/um?+ 15.91; C=72 céls/um®+ 9.79).

La disminuciéon de la poblaciéon celular en la zona subventricular préxima al trasplante es
compatible con una movilizacién de progenitores de esta area hacia el trasplante por el efecto
quimiotactico que presentan algunas de las moléculas secretadas por las MSCs trasplantadas.

Ademas, este efecto no se observa en el grupo Operado Sham.
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i,
{ Figura R20 (junto a pagina anterior): Zona subventricular.

(A, B): Histograma mostrando el niumero absoluto de células (A) y la densidad celular (B) en las regiones rostral “R”,
medial “M” y caudal “C” de la zona subventricular derecha en el grupo Trasplantado con MSCs (barra verde), Operado
Sham (barra amarilla) y grupo Normal (barra negra). El ventriculo lateral izquierdo no presenta diferencias significativas
respecto al derecho dentro de un mismo grupo. El grupo Trasplantado con MSCs presenta significativamente menos
células comparado con el Operado Sham (p valor = 0.003) y con el grupo Normal (p valor = 0.015). En el grupo Operado
Sham se evidencia un aumento sobre el valor normal en el nimero de células en secciones proximas al lugar de lesién (p
valor = 0.049) sin embargo, no se acompafia de un incremento en la densidad celular, sugiriendo un aumento de volumen
en la regién analizada.

(C, D): Tincion nuclear de la region estudiada en el grupo Trasplantado con MSCs (C) y Operado Sham (D). El descenso
en el nimero absoluto y de la densidad celular en el grupo trasplantado con MSCs se acomparia de abundantes espacios
acelulares que no se observan en el resto de los grupos (asterisco amarillo en C).

VLd: ventriculo lateral derecho. Escala: 25 um.

Observando el subepéndimo del ventriculo lateral, se puede identificar histolégicamente en todos
los animales trasplantados, CPOs inmunorreactivas para NG2 que migran desde este nicho
(zona subependimaria supero-lateral del nivel “R” del ventriculo lateral), hacia la fimbria
trasplantada (periferia del trasplante en el nivel “C”") sin apenas invadir el alveus u otras
estructuras corticales hipocampales (Figura R21). Estas células presentan prolongaciones
citoplasmaticas con una misma orientacion que discurre rostro-medial a caudo-lateral sugiriendo
una fuente comun de atraccion (Figura R21D) y no aparecen en la fimbria lateral (grupo Control)

donde no se han trasplantado MSCs (Figura R21H).

Para confirmar que el origen de estas CPO se situa en la zona subependimaria, se ha analizado
la expresion de Nilo1, un marcador especifico de los precursores neurales de la zona
subependimaria (Del Valle et al., 2010). Practicamente el 100% de las CPOs que expresan NG2
también expresan Nilo1 confirmando que el origen de éstas células es este nicho neurogénico
(Figura R22).
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{ Figura R21 (junto a pagina anterior): Migracion de CPO hacia el trasplante.

Secciones coronales del ventriculo izquierdo Control (A, H) y del derecho, Trasplantado con MSCs en la fimbria (B-G)
mostrando CPOs inmunorreactivos para NG2 migrando rostro-caudalmente en el lado donde se ha realizado el trasplante
de MSCs.

La activaciéon de los CPOs ocurre en las regiones supero-laterales del ventriculo lateral, y discurre en direccion rostro-
caudal bordeando el ventriculo lateral hasta alcanzar la fimbria (B, C, E y G son secciones consecutivas rostro-
caudalmente). En (G) se observan CPOs NG2+ rodeando el trasplante de MSCs (estrella) y la extensa activacion de la
zona subependimaria hipocampal adyacente. Las zonas subependimarias no trasplantadas (control) no presentan
predendrocitos activados (A y H).

(D y F): Imagen magnificada de los recuadros en (C) y (E) respectivamente. En ellos se observa la polaridad de las
prolongaciones de los predendrocitos en direccién a la fimbria trasplantada.

(I): Representacion esquematica del proceso descrito y la distribucion espacial de las imagenes observadas en (B, C, E,
G).

Fi: fimbria; Hi: hipocampo; Iv: ventriculo lateral; sez: zona subependimaria; VLd: ventriculo lateral derecho; VLi: ventriculo
lateral izquierdo. Escala: 50 yum en D, H; 75 um en F; 100 um en A-C, E, G.

5.2.- GIRO DENTADO DEL HIPOCAMPO.

En cortes longitudinales de la capa subgranular del giro dentado del hipocampo se pone de
manifiesto la estrecha relacién que presenta este nicho neurogénica con el lugar de la fimbria

donde se ha realizado el trasplante.
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Figura R22: Origen de las CPOs. Analisis inmunohistoquimico de las CPOs NG2+/Nilo1+.

(A, B): Control positivo de Nilo1 en células NG2. Células Nilo1+ (B) en el camino migratorio rostral no expresan NG2 (A).
(C, D): Control negativo de Nilo1 en células NG2. CPOs NG2+ en el fornix que no expresan Nilo1.

(E-G): Microscopia confocal de una célula NG2+/Nilo1+ de la zona subependimaria mostrando la colocalizacion de
marcaje.

(H) CPOs NG2 y Nilo1+ en la periferia del trasplante demostrando el origen subventricular de estas células.

Escala: 50 ym en A-D, H; 5umen E, F.

147



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

Al igual que ocurre con la zona subependimaria, se observa un incremento en el niumero de
células subgranulares del giro dentado del lado trasplantado respecto al lado contralateral (Figura
R23A y B). Ademas, la zona proximal de la fimbria mas cercana al giro dentado, presenta una
mayor intensidad de expresién de MBP respecto a zonas mas distales (Figura R23C y D). Por
otro lado, las células NG2 del giro dentado del hipocampo expresan con mayor intensidad esta

glicoproteina cuanto mas proximo se encuentran al trasplante de MSCs (Figura R24 A-E).
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e Fi . '
v Rostro-Medial ' Fi
Caudo-Lateral

E Figura R23: Intensidad de marcaje de MBP segun la proximidad al Giro
Dentado. (A, B): Secciones horizontales del complejo fimbria-hipocampo
en el grupo Control (A) y Trasplantado con MSCs (B) mostrando la estrecha
relacion en la que se encuentran el giro dentado y la fimbria. En azul
marcaje nuclear con DAPI.(C-E): En el grupo trasplantado con MSCs
existen diferencias en la intensidad de marcaje de MBP (rojo) siendo las
zonas mas proximas al giro dentado (C) las que expresan mas inten-
samente MBP respecto a areas caudales (D) mas proximas al hipocampo.
(E): Representacién esquematica de una seccién horizontal que muestra el
lugar del complejo fimbria-hipocampo del que se han tomado las imagenes
(C) y (D) (recuadros rojos “c” y “d” respectivamente). cc: cuerpo calloso;
CPu: Caudatus Putamen; cx: cortex; Fi: fimbria; GD: giro dentado; Hi: hipo-
campo; Ms: mesencéfalo; VLd/i: ventriculo lateral derechol/izquierdo; 3V:
tercer ventriculo. Escala: 50 um.
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Figura R24: Giro dentado I.

Activacion de progenitores de oligodendrocitos en
varias estructuras hipocampales cercanas a la fimbria
trasplantada (B, D, E). En el grupo control no ocurre
esta reactivacion (A, C).

CA1, 3: asta de Amén areas 1y 3; Fi: fimbria; GD gr:
capa granular del giro dentado; GD mo: capa
molecular del giro dentado; GD mu: capa multiforme
del giro dentado; HIP mol: capa molecular del
hipocampo; HIP pir: capa piramidal del hipocampo;
VLd: ventriculo lateral derecho; VLi: ventriculo lateral
izquierdo.

Escala: 100 um en A, B; 50 pm en C-G.
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Mediante microscopia electrénica se pueden identificar células que migran desde el polo distal
subgranular a través de la region subependimaria de la fimbria (Figura R25 A-D) donde colonizan
el parénquima de fibras nerviosas de la fimbria. Ademas, estas CPOs extienden prolongaciones
que envuelven axones de forma similar a los procesos que emiten los oligodendrocitos

mielinizantes (Figura R25 E-F). Estas células de la zona subgranular no expresan Nilo1.
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{ Figura R25 (pagina anterior): Giro dentado Il.

(A): Imagen reconstruida de secciones semifinas sagitales del complejo fimbria-hipocampo mostrando células migrando
desde el giro dentado a la fimbria.

(B-C): Imagenes ampliadas de los recuadros “b” y “c” en (A). Las flechas rojas muestran la polaridad celular de acuerdo a
la migracion celular desde el giro dentado.

(D) Microscopia electrénica en la que se muestran CPOs en migracion hacia el trasplante.

(E): Imagen ampliada del recuadro “h” en (A). Las cabezas de flecha muestran los procesos citoplasmicos de una CPO
NG2+ envolviendo varios axones.

(F): Microscopia electronica de los procesos citoplasmicos de una CPO.

GDpo: capa polimérfica del giro dentado. Escala: 50 pym en A; 10 ym en B- D; 5um en E; 2.5 pymen F.

6.- EL FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 8, ATRAE CELULAS
PROGENITORAS DE OLIGODENDROCITOS E INDUCE REMIELINIZACION in vivo.

En estudios previos del laboratorio se ha demostrado que el factor de crecimiento de fibroblastos
8 (FGF8) interviene en la proliferaciéon y migracion radial de progenitores celulares durante el
desarrollo embrionario (ver Discusion). Ademas pertenece a la misma familia que FGF2,
directamente implicado en la maduracion de CPOs y producciéon de mielina (Furusho et al.,
2012). Por estos motivos se quiso averiguar si FGF8 también interviene y de qué forma lo hace,

en el proceso de remielinizacién que promueven las MSCs.
6.1.- ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE FGF8 EN LAS MSCs.

Se realizaron tinciones inmunohistoquimicas de las MSCs en cultivo previo a la realizacion del
trasplante y se observd que éstas células producian y acumulaban FGF8 en el citoplasma
(Figura R26A). 90 dias después de ser trasplantadas en la fimbria, las MSCs mantienen cierta
cantidad de FGF8 en el interior de su citoplasma (Figura R26B y C), sin embargo también existe
un gradiente de difusién extracelular de este factor tréfico en la periferia del trasplante que se
distribuye por la fimbria trasplantada. Estos datos sugieren que el FGF8 es liberado de las MSCs
al tejido extracelular adyacente. No se detecta inmunohistoquimicamente FGF8 en la fimbria
control (Figura R26D).

Figura R26 (pagina siguiente): Expresion de FGF8 en las células madre mesenquimales.

(A, B): Inmunomarcaje de las MSCs en cultivo (A) y después (B) del trasplante en la que se observa FGF8 acumulado en
el citoplasma. En (B), la expresion de FGF8 presenta un gradiente desde el trasplante hasta el tejido periférico (flechas).
(C): Detalle del lugar trasplantado (recuadro en B) en la que se sefialan MSCs inmunorreactivas para FGF8 (puntas de
flecha).

(D): La fimbria trasplantada no sintetiza FGFS8.

VLd/i: Ventriculo lateral derechol/izquierdo. Escala: 50 ym.
v
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Pese a que las MSCs han sintetizado y almacenado FGF8 en su citoplasma, la transcripcion
génica de este factor trofico se encuentra reprimido en el momento previo al trasplante ya que no
se detecta amplificacion de mRNA de FGF8 en éstas células (Figura R27A). Sin embargo, es
l6gico pensar que hubo transcripcion y traduccion de este factor tréfico en algin momento previo
al cultivo celular, posiblemente previamente a la extraccion de las células en su nicho celular de
origen en la médula 6sea.

Esta represion puede ser consecuencia de la existencia de sprouty 2 (SPY2), una proteina
implicada en la ruta de regulacion de FGF8 que inhibe la transcripcién de este factor trofico. El
mRNA de esta proteina reguladora se encuentra presente en las células en cultivo (Figura
R27B).

Tras 90 dias de haber realizado el trasplante de MSCs o equivalente en el resto de los grupos,

se purificod el MRNA de la fimbria y se analizé mediante PCR en tiempo real.

De modo similar a lo que ocurre en cultivo de MSCs, la expresion de mRNA de FGF8 en las
células trasplantadas se encuentra inhibida significativamente un -62% * 3 respecto al grupo

Normal (t=-4.40; p valor=0.012), mientras que en las fimbrias del grupo Control (fimbria
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contralateral al trasplante) se incrementa de modo significativo un 112% + 18 frente al grupo
Normal aunque, igual a lo que ocurre en cultivo, no hay sintesis de proteina FGF8 detectada
inmunohistoquimicamente. Por otro lado, el grupo Operado Sham no presenta diferencias
significativas en la expresion de FGF8 respecto al ratén Normal (4.8% = 2.7) sugiriendo que este

proceso es independiente a la lesién provocada por el proceso quirdrgico (Figura R27C).

Paralelamente a estos resultados, se estim6é que la expresion de SPY2 se encuentra
incrementada un 64% + 5 en el grupo trasplantado con MSCs (t=4.57; p valor=0.010), mientras
que en el grupo Control, (donde si se detecta mRNA de FGF8), apenas varia la expresion de
SPY2 respecto al grupo normal (9% = 6). Algo parecido ocurre en el grupo Operado Sham (19%
+ 11), sugiriendo que las MSCs son las células responsables de la expresién de SPY2 en la
fimbria (Figura R27D).

Al analizar la relacion existente entre la expresién de SPY2 y FGF8 en cada individuo de los
diferentes grupos estudiados, se encontré una cierta correlacion inversa entre ambos con
r?=0.77, de modo que en las muestras con mayor expresion de SPY2 hay menos expresion de
FGF8 y viceversa (Figura R27E).

6.2.- CAPACIDAD DE RESPUESTA DE LAS CPO FRENTE A LA SENALIZACION POR FGFS8.

Si el FGF8 liberado por las MSCs trasplantadas ejerce un efecto a distancia sobre las CPO del
husped, éstas han de tener las rutas de senalizacién intracelular dependientes de la unién de
FGF8 a su receptor activas. Efectivamente, las CPOs que migran desde los nichos neurogénicos
y las que rodean al trasplante expresan el producto de sefalizacién intracelular de FGF8 fosfo-
ERK (Figura R28) sugiriendo que estas células tienen activa la cascada de sefalizacion cuyo
origen es la unién de FGF8 a sus receptores de membrana. Esto significa que las CPO

responden a la presencia de éste factor trofico a distancia.

Figura R27 (pagina siguiente): Cuantificacion de la producciéon de FGF8.

(A, B): analisis semicuantitativo de la expresion de mRNA de FGF8 analizado mediante PCR de FGF8 (A) y sprouty2 (B)
en células en cultivo en el momento previo del trasplante. Se observa que las MSCs son trasplantadas con la expresion
de FGF8 ya inhibida. Se considera que ha habido amplificacién cuando las unidades de fluorescencia que emite el
amplificado supera la linea azul (asterisco). Flanqueando al amplificado, aparecen los patrones de pesos moleculares.

(C, D): analisis cuantitativo mediante PCR a tiempo real de la expresion de FGF8 (C) y sprouty2 (D) en un extracto de
fimbria a los tres meses después del trasplante de MSCs (barra verde), Operado Sham (barra amarilla) o grupo Control
(barra azul).Los valores se han relativizado al grupo Normal y a la expresion de B-actina como control endogeno. Se
observa un descenso significativo de la expresion de FGF8 en el grupo trasplantado con MSCs respecto al grupo Normal
(t=-4.40; p valor=0.012), mientras que la expresion de sprouty2 estad incrementada significativamente (t=4.57; p
valor=0.010). No se observan diferencias significativas comparando tanto la expresion de FGF8 como de sprouty2 en el
grupo Operado Sham con el grupo Control.

(E): Analisis de regresion lineal que muestra la relacion inversa entre la expresion de FGF8 y sprouty2 en los grupos
trasplantado con MSCs, Operado Sham y Control. Una mayor expresién de sprouty2 se correlaciona con una expresion
de FGF8 menor (*=0.77). *p<0.05; **p<0.01.

~—

153



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

A FGF8 B Sprouty?2
330 I 2
i -
= * 30
220 >
e | &
£10 £ %
i = 1.0
3 Mt || 8
200 it 0y B0 g0 20 iy S 300
3 - C ’ D|E
y=-09397x + 1,999
3 ’j’_" N K= 07635
g l § 3_2,5-
>
L 2 | 3.15- 2 ] !
[} ) &
© Q ] '
< o S5 oo
= < s
Z m L]
€ 4 £ ! ;
~§ 1 c c E 1 c Jc_‘ :E 05
0 o) QU
o Sl SHAM | VISC {1
= < &
S o
a5 0 05 1
* Expresion mRNA FGF8

6.3.- IMPLICACION DE FGF8 EN LA REMIELINIZACION.

Para esclarecer la implicacion del FGF8 en el proceso de remielinizacion, se realizaron implantes
de bolas de heparina embebidas con proteina recombinante FGF8 (grupo bFGF8) en la fimbria
de un grupo de ratones desmielinizados crénicamente con cuprizona, mientras que en el grupo

Operado Sham se implantaron bolas de heparina embebidas con PBS (grupo bPBS).
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Figura R28: Expresion del metabolito de la ruta de
senalizacion intracelular de FGF8 fosfo-ERK.

(A, B): Zona subependimaria (A) y fimbria (B) del grupo
trasplantado con MSCs donde pueden observarse
células con morfologia tipica de CPOs que expresan el
P-ERK.

(C): detalle de células que expresan P-ERK (puntas de
flecha) rodeando el trasplante de MSCs.

VLd: ventriculo lateral derecho. Escala: 50 um en A; 25
pm en B; 10 um en C.

6.3.1.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE CPOs.

Curiosamente, de modo similar a lo que ocurre con el trasplante de MSCs, 90 dias después de la
cirugia aparecen CPOs rodeando las bolas embebidas con FGF8, e incluso toman contacto con
ellas (Figura R29A). Sin embargo en el grupo bPBS no se observa este efecto (Figura R29B).

En el cortex y el cuerpo calloso del lado donde se implantaron las bolas también hay una mayor
reactivacion de CPOs debido, posiblemente, a la liberacion de FGF8 en el trayecto de la aguja de
inyeccién (Figura R29 C-E).

La presencia de CPOs en la periferia del trasplante en el grupo bFGF8 es once veces superior
(t=9.82; p valor=0.0002) frente al grupo bPBS, sin embargo estos valores tienden a ser 1.7 veces
inferior a los observados en el grupo trasplantado con MSCs presentado en el resultado 2.2,
aunque estas diferencias no son significativas (t=-1.31; p valor=0.23) (Figura R29F): Implante
bFGF8 3.06%10.15 (n=4); Implante bPBS 0.28%+0.10 (n=4); trasplante MSCs 5.23% £1.12
(n=10); Operado Sham 0.7210.17 (n=4).
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{ Figura R29 (pagina anterior): Atracciéon de CPOs inducida por FGFS8.

(A, B) Bolas de heparina (en verde) y expresion de NG2 (en rojo) en (A): fimbria tratada con bolas embebidas con FGF8
(bFGF8); y (B) embebidas con PBS (bPBS).

(C-E) Expresion de NG2 en el cuerpo calloso del grupo bFGF8 (C) y del grupo bPBS (D). En el grupo grupo bFGF8
también se incrementa la expresion de NG2 en la corteza cerebral (E).

(F): Cuantificacion de la expresion de NG2 en el grupo trasplantado con MSCs (barra verde), grupo Operado Sham (barra
amarilla), grupo bFGF8 (barra roja) y grupo bPBS (barra amarilla). Existen diferencias significativas entre el grupo bFGF8
respecto al grupo bPBS (t=9.82; p valor=0.0002). No existen diferencias significativas respecto al grupo trasplantando
MSCs (t=-1.31; p valor=0.23).

cc: cuerpo calloso. Escala: 50 pm. ***p<0.001.

6.3.2.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LA REACCION ASTROGLIAL.

Por otro lado, el grupo bFGF8 tiende a producir una reaccién glial 1.6 veces mayor que el grupo
bPBS (t=4.88; p valor=0.005). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria con el resultado

anterior, al compararlo respecto al trasplante de MSCs se observa un incremento de la reaccién
astroglial (t=1.56; p valor=0.04). (Figura R30E): Implante bFGF8 4.82% + 0.55 (n=4); Implante
bPBS 2.98% * 0.34 (n=4); grupo trasplantado con MSCs 2.93 + 0.79 (n=10); grupo Operado
Sham 1.82 £ 0.34 (n=4).
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{ Figura R30 (pagina anterior): Reaccion astroglial inducida por FGFS8.

(A-D): Imagen reconstruida de la fimbria control (A) y del grupo bFGF8 (B) donde se observa una mayor reaccién glial
(rojo) en la periferia del implante (estrella amarilla). (C): Detalle del recuadro en (B) incluyendo las bolas (verde). (D):
Detalle de nucleos talamicos ventrales a la fimbria en contacto con restos de un implante (verde) mostrando que la
reaccion glial observada no solamente se produce en la fimbria.

(E): Cuantificacion de la expresion de GFAP en el grupo trasplantado con MSCs (barra verde), Operado Sham (barra
amarilla), implantado con bolas embebidas con FGF8 (bFGF8: barra roja) e implantado con bolas embebidas en PBS
(bPBS: barra amarilla). Se observa un incremento significativo entre el grupo bFGF8 respecto al grupo bPBS (t=4.88; p
valor=0.005) y respecto a los obtenidos trasplantando MSCs (t=1.56; p valor=0.04).

VLd/i: Ventriculo lateral derecho/izquierdo; fi: fimbria. Escala: 100 ym en A, B; 50 ym en C; 25 ym en D. *p<0.05,
**p<0.01.

6.3.3.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE MIELINA.

En el grupo bFGF8 se incrementa 2.7 veces la produccion de mielina en la periferia del implante
al comparar con el grupo bPBS (t=11.75; p valor=0.0003). Ademas, estos resultados son
similares a los obtenidos el grupo trasplantado con MSCs sin evidenciar diferencia
estadisticamentes significativas entre estos dos grupos (t=-0.81; p valor=0.45), sugiriendo que
éste factor trofico puede intervenir per se en el proceso de atraccion y diferenciacion de
oligodendrocitos (Figura R31): Implante bFGF8 5.59%+0.66 (n=4); Implante bPBS 2.04% + 0.19
(n=4); grupo trasplantado con MSCs 6.43% + 0.99 (n=10); operado Sham 2.04% + 0.17 (n=4).

fi. control

158



RESULTADOS

VOLUMEN MBP EN FIMBRIA (%)
N

MSCs
Op Sham
bPBS

i

{ Figura R31 (junto a pagina anterior): Remielinizacion inducida por FGF8.

(A-C): Implante de bolas de heparina (estrella amarilla) embebidas en FGF8 en la fimbria (A). En la periferia del implante
aparecen fibras remielinizadas, hecho que no ocurre en el grupo control (B). La remielinizacién sucede incluso si el
implante se coloca en la periferia de la fimbria (C).

(D): Recuadro en (C) mostrando en detalle axones rodeados de mielina (puntas de flecha).

(E): Cuantificacion de la expresion de MBP en el grupo trasplantado con MSCs (barra verde), Operado Sham (barra
amarilla), implantado con bolas embebidas con FGF8 (bFGF8: barra roja) e implantado con bolas embebidas en PBS
(bPBS: barra amarilla). Existen diferencias significativas entre el grupo implantado con bolas embebidas en FGF8
respecto al grupo control (t=11.75; p valor=0.0003). No hay diferencias significativas al comparar estos valores respecto a
los valores obtenidos trasplantando MSCs (t=-0.81; p valor=0.45).

VLd/i: ventriculo lateral derechol/izquierdo; fi: fimbria. Escala: 50 ym en A-C; 20 ym en E. ***p<0.001
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SECCION B:
TRASPLANTE DE CELULAS

MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL Y
LIGAMENTO PERIODONTAL.
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1. - LAS CELULAS TRASPLANTADAS ADQUIEREN MORFOLOGIA FUSIFORME Y
MIGRAN HACIA ESTRATOS INFERIORES.

Se trasplantaron 100.000 células del ligamento periodontal (hPOL-SCs) o células de la pulpa
dental humanas (hPD-SCs) resuspendidas en un volumen final de 2ul. Estas células fueron
transfectadas por un plasmido que les otorga la capacidad de expresar constitutiva y
ubicuamente la proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de CMV (ver apartado
2.2 de Material y Métodos).

La cirugia se llevo a cabo sobre ratones inmunodeprimidos Hsd (Athtimic Nude-Foxn1 nu/nu)
que, al igual que en la seccion anterior, fueron previamente tratados con Cuprizona durante doce

semanas para conseguir un estado de desmielinizacion cronica de idénticas caracteristicas.

La cirugia se realizé en la fimbria derecha en las coordenadas estereotaxicas descritas en el
apartado 6.4.2 de Material y Métodos. Transcurridos 90 dias tras la cirugia, las células
trasplantadas adquieren una morfologia fusiforme propia de células en migraciéon, con una
prolongacion apical y otra caudal que se orientan paralelas al plano coronal (Figura R32A y B).
Ademas, también es posible observar varias células con escasas y finas prolongaciones
integradas en los estratos inferiores de la zona subependimaria del tercer ventriculo (Figura
R32C). Llama la atencion la existencia en el lugar del trasplante de cuerpos globulares
autofluorescentes para todos los canales de fluorescencia (Figura R32 D-E) que corresponden a
restos apoptéticos de las células trasplantadas. Esta mortalidad es mayor en el trasplante de

células de la pulpa dental que el de ligamento periodontal.

En todos los casos analizados se observa un cordon de células fusiformes orientado en una
misma direccion dorso-ventral siguiendo las vias cértico-medulares. Ademas, estas células
siempre se situan en estratos inferiores al lugar original del trasplante, donde Unicamente quedan
algunas células que no han migrados junto a los restos celulares autofluorescentes. Las células
trasplantadas que se integran en este cordéon poseen una prolongacion de avance muy
desarrollada a modo de guia o sensor de migracién. Ademas, el frente migratorio se encuentra
rodeado de una matriz fibrosa N-CAM, una molécula de la matriz extracelular implicada en la
adhesion durante la migracion celular (Figura R33) pudiéndose observar estrechos vinculos entre
las prolongaciones de avance de las células trasplantadas con dicha matriz fibrosa de N-CAM
(Figura R33F).
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lig. GFP

Figura R32: Caracteristicas de las células trasplantadas. Localizacién y supervivencia.

(A): Imagen a bajo aumento del lugar de inyeccién de las células en la fimbria derecha (estrella).

(B): Las células trasplantadas presentan una morfologia fusiforme paralelas al plano coronal.

(C): Es posible encontrar células trasplantadas en estratos ventrales proximos a la zona subependimaria del tercer
ventriculo.

(D, E): En el lugar del trasplante hay restos celulares autofluorescentes para todos los canales de fluorescencia propios
de apoptosis celular.

En azul tincion nuclear DAPI. Fi: fimbria; gd: giro dentado; Hi: hipocampo; VLd: ventriculo lateral derecho; lig: células del
ligamento periodontal. Escala: 100 um en A; 25 ym en C-E.

Figura R33 (pagina siguiente): Caracteristicas de las células trasplantadas. Migracion.

(A-C): Las células trasplantadas migran a través de un frente de matriz extracelular formado por N-CAM (B). La flecha
punteada indica la polaridad de las células.
(D-F): Detalle del recuadro en C donde se observan estrechos contactos de la matriz N-CAM y las células.

En azul tincién nuclear DAPI. Lig: células del ligamento periodontal; spp: superposicion. Escala: 50 um en A-C; 10 ym en

D-F.

T—
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lig. GFP

lig. GFP

2.- ESTUDIO DE MARCADORES CELULARES.

2.1.- ESTUDIO DE MARCADORES MESENQUIMALES.

Las células del ligamento periodontal y de la pulpa dental humanas trasplantadas son
inmunorreactivas para Stro1 (Figura R34 A-E), CD90 (Figura R34 F-H), y CD44 (Figura R34 I-N),
moléculas que caracterizan las células de la estirpe mesenquimal propias de estos tipos
celulares. El inmunomarcaje presenta unos limites muy definidos que la separan del resto de

tejido nervioso (linea punteada en Figura R34B y C).

Figura R34 (pagina siguiente): Las células del ligamento periodontal estan inmersas en una matriz de origen
mesenquimal.

(A-K): Las células del ligamento periodontal se encuentran inmersas en una matriz inmunorreactiva frente Stro1 (A-E),
CD90 (F-H) y CD44 (I-K), todos ellos marcadores caracteristicos de células de la estirpe mesenquimal. Las células
trasplantadas expresan débilmente éstos marcadores. La linea punteada en B y C sefiala el limite de ésta matriz que la
separa del resto del parénquima nervioso. (D, E): detalles del recuadro en B y C respectivamente.

(L-N): Las células de la pulpa dental solo expresan débilmente el marcador mesenquimal CD44.

En azul marcaje nuclear con DAPI. Lig: células madre del ligamento periodontal; Spp: superposicién. Escala: 75 ym en A-
C; 50 um en D-N.

—~——
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pulpa GFP
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2.2.- ESTUDIO DE MARCADORES GLIALES.

Las células de la pulpa dental y del ligamento periodontal una vez han sido trasplantadas, no
expresan la proteina Olig2 caracteristica de progenitores oligodendrociticos (Figura R35A y B).
Sin embargo, se ha visto que las células de la pulpa dental expresan la glicoproteina O4,
marcador de oligodendrocitos maduros (Figura R35 C-E) mientras que las células del ligamento
periodontal no son inmunorreactivas para este marcador (Figura R35 F-H).

Por otro lado, se ha comprobado que ninguno de los dos tipos celulares expresan GFAP,

proteina caracteristica del citoesqueleto de astrocitos (Figura R35 I-K). Igualmente, tampoco

expresan el proteinglicano NG2, caracteristico de los OPCs.
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{ Figura R35 (pagina anterior): Estudio de marcadores gliales.

(A, B): Las células del ligamento periodontal y de la pulpa dental (imagen no mostrada), no expresan el marcador de
oligodendrocitos inmaduros Olig2.

(C-H): Las células de la pulpa dental expresan la glicoproteina O4 de oligodendrocitos (C-E). En cambio, las células del
ligamento periodontal no lo expresan (F, G). En H se observa un control positivo de la inmunofluorescencia frente O4 en
la que se observan oligodendrocitos de axones corticales.

(I-K): Ni las células del ligamento periodontal ni de la pulpa dental (imagen no mostrada) expresan la proteina GFAP
propia del citoesqueleto de astrocitos. En K se observa un control positivo de la Inmunofluorescencia frente GFAP en la
que se observan astrocitos estriatales.

En azul marcaje nuclear con DAPI. Lig: células madre del ligamento periodontal. Spp: superposicion. Escala: 25 ym

3.- LAS CELULAS DEL LIGAMENTO PERIODONTAL EXPRESAN MOLECULAS
INVOLUCRADAS EN NEURORREGENERACION PERO AL IGUAL QUE LAS
CELULAS DE LA PULPA DENTAL, NO INCREMENTAN LA MIELINIZACION DE LOS
ANIMALES TRASPLANTADOS.

El trasplante de células del ligamento periodontal humano se encuentra rodeado de CPOs y
acompafian a las células trasplantadas durante todo su recorrido migratorio hacia estratos

inferiores entremezclandose con ellas (Figura R36).
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{ Figura R36 (pagina anterior): Potencialidad remielinizante del trasplante I.

(A, B): Las células del ligamento periodontal se encuentran rodeadas por CPOs NG2+ en el lugar de inyeccion.

(C, D): Las CPOs acompafan a las células trasplantadas en su trayecto migratorio hacia estratos basales. Las flechas
sugieren el desplazamiento desde el lugar de inyeccion.

En azul tinciéon nuclear DAPI. Escala: 50 um en A, B; 25 umen C, D.

Sin embargo, pese a la existencia de CPOs en la periferia del trasplante de células del ligamento
periodontal y de pulpa dental, no hay un aumento de la mielinizacién de las zonas periféricas al
mismo, ni en el punto original de inyeccion, ni durante su trayecto migratorio a estratos inferiores,

siendo no significativas las diferencias observadas entre estos grupos con el Operado Sham y los

grupos Control (Figura R37).
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Figura R37: Potencialidad remielinizante del trasplante II.

Las células del ligamento periodontal (A) y de la pulpa dental (B) no promueven la remielinizaciéon de la zona
trasplantada, pues no se observan diferencias al comparar con el grupo control (C) ni con el grupo Operado Sham.

(D): Histograma en el que se muestran los valores de remielinizacién para el grupo Operado Sham (barra amarilla: 2.04%
+ 0.17); grupo trasplantado con células del ligamento periodontal (barra magenta: 2.36% * 0.33); grupo trasplantado con
células de la pulpa dental (barra naranja: 2.58% * 0.26); y sus respectivos grupos control (barras azules). No se observan
diferencias significativas en los niveles de remielinizacion respecto al grupo Operado Sham, ni respecto a sus grupos
control. Escala: 50 ym.
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Por otro lado, algunas células del ligamento periodontal expresan el marcador de células

progenitoras neurales inmunorreactivas para Nestina al ser trasplantadas en el SNC (Figura

R38A y B). Ademas, el interior del trasplante de ligamento periodontal es invadido por colaterales

axoénicos (Figura R38 C-E).

170

Figura R38: Propiedades neurorregeneradoras del
trasplante de células del ligamento periodontal.

(A, B): Algunas células trasplantadas son inmuno-
reactivas para Nestina, marcador de células progenitoras,
que pueden ser las responsables de la invasion del
trasplante de colaterales axonicos (C).

(D): detalle del recuadro en C mostrando el trayecto de
los colaterales axoénicos (flechas).

(E): Control positivo de la inmunohistoquimica para la 3-
Il tubulina Tuj1 en el que se observan a gran aumento un
grupo de neuronas con sus conos axonales.

En azul tinciéon nuclear DAPI. Escala: 50 um en A-C; 20
pymenD; 10 ym en E.
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SECCION C:

TRASPLANTE DE OLIGODENDROCITOS
INMORTALIZADOS.
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1.- LAS CELULAS 158N FORMAN UNA MASA CELULAR VASCULARIZADA E
INVADEN LA FIMBRIA'Y ESTRUCTURAS VECINAS.

Se trasplantaron 300.000 células 158N resuspendidas en un volumen final de 2ul. Estas células

se presentan el complejo mayor de histocompatibilidad H2D".

La cirugia se llevé a cabo sobre ratones de la cepa Swiss C3H/He con el complejo mayor de
histocompatibilidad H-2 (H2Kk) que fueron previamente tratados con Cuprizona durante doce

semanas para conseguir un estado de desmielinizacion cronico.

Las células trasplantadas se localizaron mediante la inmunodeteccion del haplotipo H2D"

permitiendo su diferenciacion respecto a las células del huésped de haplotipo H2K*.

El trasplante se encuentra en la fimbria del hipocampo en las coordenadas descritas en el
apartado 6.4.2 de Material y Métodos, extendiéndose por los ventriculos laterales y los plexos
coroideos. En algunos casos, las células invaden parte de la fimbria y giro dentado del
hipocampo ipsilateral (Figura R39A y B). En la periferia del trasplante, las células se integran con
el tejido del huésped aumentando la celularidad de la fimbria. Ademas se observa invasion

celular en la periferia del giro dentado del hipocampo.

En el interior del trasplante se observan nucleos picnéticos indicando que existe muerte celular

posiblemente a un déficit de aporte vascular en la zona central del trasplante (Figura R39C).

cortex
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Figura R39 (junto a pagina anterior): Caracteristicas
histolégicas del trasplante de oligodendrocitos 158N.

(A-B): Imagen panoramica del lugar de trasplante (estrella) de
las células 158N en la fimbria derecha. En el caso
experimental mostrado, las células invaden estructuras
vecinas entre ellas el hipocampo contralateral, la parte medial
de la fimbria contralateral y los plexos coroideos de los
ventriculos laterales. Existe una gran actividad angiogénica
para irrigar la masa trasplantada (flechas en A).

(C): Detalle de la parte central del trasplante en la que se
observa degeneracion celular con abundancia de cuerpos
picnéticos (flechas).

Fi: fimbria; Gd: giro dentado; Hi: hipocampo; VLi: ventriculo
lateral izquierdo. Escala: 100 um en A, B; 20 um en C.

2.- LAS CELULAS TRASPLANTADAS CONSERVAN SUS CARACTERISTICAS
INMUNOHISTOQUIMICAS BASICAS PREVIAS AL TRASPLANTE PERO EXPRESAN
GFAP Y TUJ1.

Al realizar el trasplante se observa un numero reducido de células positivas para Ca-ll (anhidrasa
carbonica Il) y OLIG2 (Figura R40A-C), ambos son marcadores de oligodendrocitos inmaduros lo

cual permite la identificacion de estas células en sus primeros estadios de diferenciacion.

Por otro lado, las células trasplantadas muestran inmunorreactividad para la glicoproteina O4
(Figura R40D-F), la proteina basica de mielina (MBP) y la proteina proteolipidica de mielina

(PLP), los tres son marcadores de oligodendrocitos maduros.

Sin embargo, las células trasplantadas no mostraron inmunorreactividad para la proteina de
union a calcio S100 (Imagen no mostrada), caracteristica de las células de Schwann, encargadas

de la formacién de la mielina en los axones del sistema nervioso periférico.

Estos resultados inmunohistoquimicos sugieren que las células trasplantadas no ven alterado su
patron expresién de marcadores basicos propios de la linea de progenitores oligodendrociticos

158N que presentaban previamente a la realizacién del trasplante.

Figura R40 (pagina siguiente): Caracteristicas inmunohistoquimicas del trasplante de células 158N I.

(A-F): Detalle del trasplante en el que se observa como solo un 8% * 3 de las células de la linea 158N presentan
inmunorreactividad para el marcador de progenitores de oligodendrocitos Olig2 (A-C). Sin embargo, el 100% de ellas
presentan marcadores de oligodendrocitos maduros como O4 (D-F).

En azul: tincién nuclear con DAPI. Spp: superposicion. Escala: 50 pm.

—~———

174



RESULTADOS

Sin embargo, al ser trasplantadas adquieren un inmunofenotipo diferente al que presentan en
cultivo, siendo caracteristica la expresion del filamento intermedio GFAP, que es caracteristico
del citoesqueleto de las células del linaje astroglial o de la glia envolvente olfatoria, mientras que
los oligodendrocitos carecen él (Figura R41A-F). Igualmente, Tuj1 una B-tubulina neural de la
clase lll presente en el citoesqueleto de axones neurales y neuroblastos, también aparece

sobreexpresado en las células trasplantadas (Figura R41G-I).

Ademas, las células trasplantadas también expresan semaforina 3F, una molécula implicada en

la guia axonal y en la migracion y diferenciacién de células oligodendrogliales (Figura R41J-L).
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Figura R41: Caracteristicas inmunohistoquimicas del trasplante de células 158N II.

(A-C): Las células trasplantadas expresan GFAP.

(D-F): En algunos casos se observan células 158N que han migrado al giro dentado donde igualmente expresan GFAP
(flechas).

(G-l): expresion de Tuj1 de novo en las células trasplantadas.

(J-L): EI1 53% * 11 de las células trasplantadas expresan Sema3F.

En azul tincidon nuclear con DAPI. Spp: superposicion. Escala: 50 um.

3.- EL TRASPLANTE ACTIVA LA DIFERENCIACION DE PROGENITORES
NEURALES A CELULAS PROGENITORAS DE OLIGODENDROCITOS Y
PROMUEVEN SU MIGRACION.

Tanto la periferia del trasplante como su interior es invadido por CPOs estableciendo contactos
estrechos con las células trasplantadas (Figura R42A). Estas células carecen del haplotipo H2d°,
por lo que son células propias del huésped. Histolégicamente, estas células provienen del giro
dentado del hipocampo que se muestra hiperactivada en hemisferio de la fimbria trasplantada
(Figura R42B-D).

Igual a lo observado en la seccién A de resultados, en el grupo Operado Sham se observa un
pequefio incremento en la reactividad de NG2 periférico al lugar de inyeccion, caracteristico,
junto con la reaccién astroglial, de uno de los mecanismos regenerativos que posee el tejido

nervioso ante una lesion.

Sodlo un bajo niumero de células trasplantadas parecen expresar el proteoglicano NG2 (3% + 1),
lo que sugiere que la linea celular 158N es una linea de oligodendrocitos maduros con escasa

capacidad de regresién a CPOs (Figura R42E-G).
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Figura R42: Activacion y migracion de progenitores neurales.

(A): El trasplante de células 158N es rodeado por células NG2. Algunas de estas células invaden la masa celular
trasplantada (flechas).

(B): Las células 158N y las CPO presentan estrechos vinculos citoplasmaticos.

(C): Imagen reconstruida en la que se muestra la hiperactivacion del giro dentado del lado trasplantado y sus relaciones
con el area trasplantada. El giro dentado es una zona neurogénica desde donde las CPO se diferencian a partir de
células progenitoras. Estas células adquieren una morfologia polarizada tipica en células migratorias orientandose en
direccion a la zona trasplantada.

(D): Detalle del recuadro en C. Las flechas sefialan la polaridad de las células desde el giro dentado al trasplante.

(E-G): Un pequefio nimero de células trasplantadas (3% + 1) expresan el proteoglicano NG2 propio de las CPO.

Gd: giro dentado; Spp: superposicion. En azul tincién nuclear DAPI. Escala: 75 ym en A; 20 pm en B; 100 um en C; 50
pm en D; 10 ym en E-F.

177



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

4.- EL TRASPLANTE DE CELULAS N158 REMIELINIZA LA FIMBRIA
TRASPLANTADA.

Tanto en el lugar que ocupan las células trasplantadas como en la periferia del mismo, aumenta
la inmunorreactividad para las proteinas mayoritarias de la mielina (MBP y PLP) (Figura R43A y
B). En el grupo Control la produccién de proteinas de mielina después del tratamiento
desmielinizante es practicamente inexistente (Figura R43C). Igual sucede en el grupo Operado
Sham.

Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con el trasplante de MSCs, la produccién de mielina
es consecuencia de la diferenciacion y actividad de las células trasplantadas 158N (Figura R43
D-1). Algunas células trasplantadas se localizaron en el hipocampo, donde igualmente expresan

proteinas de mielina (Figura R43 J-L).
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{ Figura R43 (junto a pagina anterior): Remielinizaciéon de la zona

trasplantada.

(A, B): Tanto en la zona trasplantada como en su periferia hay un
incremento en la produccion de MBP. Esto se debe a la produccién
de mielina de las células trasplantadas y de las CPOs atraidas. Este
efecto no se observa en la fimbria control (C).

Las células trasplantadas expresan MBP (D-F) y PLP (GH),
indicando que ellas las responsables de la produccién de mielina.

(J-L): Algunas ceélulas trasplantadas parecen haber migrado a
hipocampo donde también expresan PLP (flechas). Gd: giro
dentado. Spp: superposicion.

(M): Histograma en el que se muestran los valores de
remielinizacion para el grupo Operado Sham (barra amarilla: 2.04%
+ 0.17); grupo Trasplantado con células 158N (barra morada: 8.56%
+ 0.42); y sus respectivos grupos Control (barras azules). Se
observan diferencias significativas respecto al grupo Operado Sham
(p valor = 0.0009), y respecto a su grupos control.

En azul tinciéon nuclear DAPI. Escala: 50 ym. ***p<0.001.
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Se han trasplantado varios tipos celulares con propiedades neurorregeneradoras en un modelo
de desmielinizacion cronica para estudiar in vivo su potencial remielinizante: células
mesenquimales (MSCs), células del ligamento periodontal (hPOL-SCs), células de la pulpa
dental (hPD-SCs) y oligodendrocitos inmortalizados (158N).

Como resultado de esta tesis doctoral se ha observado que las MSCs estimulan, mediante la
liberacidn de factores tréficos, la proliferacion, atraccion y diferenciacion de progenitores neurales
quiescentes originarios de los nichos neurogénicos del encéfalo desmielinizado: en concreto, la
zona subventricular o subependimaria de los ventriculos telencefalicos (SVZ) y la capa granular

del giro dentado del hipocampo.

Los progenitores oligodendrogliales activados NG2+ se diferencian en oligodendrocitos que
finalmente remielinizan los axones periféricos al trasplante de MSCs. Esta recuperacion
histolégica se acompafa de una recuperacion funcional axonal mediante el incremento en la
velocidad de conduccion del impulso nervioso en los axones remielinizados por efecto del

trasplante.

Ademas, hemos demostrado in vivo el papel que desempefa FGF8 en el proceso de
remielinizacién como parte fundamental del conjunto de factores tréficos sintetizados y liberados

por las MSCs, y que es capaz de activar el complejo proceso de la remielinizacion.

En cuanto a las células del ligamento periodontal y la pulpa dental, pese a que igualmente atraen
progenitores NG2+ a la zona periférica del trasplante, éstos no son capaces de diferenciarse a

oligodendrocitos maduros capaces de sintetizar y envolver axones con mielina.
Por ultimo, cabe mencionar que el trasplante de oligodendrocitos inmortalizados 158N, pese a

conseguir un nivel de remielinizaciéon superior al resto de los tipos celulares estudiados, quedan

descartados en su uso en terapia por su potencial formacion de tumores.
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1.- VIABILIDAD DEL TRASPLANTE DE MSCs DENTRO DE UN AMBIENTE NEURAL
DESMIELINIZADO.

Las MSC trasplantadas en el SNC crénicamente desmielinizado, son viables después de 90 dias
tras la cirugia. Estas células sobreviven y se integran en el SNC. Ademas, estas células se
encuentran transcripcionalmente activas y no forman masas tumorales pues pierden su
capacidad proliferativa al ser trasplantadas en tejido nervioso al mantener la capacidad de
inhibicién de proliferacion por contacto, convirtiéndolas en una herramienta viable en su uso

clinico.

Las MSCs trasplantadas estimulan la proliferacion y diferenciacion de progenitores neurales
endoégenos mediante el establecimiento de comunicaciones intercelulares entre diferentes
poblaciones de células madre (Zhang et al., 2004). En el presente trabajo, las MSCs que durante
el proceso de inyeccion refluyeron a los ventriculos telencefalicos y se incorporaron en el
subepéndimo (ver Resultado 1 de la seccion A), se encuentran fisicamente unidas a otras células
progenitoras propias de estos nichos y que, si se cultivan en medio neurogénico tienen la
capacidad de formar neuroesferas. Las uniones formadas entre la célula progenitora
subependimaria y la MSC es lo suficientemente fuerte como para resistir los procesos de
disgregacion mecanica y enzimatica realizados durante el proceso de obtencidn de neuroesferas.
Ademas, el hecho de que las MSCs adheridas no sean capaces de formar neuroesferas en
estas condiciones indica que no poseen la capacidad de transdiferenciarse a progenitores

neurales en el nicho neurogénico.

Sin embargo, hemos observado que un pequefio porcentaje de MSCs expresan la proteina de
mielina PLP. A la par de estos resultados, algunos autores han descrito la capacidad de las
MSCs para expresar proteinas de mielina como parte de su actividad inmunorreguladora a modo
de células presentadoras de antigenos (Fdldes et a., 2016) e incluso adquirir cierta capacidad
remielinizadora sin necesidad de induccién en medios neurogénicos (Vellosillo et al., 2017). Sin
embargo, éste es un suceso que en nuestro caso ocurre de forma excepcional y que no
explicaria por si mismo la remielinizacién observada en los animales trasplantados en este

estudio.

Por otro lado, la fusién celular descrita nuestros trabajos previos (Jones et al., 2010) queda
descartada como responsable del incremento de supervivencia de oligodendrocitos, pues aunque
hemos observado células fusionadas, es un fendmeno que ocurre de manera muy escasa y
dispersa y por tanto no parece ser responsable de la remielinizacion (la mayoria de células NG2+
son del receptor y no expresan marcadores del donante). Por tanto, el neurotrofismo mediado por
los factores sintetizados y liberados por las MSCs constituye la causa mas probable de los

efectos remielinizantes observados.
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En estudios previos de nuestro laboratorio se trasplantaron células madre hematopoyéticas de
médula 6sea enriquecida con células CD117+ mediante seleccion celular o cell-sorter, en ratones
neonatos (Bonilla et al., 2005). Estas células tenian la capacidad de integracién en la zona
subventricular (SVZ) y después de 30 dias, eran capaz de activarse y migrar a zonas que habian
sido desmielinizadas mediante una inyeccion intraparenquimal de lisolecitina. Una vez las células
habian accedido al lugar de la lesioén, adquirian la capacidad de transdiferenciacion a células con
caracteristicas inmunofenotipicas de oligodendrocitos que ademas, eran capaces de envolver los
axones desmielinizados. Sin embargo, se vio que este evento se produjo en un escaso

porcentaje de células trasplantadas y desaparecia con el paso del tiempo.

Por tanto, el uso de MSCs como terapia para tratar lesiones desmielinizantes parece ser una
herramienta terapéutica mas viable y de mayor potencialidad remielinizante que las células
madre hematopoyéticas CD117+. La capacidad neurotrofica del secretoma de las MSCs es
capaz de activar las zonas neurogénicas propias del tejido nervioso lesionado, dirigir la
diferenciacion de estos progenitores enddégenos hacia la linea oligodendroglial y atraerlos
selectivamente al lugar donde se ha realizado el trasplante. Ademas, la mayor tasa de
supervivencia del trasplante de MSCs las convierte en una realidad terapéutica frente a
enfermedades crénicas (Cohen, 2013; Connick et al., 2011; Connick et al., 2012; Harris et al.,
2018; Karussis et al., 2010; Uccelli et al., 2019).

2.- EL TRASPLANTE DE MSCs PROMUEVE REMIELINIZACION MEDIANTE LA
ATRACCION Y DIFERENCIACION DE CELULAS PROGENITORAS DE
OLIGODENDROCITOS: CORRIENTE MIGRATORIA CAUDAL.

2.1.- SOBRE LOS PROGENITORES DE OLIGODENDROCITOS.

Los modelos de desmielinizacion basados en el uso de sustancias toxicas para los
oligodendrocitos como la cuprizona, bromuro de etidio o la lisolecitina, se asemejan a las
lesiones tempranas que ocurren en la esclerosis multiple (EM) donde hay una apoptosis masiva
de oligodendrocitos. Sin embargo, al suspender prematuramente el tratamiento desmielinizante,
se revierte la desmielinizacion al activarse los mecanismos fisiolégicos de remielinizacion
(Franklin & French-Constant, 2008).

Por otro lado, en los modelos autoinmunes de EM como la encefalopatia autoinmune
esclerosante, se crea un ambiente desfavorable que afecta tanto a los oligodendrocitos como a
susprogenitores (CPOs). En este modelo, el proceso de remielinizacion ocurre de forma paralela

a la lesién autoinmune desmielinizante (Franklin & French-Constant, 2008).
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Esta remielinizacion fisiolégica llevada a cabo por CPOs ocurre en tres fases que se regulan por
complejos mecanismos de expresion de moléculas de sefalizacion que actuan coordinados entre
si (Chari, 2007):

1) Proliferacion y colonizacion de las dreas desmielinizadas por CPOs.

2) Diferenciacion de CPOs a oligodendrocitos inmaduros que contactan con axones
desmielinizados.

3) Una vez se ha establecido el contacto con los axones, los oligodendrocitos maduran
y generan vainas de mielina funcionales, aunque estructuralmente diferentes a las

que se forman en el periodo neonatal.

Durante el desarrollo embrionario las CPOs, que expresan en su superficie el proteoglicano NG2,
se originan y migran desde la zona subventricular de los ventriculos laterales embrionarios (SVZ)
al parénquima prosencefélico (Menn et al., 2006). Caudalmente, estos progenitores siguen el
fornix hacia la fimbria y el hipocampo. Por este motivo, la fimbria representa una estructura ideal

para explorar los procesos de remielinizacién por su relacion con la SVZ.

En animales adultos, las células progenitoras neurales, con potencialidad para convertirse en
CPOs, se generan en la SVZ y en la zona subgranular del giro dentado (Nishiyama et al., 2005;
Nishiyama et al., 2009). Ademas, las CPOs estan presentes constitutivamente dispersas en el
parénquima del SNC a lo largo de la vida adulta (Menn et al., 2006; Nait-Oumesmar et al., 1999;
Nielsen et al., 2006; Nishiyama et al., 2002) y pueden diferenciarse especificamente a astrocitos

y oligodendrocitoscapaces de remielinizar axones in vivo (Kang et al., 2010).

Sin embargo, en las lesiones crénicas de la esclerosis miltiple se producen multiples
disfunciones en los mecanismos de remielinizacion (Sim et al., 2002) de forma similar a lo que
ocurre en el modelo de desmielinizacion crénico utilizado en este estudio mediante el uso de

cuprizona (Armstrong et al., 2006).

En estos casos se puede observar tres tipos de alteraciones que impiden el proceso de
remielinizacioén fisiolégico y que actdan conjuntamente al proceso selectivo de destruccion de

CPOs locales debido al ambiente degenerativo de la lesion (Chari, 2007):

1) Ausencia de CPOs debido a una disfuncion en su capacidad de division y/o
reclutamiento en el lugar de la lesion.

2) Las CPOs que estan presentes son células quiescentes incapaces de responder a
las sefales y diferenciarse a oligodendrocitos funcionales.

3) Destruccion de CPOs locales debido al ambiente citotdxico presente en la placa de

desmielinizacion.

186



DISCUSION

Estos procesos son consecuencia de la carencia de factores tréficos en la lesiéon desmielinizada
impidiendo la puesta en marcha de los mecanismos necesarios para activar la remielinizacion

fisiologica.

En condiciones normales, los precursores tempranos de las CPOs se encuentran en las areas
neurogénicas del cerebro y se activan cuando ocurre una desmielinizacion patolégica cercana
(Nait-Oumesmar et al., 1999). De modo similar, en el presente trabajo, al realizar una lesién
desmielinizante cronica en el grupo Control, observamos un incremento en el nimero de
progenitores tempranos en la SVZ. Sin embargo, estos progenitores son incapaces de
abandonar este nicho neurogénico para migrar y reparar las zonas desmielinizadas debido a la
carencia de factores en la lesién crénica que estimulen este proceso, por falta de sefiales

apropiadas o por agotamiento de progenitores.

Se han caracterizado diversos factores de crecimiento que pueden incrementar el proceso de
reparacion neural y remielinizacién, entre ellos:

- PDGF actua como un potente mitégeno para las CPOs, pues estas células expresan PDGFaR
(McKinnon et al., 1993; Nishiyama et al., 1996a; Nishiyama et al., 1996b).

- La familia de FGFs promueven proliferacion celular a la vez que suprimen diferenciacién a
células maduras de CPOs (McKinnon et al., 1990; McKinnon et al., 1991).

- NT3 incrementa la supervivencia de oligodendrocitos maduros (Barres et al., 1994).

- IGF-1 actia como mitégeno de CPOs (Ye & D’Ercole, 1999), incrementa la supervivencia tanto
de CPOs como de oligodendrocitos maduros (Barres et al., 1993) y ademés es el Unico factor
oligodendrogénico conocido capaz de diferenciar células madre neurales adultas a

oligodendrocitos (Rivera et al., 2010).

Ademas, ciertas combinaciones de factores de crecimiento trabajan sinérgicamente en
reparacion y remielinizacion. Por ejemplo, FGF2 conjuntamente a IGF-1 induce a las CPOs
entrar en ciclo celular (Jiang et al.,, 2001), mientras que FGF2 junto a PDGF convierte CPOs
adultas con bajo indice mitético, a progenitores con alto indice mitético caracteristicos de las
CPOs del periodo perinatal (Wolswijk & Noble, 1992).

En otros estudios, al inyectar intratecalmente un coctel de factores de crecimiento formado por
PDGF, FGF-B, NT3 e IGF-1, se incrementa la proliferaciéon, supervivencia y diferenciacién de
CPOs, y por tanto aumenta la remielinizacion (Kumar et al., 2007). Sin embargo estos ultimos
resultados fueron descritos en un modelo de desmielinizaciéon aguda usando cortos periodos de

tratamiento con cuprizona, por lo que se debe considerar la posibilidad de que parte de la
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remielinizaciéon observada se deba a la propia capacidad regenerativa de los progenitores

enddgenos al cesar el estimulo lesivo.

Por tanto, encontrar la combinacion de moléculas capaces de estimular las CPOs quiescentes o
sus progenitores tempranos, asi como de inducir la migracién hacia la zona lesionada y su
diferenciacion a oligodendrocitos capaces de reconocer, contactar e interactuar con axones
desmielinizados y generar una vaina de mielina funcional, se ha convertido en un objetivo para

poder regular terapéuticamente el proceso de regeneracion de mielina.

Sin embargo, existen ciertos inconvenientes en el uso de factores tréficos como posible
tratamiento frente a la desmielinizacién. Uno de ellos es encontrar la dosis adecuada en la que
estas moléculas ejercen su efecto terapéutico, pues una dosis insuficiente puede no tener efecto
alguno en la remielinizacion, mientras que un exceso de dosis puede provocar lesiones celulares.
Po ejemplo, un exceso de infusién de BDNF tras axotomia en ratas inhibe la regeneracion axonal

de las motoneuronas (Boyd & Gordon, 2002).

Se debe estudiar la forma mas eficiente de administracion de la terapia: la via oral no suele ser
efectiva, pues la mayoria de factores tréficos son proteinas cuya estructura molecular se altera
en el pH gastrico, a la par que su absorcion como macromoléculas se ve impedido por la propia
naturaleza de los transportadores entéricos. Ademas, aunque la administracion se realizase
intravenosa o intramuscular, lo cual preservaria la estructura macromolecular y permitiria una
biodisponibilidad del 100%, la barrera hematoencefalica impediria el paso de dichos factores al
interior del parénquima del SNC donde se encuentran sus dianas terapéuticas. Por otro lado, la
administracion intratecal directa de factores tréficos, o mediante el uso de bombas de infusion,

puede producir efectos adversos que superen al beneficio obtenidos mediante esta técnica.

Por ejemplo, la infusion de NGFB en pacientes con enfermedad de Alzheimer, disminuye
ligeramente el deterioro cognitivo, pero incrementa los episodios de dolor a niveles que impide
mantener una buena calidad de vida y que Uunicamente ceden tras la interrupcion del tratamiento
(Eriksdotter-Jonhagen et al., 1998). Otro ejemplo de lo anteriormente descrito constituye la
infusion intraventricular de GDNF en pacientes con Parkinson, que apenas mostré efectos

beneficiosos y si gran cantidad de efectos adversos (Nutt et al., 2003).
Estos datos revelan la importancia de encontrar el protocolo temporal adecuado de liberacion de

factores tréficos (continuo vs intermitente), su proximidad al tejido diana y la concentracion

fisiolégica a la que debe actuar.
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2.2.- SOBRE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES.

El planteamiento sobre el trasplante de MSCs intravenoso, intratecal o intraparenquimal en varios
modelos experimentales animales, incluidos los neurodegenerativos, asi como en multiples

ensayos clinicos, se justifica por el hecho que estas células:

A) Secretan una gran variedad de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento
(Caplan & Dennis, 2006; Jones et al., 2010; Pastor et al., 2011; Pastor et al., 2013) que se liberan

y actuan de forma autocrina y paracrina en respuesta al nicho donde se han ubicado.

B) Presentan fendmenos de fusion celular. En publicaciones previas de nuestro grupo de
investigacion, se describe como las MSCs son capaces de rescatar neuronas de Purkinje

mediante procesos de fusidn celular en un modelo de ataxia cerebelosa (Jones et al., 2010).

C) Tienen la capacidad de modular la respuesta inmunoldgica y suprimir la respuesta
inflamatoria, mecanismos implicados en la patogenia de la desmielinizacion en la EM. Este efecto
se realiza a través de la inhibicion y regulacién de la proliferacion de linfocitos T (Uccelli et al.,

2006), constituyendo por tanto, un beneficio adicional en el tratamiento de esta patologia.

Algunos de los factores liberados por las MSCs promueven la diferenciacion de células
progenitoras neurales (CPNs) a oligodendrocitos estableciendo un nicho oligodendrogénico por
medio de la liberacién de factores tréficos solubles capaces de interactuar con las CPNs (Rivera
et al., 2009). Entre estos factores se encuentran factores de crecimiento (FGF2, VEGF e IGF-1),
citocinas (TGF-B1 y CNTF) y factores neurotréficos (NT3, BDNF y NGF) (Rivera et al., 2006).

En linea con los trabajos descritos anteriormente, hemos corroborado que las MSC expresan en
cultivo FGF2, IGF-1, NT3, BDNF y NGF-B, ademas de otros factores implicados en
remielinizacién como PDGF, NT4/5, GDNF y EGF. Sin embargo, hemos observado que la
expresion de BDNF y GDNF se pierde antes del dia 90 post-trasplante. Por el contrario, algunos
autores describen que las MSCs humanas no sintetizan NT3 (Schinkéthe et al., 2008) por lo que,
si este factor es clave en el proceso oligodendrogénico, se debe extrapolar con cautela los
mecanismos implicados en remielinizacion obtenidos en modelos animales a los observados en

los ensayos clinicos.

2.3.- SOBRE LA MIGRACION DE CPOs.

En este trabajo se describe como el trasplante de MSCs constituye una fuente de citocinas y
factores tréficos que generan un nicho en el SNC es capaz de promover la proliferacion,
migracion y diferenciacion de CPOs. Estos factores son liberados al medio extracelular durante

un periodo de tiempo suficiente para activar tanto a CPOs locales en el parénquima nervioso,
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como a progenitores mas lejanos en la SVZ y la ZSG del GD del hipocampo, activar los
mecanismos celulares que capacitan la migracion, atraerlos y repoblar la lesién desmielinizada

para posteriormente diferenciarse a oligodendrocitos funcionales.

Por este motivo, el trasplante actia a modo de “micro-bomba” de factores tréficos cuya viabilidad
y funcionalidad a lo largo del tiempo es mayor que cualquier preparado farmacoldgico de
liberacion lenta.

Como parte de los resultados de este estudio hemos sefalado que, ante una lesion
desmielinizante crénica y sin capacidad de remielinizacion espontanea, los progenitores
localizados en la SVZ son capaces de proliferar y aumentar en nimero como respuesta a la
lesion. Sin embargo, éstos son incapaces de movilizarse desde los nichos neurogénicos de
origen hacia las zonas lesionadas, equiparandose a lo que ocurre en las lesiones crénicas de la
esclerosis multiple (Williams et al., 2007). Este suceso igualmente sucede en el grupo Operado
Sham donde se comprueba que el cambio en el microambiente tisular generado por el trauma

quirurgico no es capaz de activar la atraccion de los progenitores.

Al contrario de lo observado en los controles, al trasplantar MSCs se liberan los factores del
secretoma mesenquimal que son necesarios para promover la movilizaciéon y reclutamiento de
progenitores de forma selectiva hacia la fuente de factores tréficos, lo que implica un descenso

de la densidad celular en el nicho neurogénico.

Este descenso en la densidad celular esta acorde con un proceso de movilizacion celular y es
mayor cuanto mas proximo se encuentra el nicho neurogénico del trasplante donde se ubica la
fuente de factores tréficos y donde su concentracién es mayor, siendo por tanto, su influencia
también mayor. Especificamente, en linea con lo que describen otros autores, EGF, uno de los
factores sintetizados por las MSCs, promueve la proliferaciéon y migracion de progenitores de la
SVZ hacia el estriado, septum, cuerpo calloso y la fimbria-fornix (Cantarella et al., 2008;

Gonzalez-Pérez et al., 2009).

Las CPOs movilizadas desde estos nichos neurogénicos se encuentran transcripcional y
funcionalmente activas, pues expresan intensamente el factor de transcripcion c-fos y el
proteoglicano NG2 en su membrana. Ademas, el proceso migratorio de estas células ocurre de
forma ordenada hacia la fuente de factores, pudiéndose localizar un cordén celular que discurre
de regiones rostro-laterales hacia caudo-mediales del epéndimo dorsal del ventriculo

telencefalico homolateral al trasplante.

A este cordon migratorio de CPOs le hemos denominado “corriente migratoria caudal”’ y prosigue

hasta rodear el trasplante de MSCs sin abandonar el subepéndimo (Figura D1).
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Figura D1: Corriente migratoria caudal.

Representaciéon esquematica de la remieli-
nizacion inducida por el trasplante de células
madre mesenquimales. Arriba se indica el lugar
de inyeccion de las MSCs (g) en la fimbria (Fi),
donde ejercerian un efecto activador y quimio-
tactico sobre las CPO generadas en la zona
subependimaria (SEZ) y el giro dentado (DG) del
hipocampo (Hi).

En la imagen inferior se muestra un esquema del
proceso de remielinizacién en una seccion a nivel
del trasplante donde se representa la migracion
de CPOs NG2+ desde dos nichos neurogénicos:
la zona subependimaria (SEZ) de donde
provienen la mayoria de ellos que se caracterizan
por ser Nilo1+ (en rojo); y la zona subgranular
(SGZ) del DG (en verde).

CC: cuerpo calloso; CA1, 2 y 3: asta de Amon
areas 1, 2 y 3. Ry C indica rostral y caudal al
trasplante respectivamente.

SGZ
# SEZ cells (NG2+/NiloH
« SGZ cells (NG2+/MNilo-)

Durante este camino migratorio las CPOs expresan:

1) El receptor p-ERK, implicado en el mecanismo de sefalizacion intracelular de la
activacion de receptores de factores tréficos para promover proliferacion, supervivencia
y/o movilidad en oligodendrocitos (Chandran et al., 2003; Furusho et al., 2011; Mitew et
al., 2014). Ademas, las células periféricas al trasplante expresan intensamente el
receptor de crecimiento nervioso de baja afinidad p75-NTFR que actia como modulador
positivo frente a la union de factores de crecimiento implicados en remielinizaciéon a sus

receptores de alta afinidad (Cosgaya et al., 2002; Ng et al., 2007).

2) Nilo-1, un marcador de progenitores neurales que vincula la procedencia de las CPOs a

la diferenciacion de los progenitores de la SVZ (Del Valle et al., 2010).

Histolégicamente también se han detectado CPOs procedentes del giro dentado del hipocampo
que igualmente migran por la zona subependimaria de la fimbria trasplantada y se incorporan en
el interior del parénquima nervioso donde emiten varios procesos citoplasmaticos capaces de

envolver axones cercanos.

En otros trabajos se ha demostrado que los progenitores de la SVZ se diferencian

preferentemente a oligodendrocitos tempranos Olig2+, son capaces de migrar hasta 3 mm a
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través del parénquima nervioso y expresar MBP en tan solo siete dias después de ser
trasplantados en el cerebro. Ademas, se describe que la sintesis de MBP se incrementa
progresivamente durante tres semanas mas para luego mantenerse estable a lo largo del tiempo
(Mothe & Tator, 2008; Mothe et al., 2008; Sellers et al., 2009).

En concordancia con estos trabajos, en nuestros resultados se observa que 90 dias después de
haber realizado el trasplante, las MSCs han activado los mecanismos que permiten la atracciéon y
diferenciacion de CPOs en la periferia del trasplante, incrementandose igualmente la tasa de
transcripcion de factores involucrados en el programa de diferenciacion de las CPNs a
oligodendrocitos maduros, e incluso sintetizar y organizar los componentes moleculares de la

mielina para formar vainas funcionales bajo parametros estructurales y electrofisiologicos.

En el grupo Operado Sham se observa un ligero incremento de CPOs alrededor del lugar de
inyeccién de solucion vehiculo. En estudios previos se describe como las CPOs NG2+
incrementan su tasa de proliferacién ante fendmenos isquémicos, desmielinizacion o algun otro
tipo de lesién en el SNC (Levine et al., 2001; Levine, 2016). Sin embargo, estas CPOs no son
capaces de diferenciarse a oligodendrocitos maduros ni formar mielina, hecho que se evidencia
por la ausencia de MBP en el lugar donde se concentran las CPOs en el lugar de la inyeccion,
pues este grupo carece del secretoma propio del trasplante de MSCs necesario para que suceda
la maduracion oligodendroglial. Ademas, el origen de éstas CPOs no serian los nichos
neurogénicos descritos anteriormente, sino el parénquima nervioso adyacente a la lesion, ya que
en este grupo las CPOs carecen del marcador Nilo1. Pese a esto, los nichos neurogénicos estan
activos y presentan un incremento de la celularidad como respuesta a las lesiones
desmielinizante y quirurgica, aunque al no haber moléculas que promocionen su movilizacioén, no

son capaces de abandonar estos nichos.

En este trabajo observamos que la reaccion astroglial desencadenada en respuesta al proceso
quirargico no sintetiza y libera los factores necesarios para atraer y diferenciar CPOs, pese a que
algunos autores sugieren que los astrocitos si toman un papel activo en el proceso de la

remielinizacién (Albrecht et al., 2003).

En concordancia con estos resultados, estudios posteriores realizados en el laboratorio, han
puesto de manifiesto que el trasplante intraventricular de MSCs incrementa el nimero de CPOs,
oligodendrocitos maduros y el contenido de mielina del cuerpo calloso de ratones crénicamente
desmielinizados. De modo congruente al presente trabajo, en el liquido cefalorraquideo de los
ratones trasplantados existe un incremento de PDGF, IGF, NT3, NT4 y FGF2 a la vez que un

incremento en la celularidad de la SVZ (Cruz-Martinez et al., 2016).
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3.- RECUPERACION FUNCIONAL DE LA ZONA DESMIELINIZADA TRAS EL
TRASPLANTE DE MSCs.

La remielinizacion es el fendmeno por el cual se generan nuevas vainas de mielina alrededor de
los axones del SNC restaurando sus propiedades de conduccion y por tanto su funcion

neurolégica, ademas de ejercer un efecto neuroprotector en los axones (Chari, 2007).

En la EM, los oligodendrocitos que sobreviven a una lesion de desmielinizacién y que han
perdido los procesos que forman las vainas de mielina, no contribuyen a una posterior
remielinizacién pues, pese a que son capaces de formar nuevas capas de mielina compacta, no
la pueden situar correctamente alrededor de axones desmielinizados para formar nuevas
envolturas funcionales (Franklin, 2002). Por este motivo, aunque hemos observado una
activacion y maduracion de CPOs a células formadoras de mielina en zonas de haces axonales
cronicamente desmielinizados, asi como la formacién de vainas de mielina, es necesario realizar
pruebas funcionales electrofisiolégicas para confirmar que el proceso de remielinizacion

observado es funcional y recupera la correcta transmision del impulso nervioso.

Segun describen otros autores, los axones remielinizados tras haber perdido su envoltura ante
un proceso patoldgico, el valor de G-ratio (razén entre el radio axonal y el radio axén + envoltura
de mielina) es mayor que en los axones cuya mielinizacion se ha producido de forma habitual
durante el periodo neonatal. Esto significa que la envoltura de la capa de mielina en un axén
remielinizado en el periodo adulto es menor a lo que corresponderia para el diametro del axonal
que envuelve. Ademas, la longitud internodal es mas corta, por lo que no se mantiene la relacién
entre ésta y el diametro del axon (Murray & Blakemore, 1980). Estas diferencias son muy
marcadas en los largos y gruesos axones que componen la via piramidal, pero no lo son tanto en
los axones de diametro pequeiio como los que forman el cuerpo calloso, donde el G-ratio de los
axones remielinizados en edad adulta es indistinguible a los valores de la mielinizacion neonatal
(Franklin & Ffrench-Constant, 2008). Pese a esto, la remielinizacion permite a los axones
recuperar, en parte, las propiedades de conduccion, inclusive la normalizacion del periodo de
latencia (Smith and Schauf, 1979; Smith et al., 1979; Smith et al., 1981) pues se estimula el
desarrollo y maduracién de nuevos nodos axonales y se produce una distribucién normal de los

canales idnicos operados por voltaje dentro de los nodos (Sasaki et al., 2006).

La pérdida de la 6ptima funcionalidad axonal secundaria a la pérdida crénica de la vaina de
mielina se ve compensada por el incremento compensatorio en el nimero de canales de Na*
operados por voltaje. Aun asi, dentro del segmento lesionado del axén se pierde la conduccién
saltatoria del potencial de accion y éste se torna ineficiente. Ademas, el incremento del numero
de los canales de Na* operado por voltaje en la membrana del axén desmielinizado provoca un
aumento sustancial del flujo de sodio hacia el interior del axén para poder conducir el impulso

nervioso y en consecuencia, se produce una despolarizacion de la membrana axonal
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sustancialmente superior a la fisiolégica, que aumenta el periodo refractario ante un nuevo
estimulo. Por este motivo, el intercambiador de Na*/Ca®" revierte su funcionamiento, exportando
Na* al medio extracelular e importando Ca** al interior del axon, cuyo exceso incrementa los
niveles de la enzima glutaminasa que, a su vez, incrementa los niveles de glutamato, un
neurotransmisor que en exceso es téxico para la neurona. Ademas, estos axones distroficos
liberan el glutamato al espacio extracelular, atrayendo macréfagos y células de la microglia que

agravan el proceso (Aktas et al., 2010).

Por este motivo, la restauracion de la distribucién internodal de los canales de sodio que se
consigue mediante el proceso de remielinizacion, promueve la proteccion de la integridad axonal
y en consecuencia incrementa la supervivencia de la neurona. Ademas, las CPOs y los
oligodendrocitos maduros también promueven la supervivencia neuronal mediante la liberacién
de factores solubles y el establecimiento de uniones celulares especificas con el axén. Ambos
procesos, junto a los anteriores, son el motivo por el que la remielinizaciéon previene la atrofia
axonal (Wilkins et al., 2001; Wilkins et al., 2003).

En este trabajo hemos cuantificado la velocidad de conduccién de los axones de la fimbria que
discurren en la periferia del trasplante. En condiciones normales, pueden detectarse
electrofisiolégicamente dos tipos de fibras en la fimbria: fibras rapidas y lentas cuyas velocidades
se atribuyen histolégicamente a axones gruesos con una capa de mielina gruesa y a axones mas

delgados con ausencia o escasa capa de mielina respectivamente.

Después del tratamiento desmielinizante con cuprizona, la vaina de mielina efectivamente se ve
afectada, como se constata inmunohistolégicamente en el grupo Control, objetivando la pérdida
de proteinas esenciales para el mantenimiento de su estructura como MBP y PLP. Sin embargo,
la velocidad de conduccion paradéjicamente apenas muestra variaciones significativas respecto
a los valores normales. Este suceso se debe a mecanismos fisiolégicos compensatorios como
son la redistribucién de canales de Na® OPV a lo largo del axén afectado o al incremento del
didmetro axonal secundario a dilataciones axonales que disminuyen la resistencia al flujo i6nico
(Waxman, 2008a; Waxman, 2008b). Este fendmeno aparece en el grupo Control, donde los
axones desmielinizados contienen multiples dilataciones a lo largo de su recorrido, objetivado por

un aumento del diametro axonal en las secciones histolégicas (Chang et al., 2002).

De modo similar, el grupo Operado Sham presenta una velocidad de transmision del impulso
nervioso similar a las observadas en condiciones normales. Sin embargo, en este caso el grosor
de la vaina de mielina esta seriamente afectado, no solo por el efecto desmielinizante de la
cuprizona, sino también por la astrocitosis y la presencia de macréfagos y microglia en la fimbria
operada como respuesta al dafio inducido por la cirugia. Esta alteracién en la homeostasis del
axon afecta a su diametro al perder los mecanismos de regulacidon osmoética, produciéndose

dilataciones a lo largo de su recorrido incluso en mayor medida que en el grupo Control.
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En el grupo Trasplantado con MSCs, la velocidad de conduccion de las fibras rapidas se duplica
respecto a los valores normales y al de los grupos Control y Operado Sham. Ademas, de modo
similar a lo observado en el grupo Control y Operado Sham el diametro axonal de este grupo es

mayor que en condiciones normales.

Hay que tener en cuenta que el grosor de la vaina de mielina es interdependiente del diametro
axonal (Smith et al., 1982). Segun esto, si a mayores diametros axonales les corresponden de
modo fisioldgico un mayor grosor de mielina, cabe esperar que los axones (0 segmentos
axonales) de diametro mayor al normal (en este caso debido a las dilataciones secundarias al
tratamiento desmielinizante) a los que posteriormente se ha reactivado el proceso de
remielinizacion, se sintetice y organice a su alrededor una vaina de mielina acorde a éste
diametro. Por tanto, durante el proceso de interaccion con el axén, las CPOs organizan una vaina
de mielina acorde a este nuevo diametro, con independencia de ser fisiolégico o secundario a un

proceso patoldgico (Figura D2).
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Figura D2: Hipétesis propuesta a cerca de las variaciones en el diametro del axén y del grosor de la vaina de
mielina.

Segun el modelo que proponemos, un axén normal que pierde la vaina de mielina ve afectada su homeostasis con
aparicion de multiples dilataciones a lo largo de su recorrido. Si se activa la remielinizacion en este punto, antes de que el
axon se vuelva inviable, los oligodendrocitos formaran una vaina de mielina de un grosor mayor al original, proporcional al
nuevo diametro axonal.

Si la remielinizacion recupera la homeostasis axonal, se propone que el didametro axonal recupere sus valores normales
al tiempo que la vaina de mielina se remodele hasta alcanzar el grosor normal.

Este modelo explicaria por qué los axones del grupo Operado Sham poseen un diametro axonal mayor que el grupo
Normal. Igualmente también explicaria por qué el grupo Trasplantado con MSCs posee un grosor de mielina mayor al
Normal pero con un diametro axonal menor que el grupo Operado Sham secundario a la normalizacion de las
dilataciones axonales por la recuperacion de la homeostasis axonal.

195



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

La remielinizacién sobre un axén dilatado podria ser la causa del incremento en la velocidad de
conduccion, pues ésta permite a los axones recuperar las propiedades de conduccion incluyendo
la normalizacién del periodo de latencia (Smith et al., 1979; Smith et al., 1981), estimulando el
desarrollo y maduracion de nuevos nodos axonales y normalizando la distribucion iénica normal

de los canales dentro de los nodos (Sasaki et al., 2006).

Ademas, al realizar los registros en la zona rostro-medial de la fimbria trasplantada, mas cercana
a la SVZ y giro dentado del hipocampo, se observa un incremento en la velocidad de conduccién
todavia mayor, posiblemente por su cercania a las rutas migratorias de CPOs procedentes de los
nichos neurogénicos. Acorde a estos resultados, en esta area se observa un mayor numero de
CPOs NG2+ y vainas de mielina mas compactas con mayor inmunorreactividad para MBP.

En concordancia con estos resultados, en estudios posteriores realizados en nuestro laboratorio,
igualmente se objetiva que el trasplante intraventricular de MSCs, incrementa la velocidad de
conduccion axonal de los axones del cuerpo calloso, a la par que incrementa el grosor de la

vaina de mielina y disminuye el g-ratio axonal (Cruz-Martinez et al., 2016).

4.- FGF8 Y SU IMPLICACION EN LA CAPACIDAD REMIELINIZANTE DE LAS MSCs.

Al igual que los otros miembros de la familia de FGFs, el FGF8 es un factor morfogenético
implicado en el desarrollo de vertebrados (Mason et al., 2000), estimulando dos procesos clave

en el desarrollo:

1) Proliferacion celular: FGF8 estimula la proliferacion celular en mesencéfalo,
romboencéfalo (Crossley et al., 1996; Lee et al., 1997; Xu et al., 2000) y prosoencéfalo
(Storm et al., 2006). En estudios propios de nuestro laboratorio se ha demostrado que
ratones heterocigotos con una copia de FGF8 no funcionante, reducen la tasa de
proliferacion de progenitores neurales aunque no se incrementa la degeneracion de
estos progenitores. Ademas, si posteriormente se inyectan células que expresan
constitutivamente FGF8 en el SNC de estos embriones heterocigotos, se rescata la tasa

de proliferacion original de los progenitores neurales (Martinez-Ferre & Martinez, 2009).

2) Migracion celular: FGF8 tiene un papel importante en el proceso de migracién de
progenitores, pues si se introduce una fuente de FGF8 exdgeno en el SNC embrionario,
se estimula la migracién radial desde la zona subventricular hacia la placa cortical (Smith
et al., 2006).
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3) Maduracion neuronal en el tadlamo: a través de la glia radial, la sefial de FGF8 es
transportada a regiones de la capa del manto, donde controla la diferenciacién y
supervivencia de las neuronas de los nucleos sensoriales (ventro-laterales) del talamo
(Botella-Lopez et al. 2019).

Sin embargo, pese a estas funciones clave en el desarrollo, se conoce muy poco sobre el papel
que desempenfa este factor en patologias del SNC adulto, particularmente en las patologias en
las que se ve afectada la mielina. Aunque FGF8 presenta una estructura similar a la de FGF2, las
CPOs expresan mas MBP en presencia de FGF8 que de FGF2 (Fortin et al., 2005), sugiriendo
que ambos factores no deben ser considerados como similares, pues presentan efectos

cuantitativamente distintos.

En nuestro grupo de investigacion hemos demostrado que FGF8 es capaz de inducir migracién y
atraccién de CPOs en cultivo hacia una fuente de FGF8 estatica mediada por las vias de
sefalizacion dependientes de los receptores de FGF, pues si éstos son inhibidos selectivamente,
se pierde esta capacidad de atraccion. Por otro lado, también hemos demostrado que FGF8
incrementa la proliferacion de CPOs y no entorpece su diferenciacion a oligodendrocitos
maduros, lo cual resultaria en un mayor niumero de estas células cerca de la fuente de FGF8
(Cruz-Martinez et al., 2014).

En el presente trabajo describimos como las MSCs en cultivo son capaces de sintetizar y
mantener en su citoplasma la proteina FGF8. Sin embargo, debido a posibles mecanismos de
autorregulacion, la transcripcién de su mensajero se encuentra reprimida por la sobreexpresion
de Sprouty-2 en el momento previo al trasplante y se mantiene al menos 90 dias después de

realizar los trasplantes intraparenquimales de MSCs.

Pese a la ausencia de expresion génica, la proteina FGF8 almacenada en el citoplasma de las
MSCs se libera en el parénquima nervioso, generando un acusado gradiente de concentracion
de FGF8 que se extiende por la fimbria trasplantada y zonas adyacentes. Las areas con mayor
concentracion de FGF8 se corresponden a las que se encuentra un mayor numero de CPOs y

mayor remielinizacion de axones.

Trasplantando bolas de heparina embebidas con FGF8 se estimula el reclutamiento de CPOs de
forma similar, aunque en menor cantidad, a un trasplante de MSCs. Se establecen contactos
entre las CPOs y las bolas embebidas con FGF8, mientras que si las bolas trasplantadas estan
embebidas con PBS, no suceden estos contactos. Ademas, el FGF8 liberado por las bolas de

heparina activa la sobreexpresion de NG2 en las CPOs propias del cértex cerebral.

Sin embargo, la reaccién astroglial secundaria al trasplante de bolas de heparina, es mucho

mayor que la observada en el trasplante de MSCs debido al caracter inmunomodulador que
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presentan estas ultimas. La astrocitosis se caracteriza por la presencia de una densa matriz de
procesos citoplasmaticos de astrocitos que en conjunto forman la cicatriz glial. Esta cicatriz
previene el dafo primario en los axones ante un ambiente lesivo, como el que se genera tras el
proceso quirurgico, pero a su vez, ésta densa marafia astrocitaria inhibe fisicamente el proceso
de remielinizacién, pues restringe el acceso de los oligodendrocitos a los axones (Groves et al.,
1993), pudiendo ser éste el motivo por el que la remielinizacién conseguida con las bolas de
FGF8, pese a ser mayor que en el grupo Operado Sham, es inferior al obtenido con el trasplante
de MSCs.

5.- POTENCIALIDAD REMIELINIZANTE DE LAS CELULAS MESENQUIMALES DEL
LIGAMENTO PERIODONTAL HUMANO Y DE LA PULPA DENTAL HUMANA.

Al igual que han observado otros autores, tanto las células de la pulpa dental como las del
ligamento periodontal, se integran y sobreviven en el SNC, sin embargo, poseen una elevada
tasa de mortalidad tras ser trasplantadas (Huang et al., 2008). Esto puede deberse a que, pese a
que los ratones trasplantados se encuentran parcialmente inmunodeprimidos, a medida que el
ratén envejece puede recuperar parte de su sistema inmunoldégico, pudiendo ser ésta la causa de

la alta tasa de mortalidad encontrada frente al trasplante xenogénico realizado en este estudio.

Pese a esto, las células de la pulpa y ligamento periodontal que permanecen viables presentan
una elevada actividad migratoria a través de una matriz extracelular de N-CAM. Estas se asocian
a esta matriz extracelular mediante extensiones citoplasmaticas que les confiere una polarizacién
paralela a la direccion de migracion y que siempre sucede hacia estratos ventrales del
parénquima. En algunos casos se puede observar como las células trasplantadas invaden las

meninges ventrales y toman contacto con el periostio de la fosa cerebral media.

Este proceso de migracion observado puede explicarse por la naturaleza ecto-mesenquimal
propia de éstas células. Su origen proviene de la cresta neural embrionaria desde donde migran
para situarse en estratos inferiores dentro del proceso mandibular y maxilar embrionario donde
induce a células de la estirpe ectodérmica del estomodeo para la formacion del diente. De dicha
interaccidn se induce la diferenciacion a los distintos tipos celulares que formaran las capas del
diente (Chai et al., 2000).

En estudios previos en nuestro laboratorio se describe como estas células expresan marcadores
de estirpe neural (Bueno et al., 2013), aunque para ello es necesario inducirlas previamente in
vitro en medio neurogénico, lo que dificulta su estandarizacion en su uso en terapia clinica. En
linea con estos resultados, en la presente tesis doctoral hemos descrito que las células de la

pulpa dental expresan marcadores oligodendrogliares (O4) aunque no se observa un incremento
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en la remielinizacién de los axones circundantes. Esto significa que, pese a que las células de la
pulpa dental expresan el marcador de oligodendrocitos O4, no son células funcionales en cuanto

a remielinizacion se refiere.

Por otro lado, si se trasplantan células del ligamento periodontal en SNC una vez han sido
cultivadas en medio de induccion neural, adquieren morfologia bipolar tipica de células madre
neurales, se integran en nichos neurogénicos como la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo y emiten procesos tangenciales que se extienden a lo largo de la capa subgranular
(Bueno et al., 2013). Sin embargo no se observo ningun proceso de atraccion de CPOs al lugar
del trasplante como el que observamos en este trabajo al trasplantar las células directamente sin
realizar previamente una inducciéon neural pero, al no incrementar el grado de remielinizacion,
concluimos que no existen las senales adecuadas para que las CPOs maduren a

oligodendrocitos capaces de remielinizar la fimbria trasplantada.

Independientemente de estos resultados pobres en cuanto a remielinizacion se refiere, hemos
encontrado varias propiedades en las células del ligamento periodontal humano que las
predispone, a falta de contrastar estos resultados inmunohistolégicos con otras técnicas de
analisis molecular, ser unas buenas candidatas para el estudio de tratamiento celular frente
situaciones patolégicas en las que el crecimiento axonal se ve limitado, como las lesiones
medulares u otras enfermedades donde la integridad de la neurona se ve afectada. Estas

propiedades son:

1) capacidad neurogénica, pues parte de estas células expresan marcadores de
progenitores neurales con expresion de Nestina debido a su origen embrionario de la
cresta neural

2) capacidad de atraccion y permisividad de crecimiento de colaterales axdnicos que
invaden el complejo celular Nestina/células del ligamento periodontal.

3) alta capacidad de migraciéon e integracion en tejido nervioso central a través de la
molécula de la matriz extracelular N-CAM.

4) capacidad de atraccion y migraciéon conjunta con CPOs, que las acompafan en su

camino migratorio en los que esta implicado el proteoglicano.

Estas propiedades que se describen son las que se buscan en las células utilizadas en terapias
experimentales frente las lesiones medulares, pues los axones seccionados en esta patologia no

pueden invadir la cicatriz glial formada a consecuencia de la lesion (Schwab et al., 1993).

Por estos motivos, el estudio de las células madre de ligamento periodontal humano, aunque a
priori no tienen las caracteristicas mas adecuadas para realizar una posible terapia frente
enfermedades desmielinizantes, puede considerarse una posible herramienta experimental para

tratar lesiones axonales del sistema nervioso central promoviendo y guiando el crecimiento
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axonal a sus dianas (Arthur et al.,, 2009), ademas, también incrementan la migracion,

proliferacion y supervivencia de células neurales enddégenas (Huang et al., 2008).

6.- POTENCIAL REMIELINIZANTE DE OLIGODENDROCITOS INMORTALIZADOS.
LINEA 158N.

Los oligodendrocitos inmortalizados de la linea 158N trasplantados en fimbrias créonicamente
desmielinizadas, mantienen las caracteristicas inmunohistoquimicas basicas de células
oligodendrogliales maduras como O4, MBP y PLP. Un pequeio porcentaje de estas células
expresan marcadores de oligodendrocitos inmaduros como Olig2 y Ca-ll. Ninguna de ellas
expresa el marcador caracteristico de células de Schwann S100 confirmando que las
caracteristicas de las células trasplantadas son propias del sistema nervioso central y no del

sistema nervioso periférico.

Sin embargo, una vez se trasplantan en SNC desmielinizado, estas células expresan de novo
dos marcadores que anteriormente no habia sido descritos, quizas debido a una reversion a

células de un linaje mas inmaduro del que inicialmente fue caracterizado:

1) GFAP, marcador tipico de células del linaje astroglial, de la glia envolvente olfatoria y de
precursores neurales tipo B generados en la zona subventricular.
2) B-tubulina neural de la clase Il Tuj1, marcador propio del citoesqueleto de axones

neurales y de neuroblastos.

Al igual que el trasplante de MSCs, de la pulpa y del ligamento periodontal, las células N158
trasplantadas se rodean por CPOs que provienen de nichos neurogénicos o de precursores
locales del parénquima nervioso trasplantado, que han sido reactivados o estimulados tras

realizar el trasplante.

Sin embargo al observar las dos posibles zonas neurogénicas cercanas a la fimbria trasplantada
(zona subventricular y capa subgranular del giro dentado del hipocampo) encontramos que, a
diferencia de lo observado con un trasplante de MSCs, sélo el hipocampo aparece hiper-reactivo
frente inmunomarcaje NG2. Las CPOs marcadas presentan finas prolongaciones que cruzan los

estratos del hipocampo y que se orientan paralelamente a la fimbria.

Adicionalmente, las células 158N expresan la molécula semaforina 3F. Esta molécula esta
implicada en procesos de migracion y diferenciacion de precursores oligodendrogliales y en
procesos de guia axonal, propiedades que pueden ser de interés frente al tratamiento patologias

de lesién axonal.
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Se ha descrito que los oligodendrocitos maduros no manipulados genéticamente trasplantados
en el SNC tienen una escasa supervivencia y practicamente nula capacidad de migracién que los
hace escasamente eficientes en su uso como terapia celular (Blakemore & Franklin, 1991;
Franklin & Blakemore, 1997). En este sentido, los oligodendrocitos inmortalizadas 158N
presentan la ventaja de proporcionar células con alta capacidad de supervivencia tras 90 dias del

trasplante sin incrementar su tasa de proliferacion celular (Feutz et al., 2001)

En cuanto a remielinizacion se refiere, las células 158N son capaces de producir proteinas de
mielina incrementando la sintesis de éstas proteinas tanto en la zona trasplantada como su
periferia. Sin embargo, es necesario estudiar si este proceso se traduce en una recuperacion
fisioldgica en la transmision del impulso nervioso, pues al tratarse de una linea celular madura, la
efectividad para remielinizar axones desprovistos de mielina es escasa. En este sentido las

CPOs son mas efectivas en la sintesis de vainas de mielina funcionales (Rivera et al., 2009).

Junto a este hecho hay que destacar la actividad angiogénica que presenta el trasplante,
caracteristica también presente en masas celulares tumorales, por lo que pese a tener un ciclo
celular similar al de las células gliales en el SNC (Feutz et al., 2001), habria que estudiar cémo
evoluciona éste trasplante a largo plazo, su posibilidad de metastatizar, y si ambos procesos se
revierten al optimizar a la baja el niumero de células trasplantadas. Por estos motivos,
conjuntamente con el proceso de manipulaciéon génica que han recibido, en principio son células

no aptas para su uso clinico.

7.- COMENTARIOS ADICIONALES.

7.1.- RESPECTO AL USO DE MSCs FRENTE OTROS TIPOS CELULARES.

En este estudio hemos utilizado varios tipos celulares para tratar lesiones desmielinizantes
cronicas. Tanto las células mesenquimales, células del ligamento periodontal, células de la pulpa
dental y oligodendrocitos inmortalizados 158N, poseen propiedades regenerativas que han
impulsado varias lineas de investigacion para tratar enfermedades degenerativas del sistema
nervioso. Sin embargo, hemos profundizado en el estudio de las propiedades de las MSCs por
ser éstas las que ofrecen una posible ventaja terapéutica frente enfermedades desmielinizantes

cronicas.

Estas ventajas consisten en propiedades diferenciales del trasplante de MSCs:

1) Ausencia de actividad proliferativa en el interior del parénquima nervioso, por lo que se

descarta su transformacion neoplasica. Por contra, las células 158N tienen una tasa de
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proliferacion mayor hasta el punto de invadir y alterar la estructura fisiolégica de la

fimbria trasplantada e incluso invadir estructuras vecinas.

Escasa actividad migratoria por el parénquima nervioso. Se han observado MSCs en
otras localizaciones ventriculares distintas al trasplante, pero son células que refluyeron
durante el proceso quirdrgico y fueron arrastradas por el propio flujo del liquido
cefalorraquideo. Sin embargo, las células de la pulpa y el ligamento periodontal siempre
migran intraparenquimalmente a estratos inferiores de donde se ha realizado el
trasplante, no pudiendo controlar, ante el hipotético uso terapéutico de estas células, la

localizacion final donde se va a ubicar el trasplante.

Escasa actividad angiogénica, por lo que se minimiza cualquier efecto sistémico por el
paso de células o subproductos del trasplante a la circulacion sistémica. Esta propiedad
también la poseen las células de la pulpa y ligamento periodontal, pero no las células

158N de elevada actividad angiogénica.

Viabilidad de las células trasplantadas durante meses, permitiendo que el efecto
terapéutico que éstas poseen actle durante el tiempo suficiente como para activar los
mecanismos fisioldgicos de formacién de vainas mielina sin necesidad de realizar nuevas
cirugias para reponer posibles pérdidas celulares. Sin embargo las células de la pulpa y
ligamento periodontal poseen una alta degeneracién, siendo muy variable predecir

numero de células que son capaces de sobrevivir largo tiempo.

No son diana frente a los mecanismos patoldgicos que acontecen en la esclerosis

multiple. Las células 158N, al tratarse de oligodendrocitos, si lo son.

Son consideradas como micro-bombas de factores tréficos que difunden localmente para
alcanzar nichos neurogénicos locales, pero no los mas alejados, por lo que se obtiene
una actividad focalizada al lugar trasplantado, evitando asi la alteraciéon de zonas no

afectadas por la desmielinizacion.

Facilidad de obtencion de células del propio paciente, lo que evita el rechazo celular que
puede aparecer ante un trasplante de células 158N, o la pérdida de piezas dentales para

obtener células de la pulpa y ligamento periodontal.

Estimulaciéon de la remielinizacién enddégena, activando los mecanismos reparadores
propios, por lo que la posible degeneracion de las propias células trasplantadas con el
paso del tiempo no afectara a la regeneracion conseguida por el propio sistema

regenerador del huésped. Esto diferencia las MSCs de las células 158N que, aunque son
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capaces de sintetizar mielina per se, una mayor tasa de degeneracion celular en las

células trasplantadas puede revertir el efecto terapéutico alcanzado.

9) Pese a que los cuatro tipos celulares atraen CPOs a la periferia del trasplante, parece
que solo las MSCs liberan los factores tréficos necesarios para que éstos se diferencien
a oligodendrocitos maduros con capacidad remielinizante, alcanzando tasas de
regeneracion de mielina similares a las obtenidas con el trasplante de células 158N con

actividad remielinizadora per se (Figura D3).
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Figura D3: Comparacion de la remielinizacion obtenida mediante el trasplante de las células del ligamento periodontal
(barra magenta), de la pulpa dental (barra naranja), de células madre mesenquimales (barra verde) y de oligodendrocitos
inmortalizados de la linea 158N (barra morada). Se incluye la remielinizacion obtenida mediante FGF8 (barra roja).

Unicamente el trasplante de MSCs, de las células 158N y de FGF8 consigue una remielinizacion significativamente
superior a los grupos Control (barras azules) y grupo Operado Sham (barra amarilla).

7.2.- RESPECTO AL TRATAMIENTO CON FGF8.

El presente trabajo introduce al FGF8 en la compleja red molecular del proceso de

remielinizacién donde estan involucrados un gran numero de moléculas y factores tréficos.

El tratamiento con FGF8 in vivo es, por si mismo, capaz de activar los procesos necesarios para

conseguir remielinizacion axonal. Este hecho es de gran relevancia clinica, ya que otros factores
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troficos aunque pueden activar, inducir diferenciacién, migracion o supervivencia de
oligodendrocitos, necesitan actuar sinérgicamente para observar un efecto terapéutico completo.
Por ejemplo, el factor neurotréfico ciliar (CNTF) que es parte del secretoma de las MSCs,
promueve la génesis, diferenciacion, maduracién y supervivencia de oligodendrocitos en el SNC
adulto (Talbott et al., 2007; Stankoff et al., 2002), pero por si solo no es capaz de inducir

remielinizacién en modelos animales (Rivera et al., 2008).

Sin embargo, la administraciéon Unica de FGF8 parece ser capaz de inducir por si misma,
reclutamiento, activacién y maduracion de CPOs a partir de la estimulacién de los nichos
neurogénicos propios del SNC dafado. Estos tres procesos son basicos y necesarios para

conseguir una terapia remielinizante efectiva.

La capacidad de FGF8 para activar por si mismo todo el proceso de remielinizacion se debe,
posiblemente, a que las CPOs poseen en su membrana los cuatro receptores de FGF (FGFr), de
los que FGFr1 y FGFr2 intervienen directamente en el proceso formaciéon y maduracion de las
vainas de mielina, asi como para formar las interacciones funcionales entre el axén y la vaina de
mielina (Furusho et al., 2012).
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1.- Las células mesenquimales derivadas de médula 6sea son viables a medio plazo tras ser
trasplantadas en parénquima nervioso y, sin previa induccion neural en cultivo, no muestran
capacidad de diferenciacién neural u oligodendrogénica.

2.- El trasplante de células mesenquimales derivadas de médula ésea promueve la activaciéon de
progenitores de oligodendrocitos que estaban en estado inactivo debido al tratamiento con

cuprizona.

3.- Los progenitores de oligodendrocitos migran hacia la periferia del trasplante donde ejercen su

efecto de forma local.

4.- Los progenitores de oligodendrocitos se diferencian en oligodendrocitos maduros que
remielinizan los axones periféricos al trasplante de células mesenquimales derivadas de médula

Osea.

5.- La mielina formada restablece la velocidad de conduccién nerviosa de los axones

remielinizados.

6.- Estos efectos se deben a factores tréficos secretados por las células mesenquimales
derivadas de médula 6sea, que activan los nichos neurogénicos y promueven la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y migracion de los progenitores de oligodendrocitos originados de
estos nichos.

7.- En concreto FGF8, sintetizado y liberado por las MSCs, es capaz de promover por si mismo

todas las etapas de la remielinizacion.

8.- Las células de la pulpa y ligamento periodontal humanas no incrementan la remielinizacién de
la zona trasplantada, aunque las células del ligamento periodontal muestran propiedades

neurorregeneradoras.
9.- El trasplante de oligodendrocitos inmortalizados 158N, pese a que obtener tasas de

remielinizacién mayores al resto de tipos celulares estudiados, no son adecuados para su uso en

terapia celular debido a su elevada capacidad invasiva.
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Mesenchymal stromal-cell transplants induce
oligodendrocyte progenitor migration and
remyelination in a chronic demyelination model

J Jaramillo-Merchan', J Jones', JL Ivorra?, D Pastor®, MC Viso-Leon', JA Armengdl®, MD Molt6?,
E Geijo-Barrientos' and S Martinez*'

Demyelinating disorders such as leukodystrophies and multiple sclerosis are neurodegenerative diseases characterized by the
progressive loss of myelin that may lead toward a chronic demyelination of the brain’s white matter, impairing normal axonal
conduction velocity and ultimately causing neurodegeneration. Current treatments modifying the pathological mechanisms are
capable of ameliorating the disease; however, frequently, these therapies are not sufficient to repress the progressive
demyelination into a chronic condition and permanent loss of function. To this end, we analyzed the effect that bone marrow-
derived mesenchymal stromal cell (BM-MSC) grafts exert in a chronically demyelinated mouse brain. As a result,
oligodendrocyte progenitors were recruited surrounding the graft due to the expression of various trophic signals by the grafted
MSCs. Although there was no significant reaction in the non-grafted side, in the grafted regions oligodendrocyte progenitors
were detected. These progenitors were derived from the nearby tissue as well as from the neurogenic niches, including the
subependymal zone and dentate gyrus. Once near the graft site, the cells matured to myelinating oligodendrocytes. Finally,
electrophysiological studies demonstrated that axonal conduction velocity was significantly increased in the grafted side of the
fimbria. In conclusion, we demonstrate here that in chronic demyelinated white matter, BM-MSC transplantation activates
oligodendrocyte progenitors and induces remyelination in the tissue surrounding the stem cell graft.

Cell Death and Disease (2013) 4, 779; doi:10.1038/cddis.2013.304; published online 29 August 2013

Subject Category: Experimental Medicine

Demyelinating disorders are a group of diseases characte-
rized by myelin loss. The cause for this destruction is varied,
such as an autoimmune attack (i.e., multiple sclerosis (MS))'+2
or metabolic/genetic alterations (leukodystrophy).> The
loss of myelin ultimately causes neuronal disruption, as the
oligodendrocytes are crucial for both the metabolic support of
the axons” as well as the correct transmission of the nerve
impulse.

Oligodendrocyte progenitor cells (OPCs), which express
the NG2 proteoglycan,® can be detected migrating and
differentiating into mature oligodendrocytes as early as 7
days after a demyelinating lesion.® These cells are extensively
distributed in the central nervous system (CNS), are capable
of dividing throughout the lifespan and are activated when
there is a demyelinating process.”

MS can be divided into two main stages: acute and chronic.
Although in the acute phase the nearby OPCs are capable of
remyelinating the damaged axons,®'° in the chronic phase

the cell’s migratory and differentiating capabilities are altered,
resulting in sustained and progressive demyelination.! This
is at least partly because of the lack of factors that recruit and
stimulate remyelinating properties of OPCs." Thus, the
objective of this work was to develop a remyelinating therapy
in chronically demyelinated white matter based on activation
of existing OPCs to induce migration and differentiation.

To this end, there are a number of studies concerning
trophic-based activation of OPCs (reviewed by Rivera
et al.'®). Many of the identified trophic factors are known to
be produced and secreted by bone marrow-derived mesench-
ymal stromal cells (BM-MSCs). Previous reports have proven
that these cells are capable of inducing regeneration,
neuroprotection and functional recovery in an MS mouse
model.**"® Though the cause for this effect in vivo is not well
understood, there is evidence in vitro that BM-MSCs are
capable of stimulating the proliferation and differentiation
of neural progenitors toward an oligodendrocyte lineage.'”'®

'Neuroscience Institute, University Miguel Hemnandez-Spanish Council for Scientific Research (UMH-CSIC), Alicante, Spain; 2Department of Genetics, University of
Valencia, CIBERSAM, INCLIVA, Valencia, Spain; *Sports Science Research Center, University Miguel Herandez, Elche, Spain and *Department Physiology, Anatomy
and Cell Biology, Pablo de Olavide University, Seville, Spain

*Corresponding author: S Martinez, Neuroscience Institute, University Miguel Hernandez-Spanish Council for Scientific Research (UMH-CSIC), Avda. Ramon y Cajal
s/n. 03550, San Juan, Alicante, Spain. Tel: +34 96 5919556; Fax: +34 96 5919555; E-mail: smartinez@umh.es

Keywords: mesenchymal stromal cells; demyelinating mouse model; trophic release; oligodendrocyte activation; remyelination

Abbreviations: BDNF, brain-derived neurotrophic factor; BM-MSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cell; CC, corpus callosum; CNS, central nervous system;
cSEZ, caudal subependymal zone; DG, dentate gyrus; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; FGF, fibroblast growth factor; GFAP, glial fibrillary acidic protein;
GFP, green fluorescent protein; IGF, insulin-like growth factor; LV, lateral ventricle; MBP, myelin basic protein; MS, multiple sclerosis; MSC, mesenchymal stem cell;
NGF-, nerve growth factor 3; NT3, neurotophic factor-3; NT4/5, neurotrophic factor-4/5; OPC, oligodendrocyte progenitor cell; PB, phosphate buffer; PDGF, platelet-
derived growth factor; PFA, paraformaldehyde; SEZ, subependymal zone; TEM, transmission electron microscopy

Received 08.4.13; revised 08.7.13; accepted 16.7.13; Edited by Y Shi

239



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

Stem cell-induced remyelination
J Jaramillo-Merchan et al

)

Here we describe the use of BM-MSC in a model of chronic
demyelination. This approach will give us insight as to the
mechanisms by which BM-MSCs may activate OPCs in vivo,
and ultimately induce remyelination and axonal conduction
improvement.

Results

MSCs activate oligodendrogenesis and remyelination.
After 12 weeks of cuprizone-embedded diet, the mice
presented clear demyelinating lesions in the corpus callosum
(CC) and fimbria (Figures 1b—d). However, although in the
CC both myelinated and non-myelinated patches were
detected (Figure 1c), the fimbria was rather homogeneously
non-myelinated (Figure 1d). Thus, the surgical procedures
were decided to be performed in this white matter structure.

SURGERY

day: 0

SHAM operated

NORMAL FIMBRIA

Figure 1
indicating with red squares the CC (¢) and fimbria (d). (¢) Immunohistochemistry of a trans
for MBP (in green). Arrows indicate patches of demyelination (MBP-negative), similar to
(green) staining in the fimbria of a non-treated mouse and of a cuprizone-treated mouse
indicating a homogenous demyelination process of the fimbria. Scale bar, 75 um (¢ and
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As early as 2 weeks after stereotaxic-guided intra-fimbrial
transplantation (Figure 2a), NG2-positive OPCs as well as
mature oligodendrocytes (myelin basic protein (MBP +))
were detected surrounding the grafted cells (Figures 2b—d).
The percentage of NG2, MBP and glial fibrillary acidic protein
(GFAP) immunoreactivity was calculated and compared in the
sham controls and stem cell-treated groups (Figures 2e-h).
Concerning NG2, there was a slight increase in expression in
the sham-treated group compared with its contralateral side,
although not as remarkable as that observed in the stem cell-
treated group, where over 10 times more NG2 was detected
(Figures 2e and f). This was also observed in both MBP and
GFAP staining, where the stem cell-injected fimbria presented
higher levels of expression of these myelin and astrocyte
markers, respectively, compared with the contralateral side
(Figures 2e, g and h). The sham-treated fimbria did not differ

ANALYSIS

day: 90

corpus
callosum

DEMYELINATED FIMBRIA

Effect of chronic intake of cuprizone in the CNS. (a) Chronogram of the experimental protocol. (b) Schematic representation of a transveral section of the brain,

veral section of the CC of a mouse treated for 3 months with cuprizone and stained

that seen in chronic lesions of MS. (d) Proteolipid protein (PLP) (red) and MBP
of the same age. Note the lack of expression of the two myelin-forming proteins,
d)



with its contralateral side in MBP staining, whereas for GFAP
a slight increase was detected.

The results shown here indicate that there was a significant
increase in OPCs and mature oligodendrocytes in the fimbria
treated with MSCs, which in turn gave rise to newly formed
myelin.

MSC transplantation increases the conduction velocity
of demyelinated fibers. Axon conduction velocity was
measured in order to confirm if the newly formed myelin
around the MSC graft was functional (Figures 3a—d). In the
recordings obtained with electrodes placed in the vicinity of
the graft (see Materials and Methods), we detected two
different populations of axons corresponding to fast- and
slow-conducting axons (Figure 3e); in normal mice the
average conduction velocity of these components was close
to 1 and 0.4 m/s, respectively (measured at room tempera-
ture). The slow conduction fibers were absent when the
region of the fimbria near the hippocampus was registered
(Figure 3f).

The values of conduction velocity of fast-conduction fibers
are given in Figure 3g. In normal (wild type), control
demyelinated and sham-operated animals, the conduction
velocity of the fast and slow (not shown) fibers was similar in
all the regions tested (only rostral and caudal registered
regions are shown). However, in stem cell-treated mice the
conduction velocity of the fast fibers was almost twice as fast
in the rostral region compared with the other groups (t=3.11;
P-value =0.032), although the caudal region had increased
values, though not statistically significant. The conduction
velocity of the slow fibers did not change in any experimental
condition (data not shown).

Thus, our electrophysiological analysis indicated that MSC
transplants increased axon conduction speed of the area in
the fimbria surrounding the graft. This effect is higher in the
anterior region of the fimbria, which represents the axonal
segments localized closer to the caudal subependymal zone
(cSEZ) in relation to the graft.

MSCs activate oligodendrocyte progenitors by releasing
trophic factors. As commented in the Introduction section,
several authors have indicated that MSCs are capable of
releasing a number of trophic factors that activate OPCs and
induce their differentiation toward myelinating oligodendro-
cytes. Several factors that are known to induce this effect in
OPCs were analyzed in MSCs both in vitro (before transplan-
tation, Figure 4a) and in vivo (Figure 4b). As a result,
neurotrophic factor-4/5 (NT4/5), neurotophic factor-3 (NT3),
platelet-derived growth factor (PDGF) and nerve growth
factor-ff (NGF-f3) were detected both in vitro and in vivo. The
contralateral (control) fimbria did not show any significant
immunoreactivity of any of the factors analyzed. There was no
immunoreactivity detected for these trophic factors in the
sham group (data not shown). The combinations of several of
these growth factors have been previously shown to be
capable of inducing remyelination in cuprizone-treated mice.!®

As no transdifferentiation or cell fusion processes were
observed (data not shown), we conclude that the activation of
native OPCs and oligodendrocytes was due to the release of
at least these trophic factors by the grafted stem cells.
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MSCs stimulate oligodendroglial differentiation and
migration of cells from the SEZ and dentate gyrus of
the hippocampus. The results shown so far indicate an
activation of OPCs in the fimbria due to the paracrine effect
of several trophic factors from the grafted MSCs. However,
this increase in OPCs derives not only of nearby areas
surrounding the fimbria, but possibly from the neurogenic
niches, the SEZ and the dentate gyrus (DG) of the
hippocampus. This phenomenon is possible because of the
fact that the ventricular surface of the CC, caudal septum and
fimbria coincide in the dorso-caudal pole of the lateral
ventricle (LV), which advances over the ventricular surface
of the hippocampal formation.

In the case of the SEZ, a number of NG2-positive cells were
detected migrating from this region in the side of the fimbria
where the stem cells were injected (Figure 5a). These cells
presented cytoplasmic prolongations with a rostro-medial to
caudo-lateral orientation and followed the SEZ of the right LV,
with practically no invasion of the alveus or outer cortical
hippocampal structures (Figures 5b—f).

To further confirm if the NG2-positive cells detected from
the SEZ toward the fimbria originated in this area, Nilo1
expression was analyzed (Figure 5g). This marker is specific
for neural precursors of the SEZ.*° As a result, the vast
majority of the NG2-positive cells also expressed Nilo1,
confirming that they derive from the SEZ (cells in purple).
Migrating NG2 + cells were not detected in the contralateral
side of the fimbria, where no stem cells were injected (Figures
5h and i).

Also, the subgranular layer of the DG was analyzed in
longitudinal sections, as this neurogenic area is relatively
close to the grafted site (Figures 6a and b). Stronger MBP
immunostaining was detected in the rostral fimbria near the
DG with respect to more caudal areas of the fimbria (Figures
6c and d). Also, some cells seemed to detach from the distal
pole of DG subgranular and migrated through the subepial
region (Figures 6e—g), to finally invade the nearby fimbria
parenchyma and even extend prolongations that surrounded
the axons, similar to that observed in mature oligodendrocytes
(Figures 6h—j). These NG2 + cells from the subgranular zone
of the DG were Nilo1-negative (data not shown).

Discussion

In this work, we analyzed the effect that MSC grafts have in
a chronic demyelinated model. As a result, OPCs, identified as
NG2 + cells, increased in number and migrated from the
nearby neurogenic niches toward the graft, which include cells
from the subependymal (NG2+/Nilo+) and subgranular
(NG2 +/Nilo—) zones (Figure 7). Furthermore, these pro-
genitor cells matured into oligodendrocytes and remyelinated
the surrounding area. This seemed to be due to the effect of
various trophic factors secreted by the grafted MSCs, inducing
OPC migration toward demyelinated white matter and
differentiation to ultimately promote remyelination.
Toxicity-induced demyelinating models such as cuprizone
are similar to the lesions that appear in MS, with massive
apoptosis of oligodendrocytes; however, if the treatment is
prematurely suspended, spontaneous remyelination occurs.
This physiological remyelination occurs in two phases:

w

Cell Death and Disease

241



TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES
Jaramillo-Merchan, Jesus A.

{ Stem cell-induced remyelination
J Jaramillo-Merchan et a/

o~

(A) OPC proliferation and colonization of the demyelinated complex mechanism of coordinated expression of signaling
area and (B) differentiation toward immature oligodendro- factors (reviewed by Chari et al.%?).

cytes that contact with demyelinated axons, followed by OPC OPCs are normally generated in the SEZ and DG of the
maturation and remyelination. This process is regulated by a hippocampus in adult animals. During development, OPCs
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originate and migrate from the embryonic subventricular zone
into the forebrain parenchyma.” Caudally, these precursors
migrate into the fimbria and hippocampus. Therefore, the
fimbria represents an ideal area of interest to explore
remyelination because of its localized source of OPCs from
the cSEZ.

OPCs are constitutively present in the adult CNS and can
specifically differentiate in vivo toward remyelinating oligo-
dendrocytes. However, in some myelin diseases, such as in
the primary progressive and evolution of relapsing-remitting
MS, there is a multiple dysfunction in the remyelinating
mechanisms that characterize the appearance of chronic
lesions,2" similar to that observed in chronic cuprizone-treated
mice.?? This may be because of either an absence of nearby
OPCs or that they are quiescentand do not react to the signals
that normally appear during the early stages of demyelination.
In both cases, they may be due to, at least partly, the lack of
factors that activate the necessary mechanisms to induce
regeneration. Thus, it is of great importance to stimulate the
quiescent OPCs, as well as induce their migration to the
affected area.

There are numerous growth factors known to induce
remyelination, including PDGF,?® fibroblast growth factors
(FGFs),2* NT3% and insulin-like growth factor (IGF)-1.2627
Also, certain combinations of growth factors work synergis-
tically to repair and remyelinate. For example, FGF2 along
with IGF activate OPCs,?® whereas PDGF convert adult
OPCs, which divide slowly, to ‘newborn’ progenitors with a
higher proliferation rate.?®

However, there are certain disadvantages in using trophic
factors alone as a possible treatment. One of the most
important disadvantages is to find the proper dosage. An
insufficient amount of the trophic factor would not have any
effect on the remyelination process, but an excess may
actually cause further damage. This was observed, for
example, with brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
infusion after an axotomy in rats.® In this work, high doses
of the trophic factor inhibited motorneuron axonal regenera-
tion. At the clinical level, ALS patients were administered
intrathecally different doses of BDNF, causing an overall
worsening compared with placebo.®' This cited article also
shows another possible problem with growth factor treatment:
the method of administration. Although oral intake may cause
little to no effect on the tissue of interest, especially because
many growth factors are not capable of surpassing the blood—
brain barrier, direct injection or using micro-pumps has shown
that the necessary concentration of the trophic factor to induce
regeneration or neuroprotection may cause side effects that
surpass the possible benefits. For example, NGF infusion in
Alzheimer’s disease patients resulted in a very slight cognitive

a
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amelioration but accompanied by constant back pain that only
disappeared when the treatment was halted.*? In addition,
GDNF intraventricular delivery has been used in Parkinson’s
disease, which resulted in no clinical benefits and unwanted
side effects.®® The importance of adverse events demonstrate
the biological activity of neurotrophic factors in human’s
neurodegenerative conditions and reveal the importance of
adequate delivery pattern (continuous instead of intermittent)
close to neuronal targets in physiological concentrations.

MSCs, on the other hand, are known to secrete a large
array of factors.®* These factors are released in an autocrine
and paracrine way in response to the niche they are placed, in
order to regenerate or protect nearby degenerating tissue. In
MS, MSC transplantation presents an additional benefit,
which resides in the modulation and suppression of the
immunological response that characterizes this disease by
inhibiting and regulating T-cell proliferation, as well as
suppresses the inflammatory response.®

Some of the factors that MSCs release are known to
promote the differentiation of neural progenitor cells toward
oligodendrocytes,®® establishing an oligodendrocytic niche.
We describe the expression of an array of growth factors.
These trophic factors released by the MSC reach the
neurogenic niches to promote OPC recruitment toward the
source releasing them. These OPCs are active as they
express NG2 and migrate from the caudal pole of the LV SEZ
homolateral to the transplant. This stream of cells continues
up to the graft, without abandoning the subependymal niche.
Also, some OPCs from the DG of the hippocampus were
observed.

Interestingly, in our sham controls we observed a slight
increase in OPCs around the injection site. A previous study
described that OPCs are activated when there is an ischemia,
demyelination or other lesion in the CNS.%” However, these
OPCs were not capable of differentiating into mature
oligodendrocytes nor initiate any reactive myelin formation,
demonstrated by the absence of MBP immunoreaction.

Even though we observe the activation and maturation of
OPCs in a chronic demyelinated tract, it is necessary to
confirm that functional remyelination occurs. In chronic
lesions of MS, the oligodendrocytes that survive in a
demyelinating lesion and have lost their myelinating expan-
sions are not capable of contributing to the remyelination,
despite being capable of forming new myelin layers, because
they cannot place these layers in the demyelinated axons
(reviewed by Franklin®®). Thus, it is necessary to perform
electrophysiological studies in order to confirm that the
remyelination process observed here results in a functional
recovery. In this work, we measured the conduction velocity of
several areas in the periphery of the transplant. Under normal

ﬁgure 2 OPCs around the graft site. (a) Diagram depicting the location of the injection site. The fimbria (Fi) is adjacent to the CC and the hippocampus, subdivided into
CA1, CA2 and CA3. (b) MSC-grafted fimbria immunostained for H2d (green) and NG2 (red) in the injection site. In all cases, the graft stimulated OPC clustering. (c) Stem
cell-treated fimbria immunostained for GFP (green) and MBP (red) in the injection site. (d) Close-up image of a region of the periphery of the graft (inset in ¢) staining for MBP
(red) and GFP (green) where the stem cells can be seen intertwined with myelinated fibers. (e) NG2, MBP and GFAP expression (in red) in the fimbria of mesenchymal stem
cell-grafted mice, sham-operated and the control demyelinated fimbria of the grafted mice. Note that the NG2 in MSC was taken 1 mm rostrally from the graft where no MSC
were present. (f-h) Quantification of the expression of NG2 (f), MBP (g) and GFAP (h) in the fimbria of MSC-grafted mice (green bars), sham-operated (yellow bars) and the
control fimbria (blue bars) of both groups. A significant increase of the NG2 expression (t= — 3.19; P-value = 0.013), MBP expression (t= — 4.34; P-value = 0.004) and
GFAP expression (t= — 2.60; P-value = 0.032) was detected in the MSC-grafted mice compared with the sham-operated mice, whereas no significant differences were
detected in both control demyelinated fimbria (corresponding to the contralateral side of the fimbria) in sham-operated and control demyelinated fimbria in MSC-grafted.

Scale bar, 100 um
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Figure 3 Axon conduction velocity in various regions of the fimbria. (a and b) Images of the extracted fimbria, depicting the location of the graft. (¢) The stimulus electrode
located in the caudal region (c) of the fimbria and a registry electrode in the rostral area (caudal to the graft) (r). (d) Details of the position of the two registry electrodes to obtain
the recordings of the caudal fibers around the graft (white line). (e and f) Two fibers were detected: fast (thicker myelin sheaths) and slow (thin and/or non-myelin sheaths)
fibers. (g) Histogram depicting the axon potential velocities in the fast fibers measured in the MSC (green), normal non-demyelinated (black), sham-operated (yellow) and
control demyelinated fimbria (blue) in the rostral (R) or caudal (C) regions. Red line denotes wild-type values. Scale bar, 1 mm (a and b); 500 um (c); and 100 um (d)
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Figure 4 Trophic factor expression after grafting. (a) PCR analysis of cultured mesenchymals stromal cells. (b) Immunohistochemical analysis of the stem cell-treated
fimbria for the expression of various trophic factors compared with the control fimbria. NT4/5, NT3, PDGF and NGF-/ were expressed in MSC-grafted fimbria. The histogram to
the right depicts the quantification of the immunoreactivity of the trophic factors analyzed by immunohistochemistry, relative to the contralateral (non-treated) side of the
fimbria. A value over 1 indicates a higher immunoreactivity in the treated side of the fimbria compared with the non-treated side. Scale bar, 50 um

circumstances, two fiber types can be detected: fast and slow
fibers, corresponding to axons with thick and thin myelin
sheaths, respectively. Interestingly, in our model after
demyelination the conduction velocities of both fast and slow
fibers were not severely affected compared with normal
values. This was possibly due to the spontaneous compen-
satory mechanisms in the axon, such as axonal dilatation that
increases axonal diameter. In the MSC-treated group, the
conduction velocity of the fast fibers doubled with respect to
the other groups, including wild-type controls. Also, when the
rostro-medial area of the fimbria was registered, close to
the fornix, we observed a very significant increase in the
conduction velocity, possibly due to the proximity of OPC
migratory routes deriving from the neurogenic niches. In this
area a large concentration of OPCs was observed. This strong
increase of impulse transmission could be due to the
remyelination of dilated axons, which could restore saltatory
conduction in already dilated axons.

In conclusion, MSC transplantation resulted in the activa-
tion of nearby oligodendrocyte progenitors, which because of
the cuprizone treatment maintained an unactivated state.
In turn, these OPCs matured into myelinating oligodendrocytes.
This was due to the secretion of several trophic factors, which
also activated the neurogenic niches, provoking the migration
of OPCs from the subventricular zone and DG of the
hippocampus toward the graft. These results indicate a
possible stem cell-based therapy where mesenchymal stem
cells may be delivered into the CNS of MS in the chronic phase
of the lesions.

Materials and Methods

Animals. All experiments have been performed in compliance with the Spanish
and European Union laws on animal care in experimentation (Council Directive
86/609/EEC) and have been analyzed and approved by the Animal
Experimentation Committee of our University. Green fluorescent protein (GFP)
(C57BI/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J) transgenic mice were used as donors, whereas
C3HHe (H2K") mice were used as hosts. Both animal strains were bred and
maintained in our animal facilities.

Demyelinating treatment. Four-week old C3H/He mice were given a diet
with 0.2% cuprizone (w/w) for 12 weeks ad libitum in order to obtain a chronic
version of toxicity-induced demyelination, as previously indicated® but with the
following changes. Finely powdered cuprizone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was dissolved in 60% tap water (w/v) with 0.5% (w/v) commercialized cane
sugar. The cane sugar was added to avoid the weight loss observed in other
studies because of the cuprizone treatment. After 12 weeks, the mice were grafted
with MSCs (or culture medium in the case of sham-operated group) and returned
to normal diet until their death, which was depending on the test at 15 or 90 days
(see timeline in Figure 1a).

Isolation and culture of MSCs. The isolation and culture of MSCs was
performed as in our previous studies.**“' Briefly, the bone marrows of transgenic
GFP mice were extracted, disaggregated and cultured in plastic flasks. The
following culture medium was used: high-glucose Dulbecco’s modified Eagle's
medium (DMEM) (Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK), 15% fetal bovine
serum (Biochrom AG, Berlin, Germany) and 1% penicillin/streptomycin (Sigma-
Aldrich). The stem cells were maintained for 3-4 weeks (passages 2-3) before
proceeding to the surgical interventions.

Cell transplantation and experimental groups. A total of 24 mice
were injected with MSCs (n=10 for immunohistochemistry, n=8 for
electrophysiology and n=6 for electron microscopy). Also, for the sham-operated
group, another 10 animals were used (n=4 for immunohistochemistry, n= 3 for
electrophysiology and n=3 for electron microscopy). In both groups, before
performing the surgical procedure, 0.1 mg/kg of buprenorphine (Buprex, Schering-
Plough, Madrid, Spain) was injected into the mice. Isoflurane (Esteve Veterinary,
Milan, Italy), an inhalational anesthesia, was used, and the mice was placed on a
stereotaxic apparatus (Stoelting, Wheat Lane Wood Dale, IN, USA). The animal
was monitored, and anesthesia concentration was controlled. The injections were
performed in the right fimbria at the following stereotaxic coordinates (Kopf, model
900 small animal stereotaxic instrument; anteroposterior relative to bregma,
mediolateral and dorsoventral from the surface of the brain): —0.11, —0.16
and — 0.26 mm, respectively. The MSCs were injected using a 5 ul Hamilton
syringe (Reno, NV, USA) coupled with a DMEM-rinsed siliconed-capillary glass.
In the MSC-operated group, 300000 cells were transplanted in 2 ul of DMEM.
The left fimbria was considered as the internal control of demyelination for all
experimental groups and in all studies except in electron microscopy, where
the side of the graft was randomized. After the injection, the incision was sutured
and the mice were monitored throughout the whole process of experimentation.
For the immunohistochemical analysis, the mice were killed at 15 days after
the surgical intervention. As for the remaining fests (quantitative PCR,
electrophysiology and electron microscopy), the mice were killed 3 months after
the intervention.
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Figure 5 Analysis of the neurogenic niches: subventricular zone. (a-f) Coronary sections of the LV showing NG2 + cells migrating from the subventricular zone to the
MSC-grafted fimbria. NG2 + cells, corresponding to OPCs, migrate rostro-caudally from the subventricular zone in the side of the fimbria where the stem cells were injected (a).
The cells migrated bordering the lateral ventricular until they reached the fimbria (b-f). (b) Immunohistochemical image depicting the NG2 + cells bordering the LV.
(c) Close-up of inset in b, where the cells can be seen with a migratory morphology. (d) NG2 + cells entering the fimbria. (e) Close-up of the insetin d. (f) NG2 + cells surrounding
the stem cell graft. The scheme to the right shows the spatial distribution of the images observed in a-f. g, graft; Fi; fimbria; Iv, lateral ventricle; Hi, hippocampus.
(g) Immunohistochemical analysis of the migrating NG2 + /Nilo1 + cells. In the image, H2d is in green (Alexa Fluor 488), NG2 in red (Texas Red), Nilo1 is light blue
(aminomethyl coumarin acetate) and 4',6-diamidino-2-phenylindole in dark blue. Double-positive NG2 and Nilo1 cells are detected in purple. (h—i) The contralateral side
of the fimbria, where no cells were injected, did not present the migrating cells observed in the treated side. Scale bar, 100 um (c and h); 75 um (e); 50 um (a, b, d, f and i);

and 25 um (g)

Immunofluorescence technique. To fixate the brain tissue, the mice
were anesthesized using isoflurane and perfused intracardially 4% filtered
paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffer (PB; pH 7.4). The brain was carefully
excised and kept in 4% PFA ovemight. After fixation, the samples were
cryoprotected for 12h at 4 °C in 15% sucrose, followed by incubation ovemight in
30% sucrose. Finally, samples were embedded in Neg-50 Frozen Section Medium
(Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI, USA). Twelve micrometer transverse or
longitudinal serial sections were obtained using a Microm HM525 cryostat and
mounted on seven parallel series and processed for immunohistochemistry
(Microm, Walldorf, Germany). Double-labeled immunchistochemistry  was
performed using the following primary antibodies: rabbit anti-NG2 (1:150; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse anti-MBP (1:100; Oncogene
Research Products, La Jolla, CA, USA), rat anti-proteolipid protein (AA3-PLP)
(1:50; Millipore, Billerica, MA, USA), sheep anti-NT3 (1 : 200; Abcam, Cambridge,
UK), sheep anti-NT4/5 (1 : 200; Chemicon, Millipore, Oxford, UK), sheep anti-NGF-
£ (1:500; Chemicon), goat anti-platelet-derived growth factor (PDGF) (1:200;
Santa Cruz Biotechnology), hamster anti-Nilo1,%® mouse anti-H2D® haplotype
(1:100; BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), mouse monoclonal anti-GFP
(1:200, Molecular Probes, Grand Island, NY, USA) and rabbit polyclonal anti-GFP
(1:500, Molecular Probes). Even though the grafted stem cells express GFP,
immunostaining was performed on this protein in order to amplify the signal,
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facilitating its observation. As secondary antibodies, for GFP we used anti-mouse
or anti-rabbit Alexa Fluor 488 (1:500; Molecular Probes). In the rest of cases,
either Alexa Fluor 594 (1:500; Molecular Probes) or biotinylated secondary
antibodies were used (1: 200; Vector Laboratories, Peterborough, UK) followed by
an incubation with streptavidin conjugated with Texas Red or aminomethyl
coumarin acetate (1:500; Vector Laboratories). 4',6-Diamidino-2-phenylindole
(2 ug/ml; Molecular Probes) was used to stain nuclei. For the expression of NT3,
NT4/5, NGF-f§ and PDGF, immunostaining with 3,3"-diaminobenzidine (Appli-
chem, Darmstadt, Germany) was performed. Controls of immunostaining were
performed in two slides of each sample following the same procedure, but
eliminating primary or secondary antibodies. Histological samples were observed
under a fluorescence microscope (Leica DMB00OD; Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). Micrographs were taken with DFC350/FX and DC500 Leica cameras.

Electrophysiological experiments. The recordings were performed in a
preparation of the fimbria—hippocampus ‘in vitro' prepared from non-treated, MSC-
injected and sham groups, as well as their internal controls. The animals were
killed by cervical dislocation at 3 months after grafting or the equivalent age for
sham-treated and controls, and the fimbria-hippocampus complex was dissected
and placed in a submersion type recording chamber and superfused with
extracellular solution (composition in mM: NaCl, 124; KCI, 2.5; NaH2PO4, 1.25;
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Figure 6 Analysis of neurogenic niches: DG. (a and b) Horizontal sections of the contralateral (non-treated) and MSC-grafted side of the fimbria, respectively, showing the
tight location of the DG and fimbria, delimited by yellow-dotted lines. Blue is 4',6-diamidino-2-phenylindole staining. (c and d) MBP staining, in red, of the rostral (c) (see T’
yellow line in the localization scheme) and caudal (d) regions (see ‘¢’ yellow line in the localization scheme) to the graft (see ‘g’ green line in the localization scheme), showing
that the area closest to the DG expresses more MBP. (e) Reconstructed semi-thin ultramicrotome sagittal section showing cells migrating from the DG to the fimbria. (f-h) High
magnifications of insets in e. Red arrows in f and g indicate cell polarity according to a possible cell migration from the DG. Red arrowheads in h indicates cytoplasmic
prolongations from a oligodendrocyte ensheathing various axons. (i and j) Oligodendrocyte precursors migrating toward the graft, as observed by electron microscopy. Scale

bar, 100 um (a and b); 50 um (c~e); 10 um (f and g); and 5 um (h)

NaHCO3, 26; CaCl2, 2; MgCI2, 1; glucose, 10; and osmolarity 300 mOsm/kg
(pH 7.4), when saturated with 5% CO, + 95% O,). The recordings were obtained
at room temperature (24.3-26.3 °C). The fimbria was stimulated at the caudo-lateral
end with a concentric bipolar electrode (Frederick Haer & Co, Bowdoin, ME, USA)

Stem cell-induced remyelination @
J Jaramillo-Merchan et al
9
using pulses of 0.1 ms of duration. Two simultaneous extracellular recordings were
obtained with glass pipettes (0.2-5MQ) filled with extracellular solution; the two
electrodes were placed in parallel with the fimbria axons in different places with
respect to the graft. In the grafted fimbria, the graft was identified because of its
Cell Death and Disease
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¥ SEZ cells (NG2+/MNilo+)
* SGZ cells (NG2+/MNilo-)

Figure 7 Schematic review of bone marrow-derived MSC-induced remyelina-
tion. In the top image, the stem cells (labeled G) were grafted into the fimbria (Fi),
attracting oligodendrocyte progenitors from the hippocampus (Hi). R is rostral and C
is caudal. The bottom image depicts a scheme representing the migration of
oligodendrocyte progenitors from the two neurogenic niches: the SEZ (red circles)
and subgranular zone (SGZ) of the DG (green circles)

native GFP staining, whereas in the sham-operated group the injection site could
be detected because of the visible slight scar. The two recording electrodes were
placed in four zones located rostro-medial, caudo-lateral, parallel and inside, with
respect to the graft (in MSC group); in the sham group or internal control group,
we used equivalent recording positions. The conduction velocity was measured
from the distance between the tips of both electrodes and the difference in the
latency of the propagated action potential.

Transmission electron microscopy (TEM) studies. For TEM, the
mice were perfused with 2% PFA /1.5% glutaraldehyde in PB 0.12M with Cl,Ca.
Brains were post-fixed in the same fixative overnight at 4 °C, and fimbria was
dissected and washed for 12h in PB 0.1 M (pH 7.4) with 7% sucrose. Afterwards,
the fimbria were post-fixed in 1% osmium tetraoxide in 0.2M cacodilate buffer,
rinsed and stained with 2.5% uranile acetate in Michaelis buffer. Samples were
dehydrated with acetone and propylene oxide and embedded in EPON. Thick
sections (1 um) were obtained rostro-medially, caudo-laterally and at the level of
the graft. Ultra-thin electron miscroscope images were observed by the EM
department in the University of Murcia, Spain.

Quantification of immunoreactivity in the fimbria. The quantifica-
tion of GFAP, MBP and NG2 immunoreactivity in the fimbria was performed using
imaging analysis software (ImageJ). To do so, one image was taken of the whole
fimbria per serial section (one out of every seven consecutive sections) and
changed fo an 8-bit image (becoming a black and white image). Then, the fimbria
was delimited and the percentage of illuminated pixels (white pixels) was
calculated, following the instructions published in Hartig.*® Finally, the average and
S.D. of the seven percentages were calculated. This was performed both in the
sham-operated and stem cell-treated groups and compared. In the case of the
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expression of the trophic factors analyzed in the fimbria, these were quantified in a
similar fashion, only that they were normalized to the contralateral (non-treated)
side of the fimbria. In this manner, a value over 1 indicated that the treated side
presented higher immunoreactivity compared with the non-treated side.

PCR analysis. Cultured MSCs were analyzed for gene expression of
neurotrophic factors NT3, NT4/5, PDGF and NGF-f. Total RNA was extracted
using the RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) and DNase | treatment to
avoid genomic contamination. Reverse Transcription was performed using the
Quantitect Reverse Transcription kit (Qiagen) and processed using the Qiagen
Multiplex PCR kit. The sequences of the primers used were: NT3 forward
5'-AGTTTGCCGGAAGACTCTCTC-3', reverse 5'-GGGTGCTCTGGTAATTT
TCCTTA-3'; NT4/5 forward 5'-TGAGCTGGCATATGCGAC, reverse 5'-CAGCGC
GTCTCGAAGAAGT-3; PDGF forward 5-GCAAGACCAGGACGGTCATTT,
reverse 5'-GGCACTTGACACTGCTCGT-3"; and NGF-fi forward 5'-GCACTA
CACCCATCAAGTTCA-3, reverse 5-TCCTGAGTCATGCTCACAAGT-3'. The
resulting PCR products were placed in a QlAxcel apparatus (Qiagen) and
analyzed using the QlAxcel gel analysis software (QIAxcel Biocalculator).

Statistical analysis. Student's ttest for independent samples was used to
detect significant differences between sham and MSC-grafted or MSC-grafted and
control fimbria for each case, using IBM SPSS Statistic v19.0.0 software (Armonk,
NY, USA).
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Abstract

Fibroblast growth factor 8 (FGF8) is a key molecular signal that is necessary for early embryonic development of the central
nervous system, quickly disappearing past this point. It is known to be one of the primary morphogenetic signals required
for cell fate and survival processes in structures such as the cerebellum, telencephalic and isthmic organizers, while its
absence causes severe abnormalities in the nervous system and the embryo usually dies in early stages of development. In
this work, we have observed a new possible therapeutic role for this factor in demyelinating disorders, such as
leukodystrophy or multiple sclerosis. In vitro, oligodendrocyte progenitor cells were cultured with differentiating medium
and in the presence of FGF8. Differentiation and proliferation studies were performed by immunocytochemistry and PCR.
Also, migration studies were performed in matrigel cultures, where oligodendrocyte progenitor cells were placed at a
certain distance of a FGF8-soaked heparin bead. The results showed that both migration and proliferation was induced by
FGF8. Furthermore, a similar effect was observed in an in vivo demyelinating mouse model, where oligodendrocyte
progenitor cells were observed migrating towards the FGF8-soaked heparin beads where they were grafted. In conclusion,
the results shown here demonstrate that FGF8 is a novel factor to induce oligodendrocyte progenitor cell activation,
migration and proliferation in vitro, which can be extrapolated in vivo in demyelinated animal models.
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Introduction lesion of molecules that inhibit remyelination [11]. In this case, the
stimulation of OPCs to migrate and differentiate by external

Oligodendroeyte degeneration and subsequent myelin loss is the  goupees s a viable therapeutic option in order to favor neuronal
primary cause of multiple sclerosis and leukodistrophy, among survival [12].

other demyelinating conditions. This may be due to either an
autoimmune attack (multiple sclerosis) or metabolic/genetic
defects (leukodistrophy) [1-3]. Myelin loss causes irreversible
neurological deficits, as the oligodendrocytes are crucial both for
the metabolic support of the axons [4] as well as the correct
transmission of the nerve impulse. Thus, oligodendrocyte loss

Previous works in our lab have proven that OPCs may be
activated and remyelination induced using bone marrow stem cells
[13]. This was due to the secretion of certain soluble factors. In this
work, we analyzed the effect that fibroblast growth factor 8 (FGF'8)
may exert on the activation and differentiation of OPCs.
Fibroblast growth factors (FGFs) are a family of soluble protein
ligands that play numerous roles during embryonic development,
tissue homeostasis and metabolism. There are 22 known members,

implicates neuronal degeneration.

Oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) are located throughout
the central nervous system, which can be detected by the
expression of the proteoglycan NG2 [5,6]. These cells, after an
acute demyelinating lesion, are activated and differentiate into
mature oligodendrocytes as early as 7 days after the injury [7].
Depending on the type of demyelinating lesions, multiple sclerosis
is divided into two phases: acute and chronic. In the acute phase,
the nearby OPCs invade the lesion and remyelinate [8,9], while in
the chronic phase the migratory and differentiating mechanisms of
the progenitors are affected, resulting in sustained and progressive
demyelination [10]. This latter phase is partly due to the lack of
factors that stimulate regeneration and/or to the presence in the

with different receptor binding affinities and biological functions
[14-16]. Depending on the type and receptor, FGFs activate the
RAS-MAPK or PI3K-AKT pathway, promoting proliferation,
survival and/or motility in various cell types, including oligoden-
drocytes [17-23].

Of the FGFs members, FGF8 is known to be implicated in carly
vertebrate brain patterning, and its inhibition causes early embryonic
death with absence of the entire mesencephalic and cerebellar
primordia [24—28], as well as important thalamic and telencephalic
malformations [29,30]. FGI8 is capable of binding to all 4 FGF
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receptors, with different affinities among them [31,32]. When the
growth factor binds to its receptor, phosphorylation of the
Extracellular signal Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) usually occurs,
activating the RAS-MAPK intracellular pathway [33-36].

The aim of this study is to analyze if FGF8 may exert an effect
on post-natal OPCs, both in vitro and in vivo. As this factor is a
known morphogen during embryonic development, the rationale
is that FGF8 may be used to induce the mobilization, proliferation,
and differentiation of OPCs, as well as possibly remyelination. The
results of this work may indicate a possible use for this morphogen
in therapies to induce remyelination such as in multiple sclerosis.

Materials and Methods

1 Animal experimentation

All the experiments with animals have been performed in
compliance with the Spanish and European Union laws on animal
care in experimentation (Council Directive 86/609/EEC), and
have been analyzed and approved by the Animal Experimentation
Committee of the University Miguel Hernandez and Neuroscience
Institute, Alicante, Spain (Reference IN-SM-001-12). All efforts
were made to minimize suffering. Mice were bred and maintained
in our animal facilities.

2 Oligodendrocyte progenitor cell isolation and culture

The protocol used is similar to previous publications [37-39].
Briefly, the forebrains of newborn mice were removed, diced into
1 mm fragments, digested at 37°C for 20 min with a collagenase
(1 mg/ml)/dispase (3 mg/ml) solution and mechanically dissoci-
ated. The resulting cellular suspension was then placed on poly-L-
lysine coated dishes with the following culture medium: DMEM,
15% FBS, 1% penicillin/streptomycin. After 7-10 days, the
culture consisted mainly in astrocytes with a small number of
oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) growing on top. In order
to purify the culture, the cells were trypsinized with 0.05% trypsin
and shaken to separate the OPCs from the astrocytes. Cell
suspensions were then plated onto uncoated Petri dishes for 1 h to
further remove residual contaminating microglia/astrocytes. The
cell suspension was then replated in DMEM with 15% FBS, 1%
penicillin/streptomycin, 10 ng/ml PDGF-AA and 10 ng/ml
FGF2 for 7 days to stimulate the proliferation of OPCs. This
resulted in a cell culture of mainly OPCs. Experiments were
performed in triplicate (i.e. isolating OPCs from 3 different mice),
and a total of 4 independent experiments were performed.

3 Brdu/Proliferation Analysis, Inmunocytochemistry and
Immunohistochemistry

A standard immunocytochemistry protocol was used. Twenty-
four hours before fixing the cells, 1 ug/ml of BrdU was added to
the culture to allow its incorporation. Primary antibodies used
were anti-BrdU (1:200, Dakocytomation, Denmark), anti-NG2
(1:150, Chemicon), anti-PDGFR-o (1:200, Santa Cruz Biotech-
nology), anti-Olig2 (1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti-O4
(1:1000, Chemicon), anti-MBP (1:100, Oncogene Research
Products), and DAPI as nuclear staining. As for secondary
antibodies, Alexa Green (1:500, Molecular Probes) was used to
stain in green, while for red staining a biotinylated secondary
antibody was used (1:200, Vector Laboratories, Burmingham,
California) followed by an incubation with streptavidin conjugated
with Cy3 (1:500). Samples were visualized and images taken with a
Leica fluorescence microscope (Leica DMR, Leica Microsystems).

For immunohistochemical analysis of the in vivo experiments,
the mice were anesthetized and perfused using 4% filtered
paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffer (pH 7.4). The brain

PLOS ONE | www.plosone.org
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was carefully excised and kept in 4% PFA overnight. After
fixation, the samples were cryoprotected for 12 hours at 4°C in
15% sucrose, followed by incubation overnight in 30% sucrose.
Finally, samples were embedded in Neg —50 Frozen Section
Medium  (Richard-Allan ~ Scientific, Kalamazoo, Michigan).
Twelve micrometer transverse or longitudinal serial sections were
obtained using a Microm HM525 cryostat and mounted on seven
parallel series and processed for immunohistochemistry. Histolog-
ical samples were observed under a fluorescence microscope (Leica
DM6000D, Leica Microsystems). Micrographs were taken with
DFC350/FX and DC500 Leica cameras.

4 Quantitative Real Time PCR

Total mRNA of the cells was isolated using the Trizol protocol
(Invitrogen). A total of 5 micrograms of mRNA was reverse-
transcribed, and approximately 100 ng of cDNA was amplified by
Real Time PCR using Power SYBR Green Master mix (Applied
Biosystems). All the samples were run in triplicate using the StepOne
Plus Real-Time PCR system (Applied Biosystems) and analyzed with
the StepOne Software. Analyses were carried out using the delta C(T)
method and calculated relative to GAPDH (forward: AGGT-
CGGTGTGAACGGATTTG, reverse: GGGGTCGTTGATGG-
CAACA). The results were normalized with respect to the control
condition, which presented a value of 1, using the same approach as
in our previous report [40]. The following primers were used:
PDGFR-o (Forward: TCCATGCTAGACTCAGAAGTCA, Re-
verse: TCCCGGTGGACACAATTTTTC), NG2 (Forward: GGG-
CTGTGCTGTCTGTTGA, Reverse: TGATTCCCTTCAGG-
TAAGGCA), Olig2 (Forward: CTAATTCACATTCGGAAG, Re-
verse: ANAAGATCATCGGGTTCT).

5 Matrigel Cultures

The method used was similar to that previously published [41]. A
total of 20,000 oligodendrocyte progenitor cells were re-suspended
in 5 ul of D-MEM and 20 pl of matrigel basement membrane
matrix (BD Bioscience, 10 ml). D-MEM supplemented with 15%
FBS was used as culture medium, as in the differentiation protocol
of oligodendrocyte progenitor cells. The re-suspended cells were
spread on a tissue culture dish (Becton Dickinson Labware),
solidified during 25 min at 37°C and culture medium was added.
Afterwards the cell-matrigel was cut in small squares of 125 pm?
and put on a solidified matrigel drop. Heparin acrylic beads (Sigma)
were first rinsed in phosphate-buffered saline (PBS) four to six times
and then soaked in FGF8 solution (5000 ng/ml; R&D) at 4°C
overnight. The beads were then rinsed three times in PBS and put
on the solidified matrigel drop 500 um from the place where cells-
matrigel was located. Control beads were soaked only in PBS and
implanted in the same manner. FGF inhibitor (SU5402) was diluted
in culture medium to a final concentration of 20 pM and soaked in
Affigel blue beads (Bio-Rad), using the same procedure as described
for FGF8-soaked beads. Then, 25 ml of a 1:1 matrigel:culture
medium mix was added, covering the drop where cells and beads
were placed. After 2 h at 37°C, culture medium was added. Finally,
24 h and 48 h afterwards, the migrating and/or non-migrating-cells
were observed under a dissecting microscope.

To confirm an FGF8-mediated attracting effect, the proximal/
distal rate was calculated in control and FGF8-embedded cultures.
This was performed similar to a previous publication [42]. Briefly,
the images of the cell clusters were analyzed by imaging software
to draw a 45° arc from the cluster towards the beads. The number
of cells counted inside this arc (proximal cells) was divided by the
number of cells outside the arc (distal cells), obtaining a proximal/
distal rate. Values greater or less than 1 indicated more or less
cells, respectively, near the bead.
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Figure 1. Culture and Differentiation of Oligodendrocyte Progenitor Cells (OPCs). A) OPCs cultured for 3 days after extraction on poly-L-
lysine coated culture dishes. Numerous astrocytes are present. B) OPCs after passaging and expanding in the presence of FGF2 and PDGF-AA, to
induce proliferation and maintenance of the OPCs. C) OPCs cultured in differentiation inducing medium for 7 days. Mature oligodendrocytes appear
in the culture. D) OPCs cultured for 7 days in the differentiating medium and FGF8. All images taken at 100X magnification. E-G)
Immunocytochemistry of OPCs in undifferentiating medium (E), differentiation inducing medium (F), and in the presence of FGF8 (G), staining for
Olig2 (in green) and DAPI for nuclear staining (in blue). H) Histogram presenting the percentage of Olig2+ cells in the various cultures observed in E-
G. Percentages are with respect to the total number of cells, calculated by DAPI staining. I-K) Immunocytochemistry of NG2+/Brdu+ cell in
undifferentiating medium (1), differentiation inducing medium (J), and in the presence of FGF8 (K). L) Histogram presenting the percentage of NG2+/
BrdU+ cells in the different cultures, with respect to the total number of cells. *p<<0.05 (paired t-test), n =4. Scale Bar indicates 150 um for A-D and

100 um for E-G and I-K.
doi:10.1371/journal.pone.0108241.g001

6 Cuprizone Treatment of Mice as an In Vivo Chronic
Demyelinating Model

The approach used was similar to our previously published
report [13]. Briefly, Four-week old C3H/He mice were given a
diet with 0.2% cuprizone (w/w) for 12 weeks ad libitum in order to
obtain a chronic version of toxicity-induced demyelination, but
with the following changes. Finely-powdered cuprizone (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) was dissolved in 60% tap water (w/v) with
0.5% (w/v) commercialized cane sugar. The cane sugar was added
to avoid the wr,ight loss observed in other studies due to the
cuprizone treatment. After 12 weeks, the mice were grafied with
the FGF8-soaked beads (or culture medium in the case of sham
operated group) and returned to normal chow until their sacrifice.

7 FGF8-soaked heparin bead transplantation

The surgical procedure and coordinates used to inject the FGF8-
heparin beads was the same as our previous report [13]. Before the
surgical procedure, 0.1 mg/kg of buprenorphine (Buprex, Schering-
Plough, Madrid, Spain) was injected into the mice. Isoflurane (Esteve
Veterinary, Milan, Italy), an inhalational anesthesia, was used, and
the mice were placed on a stereotaxic apparatus (Stoelting, Wheat
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Lane Wood Dale, IN, USA). The animals were monitored, and
anesthesia concentration controlled. After the injection, the incision
was sutured and the mice were monitored throughout the whole
process of experimentation. A total of 8 cuprizone-treated mice were
operated, 4 with FGF8-embedded heparin beads (at | mg/ml) and 4
sham controls (where PBS-soaked beads were used). After 1 month,
the mice were sacrificed.

To quantify NG2 and MBP immunoreactivity, a similar approach
as published in [13] was used. Briefly, images were taken and
changed to an 8-bit black and white image. Then, the percentage of
illuminated pixels was calculated, and compared between the
experimental groups.

8 Statistical Analysis

Statistical significance between control and experimental groups
were calculated with Sigmaplot v12.0 software, using the paired t-test
and one-way ANOVA test where applicable, establishing the level of
significance at p<<0.05. Values are measured as mean +/— standard
deviation.
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Figure 2. Oligodendrocyte progenitor cell differentiation with and without FGF8. A) Inmunocytochemistry of NG2+/0lig2+, PDGFR-A+/
Olig2+ and O4+ cells in the undifferentiated, differentiating and FGF8 culture media. In all images, blue staining corresponds to the nuclei (DAPI).
Scale bar indicates 50 um. B) Histogram depicting the percentage of cells in the different cell cultures staining for markers analyzed in A. Percentages
are with respect to the total number of cells. C) Histogram depicting the results from the quantitative PCR analysis of the different cell cultures. *p<

0.05, **p<<0.01, ***p<<0.001 (paired t-test in B, one way-ANOVA in C), n=4.

doi:10.1371/journal.pone.0108241.g002

Results

1 FGF8 Increases Proliferation in Cultured
Oligodendrocyte Progenitor Cells (OPCs)

The OPCs were isolated from PO-P2 newborn mice and
cultured on poly-L-lysine coated culture dishes. The initial culture
was a mixture of astrocytes, OPCs and other cell types, the OPCs
being mainly detected on top of the astrocytes (Figure 1A). After 7
days of culture, the cells were treated with trypsin and shaken in
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order to detach the OPCs and re-plated onto new culture dishes,
where they were further expanded using mitogens PDGF-AA and
FGF2 (Figure 1B). In this fashion, after an additional 7 days of
culture the majority of the cells detected corresponded to OPCs, as
indicated 1n previous publications [35-37].

In order to induce OPCs differentiation, the culture medium was
changed removing the mitogens and adding fetal bovine serum,
resulting in spontancous differentiation (Figure 1C). Mature oligo-
dendrocytes could be detected after 7 days of culture, observed as
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Figure 3. Matrigel cultures of OPCs. A) Oligodendrocyte progenitor cell matrigel culture where a PBS-soaked bead was placed 0.5 mm away
from the cell cluster. Image taken at 40X magpnification. B-C) OPCs where a cluster of cells migrating towards a FGF8-soaked bead can be observed. D)
Histogram depicting the oligodendrocyte progenitor cell proximal/distal rate in control cultures and where FGF8 was included. *p<<0.01 (paired t-
test, n=4). (E-G) Matrigel cultures where on one side a FGF8-soaked bead was placed and on the other side a FGF8 inhibitor. (F, G) Close-up images
of the areas near the inhibitor-soaked bead (F) or near the FGF8-soaked bead (G). H) OPCs where a FGF8-soaked bead was placed and on the other
side a PBS-soaked bead, as control of the inhibitor. Scale bar indicates 500 um for (A-C, D, H) and 200 um for (F, G). All images were taken 48 hours

after culture.
doi:10.1371/journal.pone.0108241.g003

cells with many small prolongations. In the experimental procedure
with FGF8, this factor was added to the culture using the same
differentiation medium (Figure 1D). Independently of the treat-
ment, the cultures were mainly composed of oligodendrocytes, as
analyzed by Olig2 staining (Figure 1E-H). In the cultures with
FGF8, an increased number of cells were detected compared to the
other treatments, despite performing the cultures with the same
initial number of cells. To corroborate that FGF8 induced
proliferation, BrdU was incorporated to the culture 24 hours before
fixing, and then immunocytochemistry for BrdU and double-
stained with NG2+ (an oligodendrocyte progenitor cell marker) to
confirm that only oligodendrocytes were counted (Figure 11-L). As
a result, the oligodendrocyte progenitor cell cultures where FGI8
was added presented a marked increase in proliferation, even more
so than in the undifferentiated cultures (Figure 1H). This confirmed
that FGF8 induced the proliferation of OPCs.

2 FGF8 Upregulates the Expression of Early
Oligodendrocyte Progenitor Cell Markers

As proliferation is enhanced, it is possible that differentiation
may be hampered in turn. To confirm this, immature oligoden-
drocytic and oligodendrocyte progenitor cell markers NG2 and
PDGFR-g, oligodendrocyte marker Olig2 and mature oligoden-
drocyte marker O4 were analyzed (Figure 2A). As a result, the
percentage of cells positive for PDGFR-o and Olig2 was lower in
the differentiated cultures, compared to the undifferentiated and
FGF8 treatments (Figure 2B). As for O4, which begins to be
expressed during oligodendrocyte maturation, coinciding with the
loss of expression of NG2 and PDGFR-a [43], was increased in
the differentiated and FGF8 treatments. This data was corrobo-
rated by QPCR (Figure 2C), indicating that the differentiated
treatment resulted in less immature oligodendrocytes and OPCs,
coinciding with more mature oligodendrocytes.

It is interesting to note that FGF8 treatment presented both
more immature and mature markers. The composition of this
culture medium was the same medium used for differentiation,
except for the growth factor. Therefore, this data seems to indicate
that FGF8 induces proliferation, resulting in more OPCs in
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culture, and does not hamper differentiation, which in turn results
m more mature oligodendrocytes in the culture.

3 FGF8 Induces the Migration of Oligodendrocyte
Progenitor Cells

Undifferentiated OPCs were placed on matrigel cultures to
perform migration assays. To this end, a heparin bead previously
soaked in FGF8 solution (500 ng/ml) was placed 0.5 mm away from
the cluster of OPCs, while a PBS-soaked bead was used as control
(Figure 3A=C). Twenty four hours afterwards, outgrowths were
observed from the OPCs, the majority of which were detected in the
direction of the FGF8-soaked bead (Figure 3B). The cultures were
maintained and observed after 48 and 72 hours, with similar results
(Figure 3C), the OPCs reaching the heparin bead. To confirm the
attracting effect of FGF8, proximal/distal analysis was performed on
the cultures (Figure 3D). The cultures where FGF8-soaked beads
were used presented a significantly higher proximal/distal ratio than
control cultures where PBS was used. Specifically, a 2-fold increase in
cells was detected near the beads than in distal areas of the cell
clusters. Therefore, the results indicated a predominantly migrating,
attracting effect induced by FGF8.

In order to confirm this migrating property, the FGF-receptor
inhibitor SU5402 was used in the cultures to counteract the effect
of FGF8 (Figure 3E-G). In this case, two beads were used, on one
side of the cluster of OPCs, a FGF8-soaked bead was placed, while
on the other end a bead soaked in the inhibitor. As control of the
mhibitor a PBS-soaked bead was used (Figure 3H). As a result,
after 48 hours of culture, in the side of the OPCs where the
SU5402-soaked bead was placed, no cell sprouting or migration
was detected (Figure 3F). In the other side of the cluster, nearest
the FGF8-soaked bead, numerous cell outgrowths were present
(Figure 3G), indicating that the OPCs were stimulated by the
FGF8 but the inhibitor managed to halt further migration. In the
cases where PBS was used instead of the inhibitor, migration of the
OPCs was observed as in the previous results (Figure 3H).

Overall, the results demonstrated that FGI8 is capable of inducing
oligodendrocyte progenitor cell migration, exerting and attracting
effect, and is mediated by the binding of FGI'8 to FGT receptors.
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Figure 4. In Vivo Transplantation of FGF8-soaked beads in Chronically Demyelinated Mice. A) FGF8-soaked heparin beads (seen in
green) surrounded by NG2-positive cells (in red. B) Control experiment where PBS-soaked beads were transplanted. C) Histogram depicting the
percentage of NG2 immunoreactivity in the area injected with the heparin beads. The red bar indicates the percentage in the case FGF8-soaked
beads was used, while the blue bar indicates the sham control. D) NG2 immunoreactivity in the corpus callsoum and cortex in the area near the PBS-
soaked beads. E) NG2 immunoreactivity in the corpus callsoum and cortex in the area near the FGF8-soaked beads. F, G) MBP immunoreactivity in the
area near the PBS or FGF8-soaked beads, respectively. H) Histogram depicting the percentage of MBP immunoreactivity in the area injected with the
PBS- (blue bar) or FGF8- (red bar) soaked heparin beads. Scale bar measures 50 um. *p<<0.01 (paired t-test), n=4.
doi:10.1371/journal.pone.0108241.g004

4 Transplantation of FGF8-Soaked Beads Activates the soaked heparin beads were grafted on one side of the fimbria

Migration of Oligodendrocyte Progenitor Cells In Vivo closest to the corpus callosum, while in the other side a PBS-
’ ~ ~
Exerting an Attracting Effect soaked bead was grafted. As a result, | month after transplanta-

. . .. tion, an increase in NG2 positive cells was detected in the area
In order to confirm if the results observed in vitro can be

where the beads were transplanted, some of which were
surrounding the beads (Figure 4A). The side where PBS-soaked
beads were used, on the other hand, presented lower NG2

extrapolated in vivo, as well as analyze if FGF8 may be used as a
therapeutic tool in inducing remyelination, mice were treated with
cuprizone for 12 weeks to induce a chronic demyelinating
condition, similar to previous studies [13,44,45]. Then, FGF8-
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immunoreactivity in the area compared to the group where FGF8-
soaked beads were grafted (Figure 4B, C).

Also, both NG2 and MBP (oligodendrocyte progenitor cell and
mature oligodendrocyte markers, respectively) immunoreactivity
were detected in the corpus callosum near the area where the
FGF8-soaked beads were grafted, which was not detected in the
side where PBS-soaked beads were used (Figure 4D-H). Thus,
FGF8-mediated stimulus was capable of reaching the corpus
callosum from the fimbria.

Discussion

In this work, we have proven that FGF8 is capable of activating
post-natal mouse oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) both
in vitro and in vivo. Proliferation and migration of OPCs, as well
as their differentiation to mature oligodendrocytes was also
observed in vitro, indicating that this process is not hampered.

Oligodendrocytes are known to express various FGF receptors,
mainly several subtypes of FGFR1, FGFR2 and FGFR3 [46].
Many works have focused on the study of the expression of these
receptors, as well as the effect FGFs have on the cells, which varies
throughout its lineage. For example, FGF2, when combined with
PDGF-AA, is known to induce proliferation in OPCs [47,48],
while mature oligodendrocytes in the presence of this growth
factor revert to a progenitor state [49,50]. This indicates a negative
effect in terms of differentiation and myelin production using
FGF2. On the other hand, another work has shown that OPCs
cultured in the presence of FGF8 expressed significantly more
MBP compared to FGF2 [51], revealing a distinct effect of these
two at-first similar growth factors. This same article also
demonstrated that in oligodendrocyte cultures, while FGF2
downregulated mature oligodendrocyte markers and induced a
reverted state, this was not observed with FGF8. In our work, we
have further demonstrated FGF8 is not only capable of inducing a
proliferative effect on OPCs in culture, but is also capable of
attracting these cells and allowing their differentiation to
myelinating oligodendrocytes. Thus, while FGF2 is useful in
inducing OPC proliferation at the handicap of blocking differen-
tiation, FGF8 secems to possess similar properties without this
impediment.
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The mouse model used in this study, where cuprizone was
added to the mices diet, results in a chronic, irreversible
demyelinating model similar to the lesions observed in multiple
sclerosis. If the cuprizone is removed prematurely (before the 12
weeks), remyelination is spontaneously activated, which occurs in
two phases: OPCs proliferation and colonization of the demye-
linated area, and differentiation towards immature oligodendro-
cytes that bind to the demyelinated axons and mature to
myelinating oligodendrocytes. This process is regulated by the
coordinated expression of soluble factors [52].

The remyelinating process observed by early cuprizone removal
also occurs naturally in vivo. OPCs are expressed throughout the
adult central nervous system, and are capable of differentiating to
mature oligodendrocytes when a demyelinating lesion occurs [6].
However, in the chronic phase of multiple sclerosis, there is a
multiple dysfunction in the activation of OPCs, which affects the
remyelinating process [53]. This may be due to either an absence
of nearby OPCs or that they are quiescent and cannot react.
Regardless of the reason, the lack of soluble factors that activate
the migration and differentiation of OPCs may be one of the
primary reasons for this failed response. Thus, for a therapeutic
approach to be effective it must be capable of stimulating the
quiescent OPCs, as well as induce their migration to the damaged
area. This work demonstrates that FGF8 may be used to this end.

In conclusion, FGF8 is a morphogenetic factor that may be used
to induce post-natal migration, proliferation and differentiation of
oligodendrocyte progenitor cells. This property makes it a
candidate factor that may be used in demyelinating disorders.
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