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RESUMEN

Introduccion: En los Ultimos afios se estan recogiendo evi-
dencias a favor de que, en determinadas condiciones expe-
rimentales, pueda tener lugar un proceso de transdiferen-
ciacién de células madre (CM) adultas mesenquimales
hacia células nerviosas. La observacion de que la presencia
de células de Schwann produce la transdiferenciacion neu-
ronal de CM mesenquimales obtenidas del estroma de la
médula 6sea ha motivado la realizacion del presente estu-
dio, con la finalidad de conocer la implicacion de factores
neurotroficos en el proceso de diferenciacion neuronal de
estas células.

Material y métodos: En este trabajo hemos cultivado CM
mesenquimales adultas, del estroma de médula dsea,
anadiendo al medio de cultivo Factor neurotréfico recom-
binante derivado de cerebro (BDNF, 10 ng/ml), Factor de
crecimiento nervioso (NGF 7S, 10 ng/ml) y Acido retinoico
(5 ug/ml). El porcentaje de células que muestran morfolo-
gia neuronal y expresan PNF (200 Kd) fue valorado a los
2, 7y 14 dias. A efectos comparativos se utilizaron datos
de un estudio previo de transdiferenciacion de CM por
medio de beta-mercaptoetanol y por medio de su co-culti-
vo con células de Schwann.

Resultados: Los resultados mostraron que tanto el NGF
como el BDNF, a las concentraciones utilizadas, son capa-
ces de lograr transdiferenciacion de las CM mesenquima-

—>

ABSTRACT

Introduction: Recently has been reported that under cer-
tain experimental conditions, adult mesenchymal stem
cells (SC) show neuronal transdifferentiation. The observa-
tion that the presence of Schwann cells promotes neuro-
nal transdifferentiation of bone marrow stromal SC has
motivated the realization of the present study, with the
purpose of knowing the possible implication of neurotrop-
hic factors in this process.

Material and methods: We have cultured adult me-
senchymal SC obtained from the stroma of the bone ma-
rrow, adding to the cultures recombinant Brain derived
neurotrophic factor (BDNF, 10 ng/ml)), Nervous growth
factor (NGF 7S, 10 ng/ml) and retinoic acid (5 pug/ml).
The percentage of cells showing neuronal morphology
and expressing Neurofilament protein, (NFB, 200 Kd) was
valued after 2, 7 and 14 days, and these data were
compared with the data obtained in a previous study
carrying out SC transdifferentiation by beta-mercaptoet-
hanol or culturing adult mesenchymal SC in presence of
Schwann cells.

Results: The results show that NGF and BDNF are neuro-
trophic factors able to achieve neuronal transdifferentia-
tion of adult mesenchymal SC, with a percentage of SC
showing neuronal morphology similar to which is obtained
using beta-mercaptoethanol or Schwann cells.

Correspondencia:

J. Vaquero. Servicio de Neurocirugia.
Hospital Puerta de Hierro.

San Martin de Porres 4. 28035-Madrid.
jvaqueroc@etelefonica.net

Beca de investigacion FUNDACION MAPFRE, 2005.



Implicacion factores.gxd 27/7/07 09:04 Pagina 202 $

202

Maprrre MEDICINA, 2007

Zurita M., Aguayo C.,
Oya S., et al.

- Vor.18 - N° 3 - 201-208

Implicacion de factores neurotréficos en
la transdiferenciacién neuronal de
células madre mesenquimales adultas

— >

les adultas hacia una morfologia neuronal, con un porcen-
taje de CM transdiferenciadas, entre los 7 y 14 dias de
tratamiento, similar al que se obtiene cultivando CM en
presencia de células de Schwann.

Conclusiones: Los hallazgos obtenidos sugieren que los
fendmenos de transdiferenciacion neuronal in vivo, cuan-
do las CM mesenquimales adultas se implantan en el Sis-
tema Nervioso, estan principalmente mediados por facto-
res neurotréficos locales, por lo que puede ser innecesario
plantear una transdiferenciacion neuronal in vitro de las
CM adultas en protocolos de terapia celular para el trata-
miento de lesiones neurologicas.

Palabras clave:
Células madre, Transdiferenciacion neuronal, Factores
neurotréficos.

MAPFRE MEDICINA, 2007; 18 (3): 201-208

—>

Conclusions: These findings suggest that neuronal trans-
differentiation obtained in vivo, when adult mesenchymal
SC are implanted in the Nervous System, may be mainly
related with the local presence of neurotrophic factors.
Thus, is questionable the necessity of proceeding in vitro
to a neuronal transdifferentiation of adult SC, as a pre-
vious step, when local administration of adult SC is consi-
dered for the treatment of System Nervous lesions.

Key words:
Stem cells, Neuronal transdifferentiation, Neurotrophic
factors.

INTRODUCCION

En los ultimos afos existe un interés creciente
por el potencial terapéutico de las células madre
(CM). Aunque las CM embrionarias son las mas
pluripotenciales, su obtencién conlleva multiples
problemas de tipo ético y legal, por lo que esta
cobrando cada vez mayor importancia el empleo
de las CM adultas, las cuales pueden diferenciar-
se hacia diferentes tipos celulares, tanto in vitro
como in vivo y se han mostrado igualmente uti-
les en protocolos experimentales de regeneracion
tisular. En el caso del Sistema Nervioso Central
(SNC) adulto, existen células madre multipoten-
ciales, generalmente identificables por su expre-
sion de nestina, que ademds de originar células
gliales, pueden ser una fuente de neuronas en la
época postnatal (1). Estas células experimentan
divisiones asimétricas, y las células hijas van a
seguir rutas diferentes de diferenciacion funcio-
nal, de modo que una de ellas se diferenciara en
una neurona o en una célula glial (de astroglia o
de oligodendroglia) y la otra quedara con las
mismas caracteristicas de las células progenito-
ras. Estas caracteristicas de autorrenovacion y
pluripotencialidad definen a las CM de un 6rga-
no determinado. Hasta el momento se han en-
contrado CM neurales en la zona subventricular
del cerebro, en el parénquima cortical y en la re-

gion ependimaria de la médula espinal, identifi-
candose estas ultimas con las células ependima-
rias (2). Sin embargo, la dificultad de obtener del
cerebro CM adultas, limita su posible utilidad
terapéutica.

Por otra parte, en la actualidad una de las fuen-
tes mds utilizadas para la obtencion de CM adul-
tas es el estroma de la médula 6sea, las cuales se
pueden expandir in vitro con relativa facilidad
(indice de su capacidad proliferativa) y a la vez
diferenciarse en multiples tipos de células mesen-
quimales (adipocitos, condrocitos, osteocitos.....)
o incluso en neuronas mediante un proceso que
se define como de transdiferenciacion, por cuan-
to que la célula mesenquimal daria asi origen a
células que normalmente tienen un origen em-
brionario diferente (neuroectodérmico). De he-
cho, en los ultimos anos se han acumulado evi-
dencias a favor de que las CM mesenquimales
adultas pueden sufrir fendmenos de transdiferen-
claciéon neuronal, tanto iz vitro como in vivo. (3-
6). Sin embargo, el hecho de que las CM mesen-
quimales adopten in vitro una morfologia
neuronal cuando se cultivan en presencia de
agentes oxidantes, como el beta-mercaptoetanol,
ha llevado a algunos autores a plantear si la mor-
fologia neuronal de las células asi generadas no
podria ser en realidad una simple modificacion
del citoesqueleto, como consecuencia de la pre-
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sencia de estos agentes quimicos, y no un feno-
meno de transdiferenciacion funcional (7,8). Para
resolver esta cuestion, hemos realizado estudios
previos que demuestran como las células madre
mesenquimales pueden adoptar una morfologia
claramente neuronal y expresar marcadores pro-
pios de una diferenciacion hacia esta linea celu-
lar, cuando son cultivadas en presencia de células
de Schwann (9). Esta observaciéon pone de mani-
fiesto una transdiferenciacion bioldgica, posible-
mente como resultado del aporte de factores neu-
rotroficos por parte de las células de Schwann y
deja sin fundamento la teoria de que la adopcion
de una forma neuronal, por parte de las CM me-
senquimales, podria ser consecuencia de una cito-
toxicidad inducida por determinados agentes qui-
micos. Al objeto de confirmar estos hallazgos,
nos hemos planteado la utilizacion de factores
neurotroficos de diferenciacion celular, tales co-
mo el NGEF, el BDNF y el acido retinoico, al obje-
to de conocer la posible influencia de estos facto-
res en el proceso de transdiferenciacion neuronal
de las CM mesenquimales adultas.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de CM mesenquimales del estroma
de la médula 6sea

Para la obtencién de las CM mesenquimales se
utilizaron ratas Wistar entre 200 y 250 g de pe-
so. Tras sacrificar los animales con una mezcla
de 70% CO, y 30% O,, se aislaron las tibias y
los fémures, siendo inmediatamente colocados a
4°C en medio alfa-MEM/10%FBS suplementa-
do con antibiético. Tras cortar las epifisis de los
huesos en condiciones estériles (bajo campana
de flujo laminar) la médula 6sea fue extraida
mediante lavado de los huesos con una jeringui-
lla y aguja del n°® 26, cargada con 2cc de medio
alfa-MEM completo suplementado con antibio-
tico y 10% de suero fetal bovino. Posteriormen-
te, las células de la médula 6sea fueron disgrega-
das mediante pipeteado y luego filtradas a
través de una malla de nylon de 70 micras. La
suspension celular obtenida fue sometida a una
centrifugacion en gradiente de densidad (técnica
de Ficoll-Hypaque). Tras la centrifugacion, a
2500rpm durante 30 minutos, se recogio el so-
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brenadante y la interfase, siendo éstos resuspen-
didos en medio alfa-DMEM/10%FBS con anti-
bidtico. Las células fueron nuevamente centrifu-
gadas a 1500 rpm durante 15 minutos y el
precipitado fue resuspendido en 20 cc de medio
alfa-MEM con 2mM de L-glutamina, un 20%
de suero fetal bovino (FBS), 100u/ml penicilina,
100 ug/ml estreptomicina, 5 ug/ml de gentamici-
na y sin deoxiribonucle6tidos ni ribonucle6ti-
dos. Finalmente, las células fueron colocadas en
un frasco de cultivo de 175 ¢m? e incubadas en
una estufa a 37°C, con un 5% de CO,. A las 48
horas de incubacidn, se retira el sobrenadante,
que contiene restos celulares y células no adhe-
rentes, seleccionandose asi las células adherentes.
Posteriormente el cultivo fue lavado con buffer
fosfato salino (PBS, pH:7,4) estéril, afiadiendo
posteriormente 20 cc de medio alfa-MEM com-
pleto, con 20% de FBS, que fue cambiado cada
2-3 dias, durante 14 dias.

Cuando las células alcanzaron un desarrollo
cercano a la confluencia, fueron levantadas del
frasco de cultivo mediante su incubacién con 4
ml de tripsina 0,25%/1mM EDTA, durante 4-5
minutos a 37°C. Tras este periodo de incubacion
la tripsina fue inactivada con 8 ml de medio alfa-
MEM completo. Las células obtenidas tras ser
centrifugadas a 1200 rpm durante 15 minutos
fueron lavadas al menos dos veces con medio al-
fa-MEM/10%FBS, mediante centrifugacion a
1000 rpm durante 5 minutos cada lavado. Final-
mente, el «pellet» obtenido fue diluido en medio
alfa-MEM/10%FBS y sometido a recuento me-
diante el test de viabilidad de azul tripan. Tras el
recuento, las CM fueron subcultivadas en frascos
de 75 cm: en una concentracién de 8000
células/cm?, en presencia de 12cc de medio alfa-
MEM/10%FBS con antibiéticos y L-glutamina, a
una concentracion de 2mM.

Caracterizacion fenotipica de las CM
mesenquimales

Para caracterizar inmunohistoquimicamente las
CM obtenidas por el procedimiento descrito en el
apartado anterior, éstas fueron puestas en cultivo
con medio alfa-MEM/20%FBS suplementado
con antibidticos y glutamina, sobre portaobjetos
estériles e incubadas a 37°C y con un 5% de

o
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CO,. Al cabo de 48 horas de cultivo los portas
fueron lavados con buffer PBS y las células fija-
das con paraformaldehido tamponado al 4%. A
continuacion, tras llevar a cabo el desenmascara-
miento antigénico de las células con buffer citra-
to pH.6 durante 10 minutos en microondas, se
procedidé a inhibir la peroxidasa endogena me-
diante la incubacion de las células con peroxido
de hidrégeno al 3% en metanol durante 30 mi-
nutos. Posteriormente, tras lavar las células con
PBS se procedio a bloquear los sitios no especifi-
cos mediante la incubacién con suero no inmune
de caballo al 8% durante 30 minutos. Sin lavar
las muestras, solo retirando el exceso de suero no
inmune, se les afnadi6 el anticuerpo primario y se
incubaron durante toda la noche, a 4°C, en ca-
mara humeda. Tras lavar dos veces las células
con PBS se afiadio el anticuerpo secundario bioti-
nilado, dejandolo actuar 30 minutos, al cabo de
los cuales las células fueron lavadas dos veces
con PBS y se incubaron con streptoavidina-pero-
xidasa, también 30 minutos, para posteriormente
ser reveladas mediante la adicion de diaminoben-
zidina (DAB). Como resultado de estas técnicas
se hizo la identificacion fenotipica de las CM me-
senquimales utilizadas en el presente estudio,
siendo éstas positivas a los marcadores CD10S,
CD73, SH4 y Vimentina, y negativas a CD34,
CD45, CD3, CD14, CD19 y CD38.

Tratamientos in vitro con factores neurotroéficos

Los factores de crecimiento utilizados en el
presente estudio para la transdiferenciacion de
las CM fueron: 1) Factor de crecimiento nervio-
so (NGF-7S) a una dosis de 10ng/ml; 2) Factor
Nervioso derivado de cerebro (BDNF) a una do-
sis de 10ng/ml, y 3) Acido retinoico, a una dosis
de Sug/ml.

Las CM purificadas fueron sembradas en placas
de cultivo a una densidad de 30.000 células por
cada cm? de superficie, para proceder a los estu-
dios de diferenciacion con factores de crecimiento
durante 7 y 14 dias. El ritmo de diferenciacion,
evaluado por la expresion de marcadores neuro-
nales y por la adopcion de morfologia neuronal,
fue comparado con los parametros obtenidos en
un estudio previo, utilizando beta-mercaptoetanol
(generalmente utilizado para lograr transdiferen-
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ciacion por métodos quimicos) y utilizando un
cocultivo de CM vy células de Schwann (9). Para
los estudios de diferenciacion quimica, el medio
de cultivo de las CM mesenquimales fue reem-
plazado por un medio de preinduccion consis-
tente en DMEM con 20% de FBS y 1mM de 2-
beta-mercaptoetanol. A las 24 horas, tras
eliminar el medio de preinduccion, las células
fueron lavadas dos veces con PBS y transferidas
48 horas a un medio de induccién compuesto
por DMEM sin suero, con una concentraciéon
entre 5-10mM beta-mercaptoetanol. Para lo-
grar la transdiferenciacion bioldgica en presen-
cia de células de Schwann, se realizaron co-cul-
tivos de CM vy células de Schwann, en una
proporciéon 1:1, segun protocolos previamente
descritos (9).

Caracterizacion inmunohistoquimica de las
células madre transdiferenciadas

En el presente estudio, la caracterizaciéon in-
munohistoquimica de la transdiferenciacion
neuronal se hizo por medio del marcaje de las
células con Proteina de Neurofilamentos (PNF,
200 Kd; 1:500, Serotec, Kidlington, UK) utili-
zando la técnica ABC, para estudio con micros-
copia de luz convencional, o bien un anticuerpo
secundario unido a fluoresceina, para estudio
mediante el microscopio de fluorescencia.

Estudio estadistico

Al objeto de poder evaluar los resultados, se
repitieron 5 veces los experimentos de diferen-
ciacion celular en cultivo, recogiéndose los por-
centajes aproximados de células que adoptaban
morfologia neuronal, a los 2, 7 y 14 dias tras
iniciar los diferentes tratamientos de diferencia-
cion. La recogida de estos datos fue hecha por
un observador (MZ) sin conocer el tipo de tra-
tamiento aplicado a cada uno de los cultivos ce-
lulares. Los porcentajes medios (= desviacion
estandar) de las células de cada cultivo mos-
trando morfologia neuronal, a los diferentes
tiempos de evolucién, fueron comparados utili-
zando el programa estadistico Prisma (Graph-
Pad) y el test de ANOVA, realizandose el test
de Mann-Whitney para comparaciéon de resul-
tados entre grupos. Se consideré significacion
estadistica un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

Tratamiento con NGF

El tratamiento, en cultivo, con NGF (7S) a ba-
jas concentraciones (10ng/ml) es suficiente para
provocar un cambio morfolégico en las CM me-
senquimales que adquieren una morfologia tipica
neuronal. Entre las primeras 24-48 horas del tra-
tamiento, aproximadamente el 30% de las célu-
las adquieren un aspecto neuronal, con expresion
citoplasmatica de marcadores de diferenciacion
neuronal (PNFE, 200 Kd). A la semana, este po-
centaje sube a un 60% y cuando se mantiene el
cultivo durante 14 dias, se aprecia que tras este
tiempo, aproximadamente el 70% de las células
muestran claros signos morfoldgicos e inmu-
nohistoquimicos de diferenciacion neuronal.

Tratamiento con BDNF

El tratamiento en cultivo de las CM mesenqui-
males con factor de crecimiento derivado del ce-
rebro (BDNF) a bajas concentraciones (10ng/ml)
induce en estas células cambios morfologicos
compatibles con la progresiva adquisicion de un
fenotipo neuronal. Dichos cambios suceden mas
precozmente que los encontrados en los trata-
mientos con NGF vy asi, a las 48 horas del trata-
miento ya existe al menos un 40% de las células
con una morfologia neural pudiéndose observar
una clara reduccion del tamafio del cuerpo celu-
lar y la aparicion de un gran namero de prolon-
gaciones. A la semana del tratamiento con
BDNEF, aproximadamente el 85% de las células
en cultivo muestran un aspecto tipico neuronal y
este porcentaje permanece invariable a los 14 di-
as de iniciarse el tratamiento. En el caso del tra-
tamiento con BDNE, el cambio de morfologia
neuronal se acompand, en todo momento, de la
expresion inmunohistoquimica de PNF por las
células del cultivo.

Tratamiento con acido retinoico

Los resultados con el acido retinoico no fueron
tan espectaculares, desde el punto de vista morfo-
l6gico, como los encontrados con el NGF y el
BDNEF. Tras el tratamiento con acido retinoico, a
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5 ug/ml, a las 48 horas no se observan cambios
morfologicos en las CM. A la semana del trata-
miento se puede apreciar apenas un 15% de célu-
las que muestran leves prolongaciones celulares
que recuerdan a las prolongaciones de las células
nerviosas, pero sin llegar a formar los largos y
numerosos procesos celulares que se pueden ob-
servar en las CM tratadas con NGF o BDNE A
pesar de estos cambios morfoldgicos, la expre-
sion de PNF fue negativa o débilmente positiva
en todas las CM tratadas. El porcentaje de CM
que adoptan morfologia neuronal sigue siendo
alrededor del 15% a los 14 dias de haberse ini-
ciado el tratamiento con 4cido retinoico, siendo
negativo o poco concluyente el marcaje inmu-
nohistoquimico con PNFE.

La Figura 1 muestra algunos ejemplos de la di-
ferenciacion neuronal obtenida por medio de los

Fig. 1. Detalles de la transdiferenciacién de células madre
(CM) mesenquimales adultas hacia células de morfologia
neuronal. A: Imagen caracteristica de las CM en cultivo. B y
C: Aspecto morfoldgico de neuronas adultas, a los 14 dias
de tratamiento con NGF. D: Adopcién de morfologia
neuronal de las CM a los 7 dias de tratar el cultivo con
BDNF. E: Imagen inmunohistoquimica, mostrando
positividad a PNF en CM transdiferenciadas, tras 7 dias de
tratamiento con NGF. F: Imagen inmunohistoquimica
(fluorescencia) mostrando CM transdiferenciadas, con
morfologia neuronal y fuerte expresién de PNF, a los 14
dias de tratar las CM con BDNF.
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Fig. 2. Gréfica que muestra los porcentajes (+ desviacion
estandar) de CM que se transdiferencian en cultivo, segun
los diferentes agentes neurotréficos utilizados en el
presente estudio. Se muestran también, a efectos de
comparacion, los datos recogidos en experiencias previas
utilizando beta-mercaptoetanol y un cocultivo con células
de Schwann, para lograr la transdiferenciacién neuronal de
las CM. Los resultados representan los valores medios de 5
experiencias repetidas.

factores neurotréficos utilizados en el presente
estudio y la Figura 2 muestra los porcentajes de
CM transdiferenciadas en los distintos tiempos
de evolucion. En esta ultima Figura se incluyen, a
efectos comparativos, los datos recogidos en ex-
periencias previas de transdiferenciaciéon quimica
de CM, utilizando agentes oxidantes, del tipo del
beta-mercaptoetanol, asi como en experiencias de
transdiferenciacion biolégica, cocultivando CM
con células de Schwann (9). Utilizando beta-mer-
captoetanol se obtiene un porcentaje de transdi-
ferenciacion de las CM mesenquimales, en torno
al 65% de las células, a las 48 horas de iniciarse
el tratamiento, siendo aproximadamente el mis-
mo porcentaje a los 7 dias y del 80% a los 14 di-
as. Cuando se induce una transdiferenciacion
bioldgica, por la presencia de células de Sch-
wann, el porcentaje aproximado de CM que
muestran morfologia neuronal es del 20% a las
48 horas y aproximadamente del 80% a los 7y a
los 14 dias.

Desde el punto de vista de analisis estadistico
de estos resultados, se aprecidé que tanto a los 7
como a los 14 dias de iniciarse los diferentes tra-
tamientos, tanto la diferenciacion neuronal obte-
nida con el empleo de BDNE, NGE, beta-mercap-
toetanol, o con cocultivos de células de Schwann
es similar, sin apreciacion de diferencias significa-
tivas (p< 0,05).
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DISCUSION

El hecho de que se puedan transdiferenciar las
CM del estroma de la médula ésea hacia un feno-
tipo neuronal abre numerosas posibilidades para
el tratamiento de enfermedades y lesiones del Sis-
tema Nervioso. Las CM adultas presentan, ade-
mads, numerosas ventajas respecto de las CM em-
brionarias, como son su facilidad de obtencién y
de empleo autdlogo, en el mismo paciente.

En los ultimos afios se han multiplicado los es-
tudios que demuestran cémo este proceso de
transdiferenciacion puede ser obtenido tanto en
cultivo de tejidos, como en el seno del tejido ner-
vioso, cuando las CM adultas se implantan en
zonas previamente lesionadas (4,6,10-12). Como
consecuencia de ello, cabe plantearse que, a la
hora de intentar una terapia celular para reparar
lesiones neuroldgicas, no es necesario recurrir a
procedimientos de manipulacién de las CM antes
de su implante en el tejido nervioso, ya que el
proceso de transdiferenciacion neuronal que es-
tas células experimentan, debe estar relacionado
con factores neurotréficos de diferenciacion, pre-
sentes en el propio tejido nervioso. Si esto es asi
y de hecho se han obtenido evidencias de una
clara transdiferenciacion neuronal mediada por
la presencia de células de Schwann, cabe pregun-
tarse cuales son los principales factores neurotro-
ficos que inducen el fenémeno de transformacion
de las CM mesenquimales adultas, ya que la res-
puesta a este interrogante podria llevar a que pu-
diéramos acelerar o aumentar el proceso de
transdiferenciacion neuronal, en futuros proto-
colos de terapia celular aplicados al Sistema Ner-
vioso. Teniendo en cuenta que tanto el NGF co-
mo el BDNF son factores liberados por la células
de Schwann, nos ha parecido logico estudiar la
capacidad de estos factores neurotroficos para
inducir la transdiferenciacion neuronal de las
CM mesenquimales adultas, lo que apoyaria
nuestras observaciones previas que demuestran
c6mo la transdiferenciacion es un hecho constan-
te cuando las CM se cultivan en presencia de cé-
lulas de Schwann (9).

Nuestros resultados muestran que tanto el
NGF como el BDNF tienen capacidad para lo-
grar in vitro una transdiferenciacion de las CM
adultas mesenquimales, siendo esta capacidad

o
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muy importante para el NGF y sobre todo para
el BDNE aunque tanto a los 7 dias como a los 14
dias, en el presente estudio no se ha obtenido di-
ferencia estadisticamente significativa segin que
se utilizara uno u otro de estos compuestos. La
eleccion del 4cido retinoico para el presente estu-
dio obedece al hecho de que esta sustancia tiene
un efecto oxidante, similar al de otros compues-
tos, como el beta-mercaptoetanol, que se consi-
dera un importante agente quimico capaz de lo-
grar transdiferenciacion de las CM adultas en
cultivo. Por otra parte, se conoce que el acido re-
tinoico tiene un claro efecto madurativo sobre cé-
lulas nerviosas, por lo que teéricamente podria
tener un papel en la diferenciacion neuronal de
las CM mesenquimales. Sin embargo, y de acuer-
do con nuestros presentes resultados, el acido re-
tinoico, al menos a la concentracion utilizada, no
tiene apenas capacidad para lograr transdiferen-
ciacion neuronal de las CM mesenquimales, sien-
do poco concluyentes e inconstantes los resulta-
dos obtenidos en cuanto a la expresion de
marcadores de diferenciacién neuronal.

Los resultados que hemos obtenido senalan que
los resultados morfologicos de transdiferencia-
cion logrados con NGF y BDNF son similares a
los obtenidos cultivando CM mesenquimales
adultas en presencia de células de Schwann, lo
que apoya que el efecto de transdiferenciacion
biologica logrado por la presencia de células de
Schwann puede estar mediado por la liberacion
de factores neurotroficos a partir de estas células.

En cuanto a la transdiferenciacién lograda por
beta-mercaptoetanol, se trata de un cambio mu-
cho mas rapido de la morfologia celular, presen-
te ya a los 2 dias del tratamiento en mas del 60
% de las CM mesenquimales, momento en que

Implicacion de factores neurotréficos en
la transdiferenciacién neuronal de
células madre mesenquimales adultas

la transdiferenciacion bioldgica, ya sea por me-
dio de células de Schwann o por factores deriva-
dos de ellas, es mucho menor. A los 7 y 14 dias,
el porcentaje de células transdiferenciadas biolo-
gicamente es similar al obtenido con beta-mer-
captoetanol, sin que podamos conocer, con los
parametros de estudio utilizados, si con poste-
rioridad a este momento se mantiene el porcen-
taje de células con morfologia neuronal, segin
que se emplee una u otra técnica de transdife-
renciacion.

En cualquier caso, nuestros presentes resulta-
dos muestran que factores neurotréficos como
el NGF y el BDNE, utilizados a bajas concentra-
ciones, son capaces de transdiferenciar las CM
mesenquimales adultas hacia una morfologia
neuronal y teniendo en cuenta que estos dos fac-
tores pueden ser liberados por la célula de Sch-
wann (13-15), es logico admitir su implicacion
en los fenémenos de transdiferenciacion celular
que tienen lugar in vivo cuando las CM mesen-
quimales se llevan al Sistema Nervioso. El he-
cho, ademas, de que se haya demostrado trans-
diferenciaciéon neuronal in vivo de las CM
cuando se trasplantan a zonas de lesion del Sis-
tema Nervioso Central (10) donde no existen
células de Schwann, permite sospechar que el
BDNF y posiblemente otros factores neurotrofi-
cos liberados por células astrocitarias, partici-
pan de forma destacada en este proceso de
transdiferenciacion. Como consecuencia de es-
tas apreciaciones, cuando se consideren proto-
colos de terapia celular con CM mesenquimales
adultas, en lesiones del Sistema Nervioso, no
parece necesario proceder a la diferenciacion
neuronal in vitro de estas CM, como un paso
previo a su administracién intralesional.
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