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RESUMEN

Introduccion: La diabetes es una enfermedad metabolica cronica que afecta cerca de 425 millones de personas
a nivel mundial. Su complicacién mas comun es la neuropatia diabética, una patologia neurodegenerativa que
afecta principalmente a nervios sensitivos y autonémicos. En distintos estudios preliminares, se ha observado
que el secretoma de las células madre mesenquimaticas produce efectos anti-apoptéticos, tréficos y
regenerativos en distintas células y tejidos. Objetivo: Evaluar si el secretoma de células mesenquimaticas
humanas derivadas de tejido adiposo (hAD-MSC) promueve la regeneracion neuritica de neuronas de los ganglios
de la raiz dorsal (DRG) de ratones diabéticos adultos in vitro. Metodologia: Se extrajeron neuronas de DRG de
3 ratones db/db con diabetes mellitus tipo Il (T2DM), con las cuales se realizaron 3 cultivos independientes. Las
neuronas de cada cultivo recibieron NGF (comparador), vehiculo (control negativo) o secretoma (tratamiento).
Luego, se realizé6 inmunocitofluorescencia y posteriormente un analisis de Sholl. Resultado: El numero de
intersecciones de ramificaciones por neuronay radio maximo alcanzado por las neuritas fueron significativamente
mayores (p<0,05) en los grupos NGF y secretoma, respecto al vehiculo. Discusion: Se considera que el
secretoma tiene potencial terapéutico para un tratamiento de neuropatia diabética aunque, al ser un estudio in
vitro, todavia no es extrapolable a estudios clinicos. Conclusién: La administracién de secretoma de hAD-MSCs

a neuronas de DRG de ratones db/db durante 48 horas promueve la regeneracién de estas.
Palabras clave: Diabetes, Neuropatia, Células madre, mesénquima, regeneracion nerviosa.

INTRODUCCION

Esta investigacion cuantitativa pretende mostrar
los resultados de la administracion de un posible
tratamiento para la neuropatia diabética. El interés en
este proyecto nace de la gran prevalencia de esta
enfermedad a nivel mundial, la cual actualmente no
tiene tratamiento y dafia significativamente la calidad
de vida de los pacientes que la padecen.

La diabetes es una enfermedad metabdlica
caracterizada por una hiperglicemia, resultante de un
defecto en la secrecion y/o efecto de la insulinal. Se
estima que 425 millones de personas en el mundo
tienen diabetes?, siendo esta la mayor epidemia del
siglo XXI3. Las principales complicaciones asociadas
a la diabetes son la nefropatia, la retinopatia y la
neuropatia, siendo esta ultima la mas frecuente®. La
neuropatia es una patologia neurodegenerativa que
afecta principalmente a nervios autonémicos y
sensitivos periféricos, y no posee tratamientos
eficientes. Existen varios mecanismos involucrados
en el desarrollo de la neuropatia diabética, como la
via de los polioles que provoca el aumento de
especies reactivas de oxigeno, y la via de las
hexosaminas y la generacién de productos de
glicacion avanzada, que inducen inflamaciéon y una
disminucién de la irrigacién por dafo en la
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microvasculatura®. Estos fenébmenos producen dafios
en las neuronas al alterar la sefializacion intracelular,
la expresion y dindmica de canales ibnicos vy
enlenteciendo el transporte axénico. Todas estas vias
llevan a una disfuncién axonal y explican los sintomas
de la neuropatia diabética .

Las células madre mesenquimaticas (MSC) son
células multipotentes auto-renovables, capaces de
diferenciarse a otros tipos celulares’. Se ha
observado que tienen la capacidad de migrar a sitios
de inflamacion®, ademas de ejercer efectos troficos,
inmunomoduladores, anti apoptdéticos y regenerativos
en distintos tejidos y 6rganos®. Esto a través de la
secrecion de mdltiples citoquinas y factores de
crecimiento (VEGF, IGF, NGF) que estimulan vias
proliferativas y anti apoptoticas en la célula. Por esto
se plantea que podria ser una estrategia para
promover la regeneracion neuronal y, por lo tanto,
una posible opcidn terapéutica para la neuropatia
diabética.

Sin embargo, existe un reducido nuamero de
estudios donde se ha observado la transformacién
espontanea de MSC trasplantadas a células
tumorales?®11.12 por lo que aln no existe certeza de
la seguridad en este tipo de tratamientos. Se ha
descrito que el mecanismo terapéutico mas
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importante de las MSC esta asociado a su funcioén
paracrina, al secretar una gran variedad de factores
de crecimiento, citoquinas, interleucinas y ligandos en
forma de moléculas solubles y vesiculas
extracelulares; el secretoma?s.

El secretoma puede generar efectos troficos y
paracrinos equivalentes al de las MSC trasplantadas,
siendo mas seguro y facil de utilizar en el ambiente
clinico cotidiano como un biofarmaco. Estudios
anteriores han demostrado que neuronas del ganglio
de la raiz dorsal (DRG), incubadas in vitro en medios
hiperglicémicos, presentan una disminucion de la
regeneracion, aumento del estrés oxidativo y
apoptosis celular'45. En un trabajo preliminar del
laboratorio, se logré cultivar neuronas del DRG de
ratones diabéticos adultos de 6 meses de vida, y se
demostré que presentan una baja capacidad de
elongar neuritas in vitro'6. Este modelo de cultivo de
neuronas de ratones diabéticos adultos presenta
caracteristicas fisiologicas mas relevantes para la
enfermedad, ya que no implica un estrés agudo
inducido por la hiperglicemia, sino el efecto crénico de
un microambiente dafiino.

Ante la problematica que representa esta
patologia, se propone evaluar los efectos del
secretoma de MSC humanas derivadas de tejido
adiposo (hAD-MSC) en neuronas de DRG de ratones
diabéticos adultos in vitro. Se hipotetiza que esta
intervencién tendra como resultado una mejora en la
regeneracion neuritica de estas neuronas,
aumentando la elongacion y la ramificacion de éstas.

METODOLOGIA
Disefio experimental

La poblacion de esta investigacion son muestras
de neuronas de los DRGs de ratones adultos
hembras de 26 semanas db/db (Cg-m+/+Leprd b/J)
deficientes para el receptor de leptina, por lo que
desarrollaron diabetes mellitus tipo Il de forma
espontanea entre las 4-8 semanas de vidal’. Al
extraer las neuronas desde los DRGs, se ha descrito
gue las neuronas sufren apoptosis debido al estrés a
las que son sometidas en la extraccion, el proceso de
digestion enzimatica, la disgregacion mecanica o la
ausencia de factores neurotroficos!®, por lo que en
este estudio no se contempld el uso de un agente
estresor adicional.

Se obtuvieron 3 cultivos independientes, uno por
cada raton, y cada cultivo a su vez se dividié en 3
placas (Figura 1). Cada cultivo se utilizé para evaluar
regeneracion mediante inmunocitofluorescencia y
posterior analisis de Sholl. Para la
inmunocitofluorescencia, se realizaron tinciones con
B Il tubulina, DAPI y faloidina, las cuales permiten
realizar un analisis de Sholl*®. La B Ill tubulina se
encuentra especificamente en los microtubulos de las
neuronas?®, el DAPI marca nucleos celulares?' y la
faloidina marca filamentos de actina encontrados en
todo tipo de células permitiendo reconocer la
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morfologia y diferenciarlas de las neuronas??23,
Dentro del analisis de Sholl, se utiliz6 NGF como
comparador y PBS como control negativo.

Después del plaqueo (0h), se esperé 5 horas para
gue se fijaran las neuronas y se les administraron los
tratamientos. A las 29 horas se lavaron y volvieron a
administrar los tratamientos. 43 horas después de la
administracion del tratamiento (48 horas post-
plaqueo), las muestras fueron fijadas y tefiidas para
analizar y evaluar su regeneraciéon. Dentro de los
grupos de 3 placas, a la primera se la traté con
secretoma de hAD-MSC (intervencién), la segunda
se tratd con NGF (comparador), debido a que las
neuronas son capaces de responder a este factor
neurotréfico, disminuyendo la apoptosis?4?®> 'y
estimulando la extensién de neuritas®s, y a la tercera
se la tratd con PBS (control negativo).
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Figura 1. Disefio experimental

Obtencién del secretoma

El secretoma de hAD-MSC utilizado en este
trabajo fue provisto por el Centro de Medicina
Regenerativa, CAS-UDD, de acuerdo a lo descrito
por Oses et al.?6

Animales

Los ratones BKS adultos hembras db/db (Cg-
m+/+Leprdb/J) de 26 semanas de edad con T2DM
son proporcionados por el Bioterio de la UDD. Dichos
ratones fueron mantenidos a temperatura y humedad
constantes, con un ciclo de luz/noche de 12 horas y
acceso a dieta standard (LabDiet 5P00 RMH 3000,
USA) sin restricciones, y agua. Para la eutanasia, se
les administré una sobredosis de tiopentato de sodio
intraperitoneal. Una vez que los animales dejaron de
presentar signos vitales, se les realizé6 una
dislocacion cervical, y se procedid a extraer la
columna vertebral para la obtencién de los ganglios
lumbares. El acta de aprobacién CICUAL es la
N*5/2017_CICUAL, con fecha 7 de mayo de 2017.

Obtencién de neuronas de DRGs de ratones
diabéticos

Luego de obtener los ganglios lumbares L3-L5, los
DRG se extrajeron con pinzas finas, y se transfirieron
a untubo Falcon con HBSS y se les agregé 600uL de
tripsina al 0,625% (m/v). Después, se incubaron
durante 30 min a 37°C con agitacion cada 10 min.
Luego, se centrifugd el tejido y se reemplaz6 el medio
por DMEM/F12 + colagenasa tipo 1 al 05% (m/v)
durante 30 min, con agitacion cada 10 min.
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Posteriormente, se agregé 1 ml de DMEM/12 + FBS
10% para frenar la reaccién. En seguida, se disgrego
el tejido en forma mecanica utilizando pipetas Pasteur
de vidrio, y se sembraron a una densidad aproximada
de 5.000 células por pocillo (1,9 cm?) en medio de
plagueo (DMEM/F12 + FBS 10%) en covers pre-
tratados con acido nitrico y polilisina como matriz de
adherencia. Luego de 3 horas, se retiré el medio de
plagueo y se agregd el medio de cultivo definitivo
(DMEM F12 + N2 + citosina arabinésida (ara-C) +
antibiéticos + intervencién). Se dejaron en un
incubador a 37° y 5% de CO2 por 48 horas.

Administracién del tratamiento

Para el tratamiento con secretoma de hAD-MSC
de cada condicién experimental (5.000 células), se
utilizé una cantidad equivalente a la producciéon de
secretoma de 600 hAD-MSCs (durante 48 hrs)
concentrado en un volumen de 10uL27. En resumen,
lo que produce una hAD-MSC en 48 hrs, estara
biodisponible para tres neuronas. Para el tratamiento
con NGF, (Alomone, NGF 7S) se utilizd una
concentracion final de 10 ng/ml.

Para el tratamiento con vehiculo, las neuronas se
trataron con PBS 1X. El medio de cultivo se cambié
completamente a las 24 horas.

Inmunofluorescencia

Se fijaron las células con paraformaldehido al 4%
en PBS durante 20 minutos. Luego se lavaron las
células fijadas con PBS 3 veces, y se les agrego
300uL de triton X-100 10% durante 10 minutos para
permeabilizarlas. Luego se agregé 300uL de BSA 5%
en PBS para bloquear, y después de una hora a
temperatura ambiente se agregé el anticuerpo
primario, el cual fue anti-B3-tubulina (1:150; TU-20
Santa Cruz). Se dejé reposando en una camara
humeda a 32°C durante 3 horas.

Finalizadas las 3 horas, se realizaron 3 lavados
con PBS, para luego agregar anticuerpo secundario
anti-mouse Alexa 488 (1:350), faloidina AlexaFluor-
555 (Santa Cruz) 1:500 y DAPI 1:400, todo esto en
PBS. El anticuerpo secundario y los marcadores
fluorescentes se incubaron en un horno a 37°C
durante una hora. Finalizada esa hora, se lavaron 3
veces con PBS y se depositaron en un portaobjetos,
utiizando Floursave (Merck-Millipore) sobre la
muestra como medio de montaje, y se dejé secando
durante 30 min a temperatura ambiente. Terminado
dicho tiempo, las muestras fueron almacenadas a
4°C hasta ser observadas en el microscopio confocal
Fluoview Fv10i.

Analisis de Sholl

Luego de obtener las imagenes desde el
microscopio confocal, se utilizé el programa ImageJ
(NIH, USA) para transformar las imagenes de
fluorescencia a imagenes binarias (blanco y negro) y
analizarlas, de acuerdo a los descrito por Ferreira et
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al.’®. El analisis de Sholl permitié obtener el numero
de intersecciones de las ramificaciones con circulos
concéntricos de 15 um, a partir del centro de la
neurona, y entregd el valor de la suma total de
intersecciones por neurona y el radio maximo de
interseccion.

Las intersecciones de las ramificaciones indican el
paso de una neurita por el circulo concéntrico trazado
por el programa, mientras que el radio maximo al cual
se detecta una ramificacion corresponde a la
distancia maxima que alcanzé la neurita de mayor
tamafio. Al extraer las neuronas del DRG las neuritas
de estas sufren una retraccion, por lo que observar
intersecciones de las ramificaciones implicaria una
elongaciébn de estas neuritas y, por tanto, su
regeneracion.

Presentacion de datos y analisis estadistico

En todas las condiciones experimentales se utilizo
un n=3. Los datos cuantitativos fueron presentados
como promedio + error estandar. Todas las
comparaciones fueron realizadas a través de la
prueba no paramétrica de  Kruskal-Wallis,
considerando significancia en caso de obtener un
p<0,05.

RESULTADO

Después del proceso de obtencién de imagenes
de inmunofluorescencia a través de microscopia
cofocal con los marcadores DAPI, faloidina y
anticuerpo anti-B3 tubulina (Figura. 2A), se procedi6
al proceso de aislacion de neuronas, obteniendo
imagenes binarias de estas para su analisis de Sholl
(Figura. 2B).

Una vez realizado el andlisis, se cuantificd el
namero de intersecciones de las ramificaciones por
cada circulo concéntrico de 15 pm de radio (Figura.
2C) para la evaluacion de regeneracion y elongacion
neuritica. Se puede apreciar que en los radios de
menor tamafo, el ndmero de intersecciones en el
grupo de neuronas que recibi6 NGF supera en
numero de intersecciones al grupo que recibio el
tratamiento de secretoma, pero una vez alcanzado un
radio de 180 um, el grupo que recibié el tratamiento
supera a dicho grupo comparador en cantidad de
intersecciones.

Al cuantificar el nimero de intersecciones por
neurona, se puede ver que en los grupos NGF e
intervencion (hAD-MSC secretoma) son
significativamente mayores (p<0,05) que el vehiculo,
donde se puede observar que presentan mas del
doble de intersecciones que el vehiculo (Figura. 2D).
Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre
los grupos NGF e intervencion. El ndmero de
intersecciones con los circulos concéntricos indica
elongacion y ramificacion de las neuritas y, por lo
tanto, su regeneracion.

Al mismo tiempo, al cuantificar el radio maximo
alcanzado dentro de los circulos concéntricos del
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analisis de Sholl (fig. 2E), se obtuvo una vez mas que
los grupos NGF e intervencion son significativamente
mayores (p<0,05) que el grupo con vehiculo, y que no
se encontr6 diferencia significativa entre los grupos

Masse C et al.

NGF e intervencion. El radio maximo cuantifica la
elongacion de las neuritas y, en consecuencia, su
capacidad de regeneracion.
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Figura 2.

(A) Imagenes representativa
de co-tinciones en los
diferentes grupos. Tinciones
con DAPI (azul), faloidina
(rojo), anti-B3-tubulina (verde)
y el merge correspondiente a
los grupos tratados con
secretoma, vehiculo y NGF
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DISCUSION resultado que concuerda con los resultados de De
Las hMSC han demostrado tener un gran Gregorio et al'®,

potencial terapéutico para tratar una extensa cantidad
de patologias®®. En este trabajo, se investigé este
potencial para un tratamiento de neuropatia
diabética, en un modelo in vitro que utiliza neuronas
de los DRG de ratones que desarrollan diabetes tipo
Il (T2DM) de forma espontanea. El modelo de ratones
BKS con T2DM (Cg-m+/+Leprdb/J) de 26 semanas
de edad ha sido descrito previamente in vivol’, pero
el uso de sus neuronas para realizar un cultivo celular
corresponde a un nuevo modelo para el estudio de
neuropatia diabética in vitro. Actualmente, la gran
mayoria de los modelos de neuropatia diabética in
vitro utilizan ratones jovenes o neonatos y, ademas,
no existen modelos in vitro para diabetes mellitus tipo
II. La edad y el tipo de diabetes son factores
importantes en el estudio de esta patologia, debido a
gue ratones con T2DM en estadio avanzado
presentan mas similitudes con la fisiopatologia de la
enfermedad en humanos?’.

Se considera que el cultivo celular fue exitoso, ya
gue las tinciones con DAPI definian claramente los
nucleos celulares y la tincién con anti-B3 tubulina
mostraban una morfologia bien definida y coherente
con la de neuronas (Figura 2).

En el analisis de Sholl, se realizé el conteo de
intersecciones entre las ramificaciones y los circulos
concéntricos trazados por el programa tal como se
graficé en la Figura 2B. La suma de intersecciones
por neurona, lo cual es un indicador del largo de las
neuritas®, fue significativamente mayor en el grupo
gue recibié el secretoma, en comparacion con las
neuronas que solo recibieron vehiculo. El radio
maximo de interseccion también es
significativamente mayor en las neuronas a las que
se les administré el secretoma, en comparaciéon a
aquellas que recibieron el vehiculo, evidenciando que
estas Ultimas efectivamente regeneraron menos,
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En la literatura se ha descrito que al realizar una
axotomia, una digestibn mecéanica y quimica, (como
al hacer un cultivo), ocurre una retraccion neuritica
completal®, Ademas, en un trabajo preliminar de
laboratorio se demostr6 que las neuritas de las
neuronas de ratones de DRG tienen una baja
capacidad de regeneracion in vitro'®. Es por esto que
los resultados indican regeneracion y no detencion de
la degeneracién. Considerando lo anterior, estos
resultados permiten afirmar que la administracion del
secretoma a neuronas de ratones afectados por la
T2DM, estimula la regeneracién neuritica.

CONCLUSION

Tanto el cultivo como la inmunotincién de las
neuronas de ratones db/db de 26 semanas, fueron
realizadas exitosamente. Esto permite afirmar que la
evaluacion de la administracion del secretoma fue
realizada correctamente. Con los resultados
obtenidos se puede concluir que la administracion de
secretoma de hAD-MSCs a neuronas de los DRG de
ratones db/db durante 48 horas promovié su
regeneracion.

Sin  embargo, este trabajo se enfocéd
especificamente en neuronas sensoriales,
descartando otros tipos celulares relevantes para la
enfermedad, como las células de Schwann. Otros
estudios deben ser llevados a cabo para evaluar el
efecto del secretoma en otros tipos celulares,
relevantes para la fisiopatologia de la neuropatia
diabética. Ademas, al ser un estudio in vitro, el
modelo no es extrapolable a estudios clinicos en
humanos. El NGF, por ejemplo, es efectivo en la
etapa in vitro, pero no in vivo®°. Por lo que se propone
determinar si el tratamiento con secretoma es
efectivo y seguro in vivo, evaluando en este caso si
mejoran los sintomas de la neuropatia diabética en el
raton.
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Finalmente, se considera que estudios posteriores

mostraran que el secretoma es un tratamiento
prometedor para la neuropatia diabética.
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