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RESUMEN
El hipocampo es una region importante en el cerebro por dos razones: 1) su
funcion relacionada con las actividades cognitivas y 2) por la presencia de células
troncales neurales que, de manera habitual o estimulada, dan origen a nuevas
neuronas las cuales son relevantes para el aprendizaje y la memoria. La manera
de estimular la neurogénesis en el hipocampo incluye la estimulacion eléctrica, el
trasplante de células troncales de otro origen y recientemente con el medio
condicionado obtenido de las células troncales. Se ha considerado al epitelio
olfatorio como una fuente de células troncales/progenitores neurales, pueden
aislarse con cierta facilidad y han sido propuestas como alternativa en las terapias
de reemplazo autdlogo, sin embargo; a la fecha, no existen evidencias claras que
muestren la forma en la que las células del epitelio olfatorio pueden contribuir en
el proceso neurogénico del hipocampo. De tal modo que, el objetivo de este
proyecto fue identificar los factores solubles contenidos en el medio condicionado
de las células troncales/progenitores neurales del epitelio olfatorio humano
(hNS/PCs-OE) y su efecto sobre las células precursoras de hipocampo adulto
(AHPCs) in vitro. Los resultados obtenidos indicaron que el medio condicionado
tuvo un efecto sobre la viabilidad, proliferacion y diferenciacion de las AHPCs. El
medio condicionado favorecid la activacién de vias de sefalizacion relacionadas
con la proliferaciéon y el mantenimiento del estadio precursor, asi como con la
diferenciacion astrocitica. Estos efectos fueron parcialmente generados por el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y por la interleucina-6 (IL-6). Ademas,
algunos de los receptores fosforilados involucrados en la activacion de las vias de
sefializacion fueron el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el
receptor de tirosina cinasa B (TrkB). Esta activacion ocurri6 a través de un
mecanismo de transactivacién causada por la fosforilacion del EGFR por EGF y la
subsecuente fosforilacion de Src. El efecto sobre proliferacion y mantenimiento

del estadio precursor fue prevenido con el anticuerpo neutralizante anti-hEGF.




ABSTRACT
The hippocampus is an important region in the brain for two reasons: 1) its
function related to cognitive activities and 2) the presence of neural stem cells that,
in a habitual or stimulated way, give rise to new neurons that are relevant for the
learning and memory. The way to stimulate neurogenesis in the hippocampus
includes electrical stimulation, transplantation of stem cells from another source
and recently with conditioned medium obtained from stem cells. Olfactory
epithelium has been considered as a source of neural stem / progenitor cells that
can be easily isolated and have been proposed as an alternative for autologous
replacement therapies. However, to date there is no clear evidence to show how
olfactory epithelial cells can contribute to the neurogenic process of the
hippocampus. Thus, the objective of this project was to identify the soluble factors
contained in the conditioned medium of the neural stem / progenitor cells of the
human olfactory epithelium (hNS / PCs-OE) and its effect on adult hippocampal
precursor cells (AHPCs) in vitro. The results indicated that the conditioned medium
had an effect on the viability, proliferation and differentiation of AHPCs. The
conditioned medium favored activation of signaling pathways related to
proliferation and maintenance of the precursor stage, as well as to astrocytic
differentiation. These effects were partially generated by epidermal growth factor
(EGF) and interleukin-6 (IL-6). In addition, the phosphorylated receptors involved
in the activation of signaling pathways were the epidermal growth factor receptor
(EGFR) and the receptor tyrosine kinase B (TrkB). This activation occured through
a transactivation mechanism caused by the phosphorylation of EGFR by EGF and
the subsequent phosphorylation of Src. The effect on proliferation and
maintenance of the precursor stage was prevented with anti-hEGF neutralizing

antibody




l.- INTRODUCCION

I.1 Nicho neurogénico y neurogénesis

Las células troncales tienen dos propiedades esenciales: auto-renovacion y
multipotencialidad. La autorrenovacion es la habilidad de generar una célula
hija idéntica y multipotencialidad es la capacidad de generar todos los tipos

celulares de un tejido.

Los microambientes especializados o nichos permiten la autorrenovacion
permanente de las células troncales y la produccién de células diferenciadas.
Es importante destacar que las células troncales interactian y participan en

el nicho.

Las interacciones célula-célula y los factores solubles son elementos clave
gue permiten el control de la activacion de las células troncales, asi como la
diferenciacion de su progenie. Una caracteristica de muchos nichos de
células troncales es su intima asociacion con las células endoteliales, las
cuales regulan la autorrenovacion y diferenciacion de las células troncales.
Dentro del nicho, las células troncales frecuentemente se anclan a una
lamina basal o células estromales que, a su vez, pueden proveer de un
sustrato para la division celular orientada. La lamina basal también es un
regulador importante de la accesibilidad de los factores de crecimiento y
otras sefales, tales como moléculas asociadas a la matriz extracelular y
glicoproteinas, las cuales pueden concentrar y secuestrar factores en formas

activas o inactivas [1]

Las células troncales neurales persisten en el cerebro adulto de los
mamiferos y presentan las dos propiedades fundamentales de las células
troncales; son capaces de autorrenovarse ademas de ser multipotentes,
generando neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. A pesar de poder ser

cultivadas in vitro, su biologia se encuentra definida por su nicho in vivo.




La neurogénesis ocurre principalmente en dos regiones del cerebro de
mamifero adulto: 1) el sistema formado por la zona subventricular (SVZ),
adyacente a los ventriculos laterales y el bulbo olfatorio, asi como 2) la zona
subgranular (SGZ) de la formacion hipocampica. Dichas regiones o nichos
neurogénicos tienen la mision de dirigir la produccion neuronal y mantener la
multipotencialidad de las células troncales para asi proteger el curso de la
neurogénesis de aquellas posibles sefiales inhibidoras externas. Aunque
algunos de sus componentes estdn siendo determinados, es claro que
ambos tipos celulares, tanto no neuronales como neuronales, son piezas

clave de esta mision.
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Figura 1. Nichos neurogénicos en el cerebro adulto mamifero. A)
Representacion esquematica de las regiones neurogénicas (nichos) en un corte sagital del
cerebro adulto murino: La zona subgranular (SGZ, naranja) en el giro dentado del
hipocampo, y en la zona subventricular (SVZ, rojo) en la pared lateral de los ventriculos

laterales. Las nuevas neuronas derivadas de la SVZ migran hacia el bulbo olfatorio (OB) a




través de la via migratoria rostral (RMS). B) Componentes celulares de los nichos
neurogénicos. Ademas de los linajes neuronales originados a partir de las células troncales
neurales (NSC), los nichos neurogénicos estan conformados de células gliales (astrocitos,
microglia y células ependimales) y células vasculares (células endoteliales, pericitos). C, D)
llustracién de los nichos neurogénicos de la SGZ y SVZ. Se representa la citoarquitectura y
las relaciones entre los componentes celulares del nicho. Los diferentes tipos celulares
(color y forma) corresponden a los representados en B) Se observa la proximidad entre los
vasos sanguineos y las NSCs/NPCs en ambos nichos. C) El nicho neurogénico de la SGZ.
Las células de la glia radial tipo 1 corresponden a las NSCs que dan lugar a las NPCs tipo
2a/b, las cuales se diferencian a los neuroblastos tipo 3. Los neuroblastos migran guiados
por los astrocitos y llegan a ser neuronas maduras que finalmente se integran a la capa
celular granular (GCL). D) El nicho neurogénico de la SVZ. Este nicho se encuentra debajo
del revestimiento ependimario (E) del LV. Esta compuesto de las células quiescentes tipo B
(NSCs), las cuales pueden activar y generar las NPCs tipo C que proliferan rapidamente y
generan neuroblastos tipo A. Los neuroblastos migran grandes distancias a lo largo de la
RMS hacia el OB donde ellas maduran hacia interneuronas. Se observa que un tanel de
astrocitos y un andamiaje de vasos sanguineos guian la migracion de neuroblastos. Ce,

cerebelo; Cx, corteza; Str, estriado (Tomado de Batiz, LF. et.al. 2016).

[.1.1 Nicho neurogénico: interacciones célula-célula

Los astrocitos han sido considerados como células de soporte dentro del
cerebro. Sin embargo, en trabajos recientes, se ha mostrado que pueden ser
reguladores dinamicos de muchos procesos, incluyendo sinaptogénesis y
eficacia sinaptica [2]; asi como el mantenimiento de la neurogénesis adulta
[3]. Dentro de los nichos neurogénicos adultos, los astrocitos se encuentran
preparados para sensar y actuar como reguladores del ambiente. Tienen
nucleo redondeado y cuerpo celular del cual parten prolongaciones llamadas
"procesos pediculares o pies" que envuelven y contactan a todos los tipos
celulares y estructuras del nicho [4], incluyendo vasos sanguineos y la lamina
basal [5], permitiéndoles integrar diversas sefiales de muchas fuentes. Los
astrocitos también contribuyen al nicho a través de sefales mediadas por

contacto y por factores solubles secretados [6].




Un componente importante del nicho neurogénico adulto es la vasculatura.
Dentro de la SGZ, la neurogénesis ocurre en proximidad a los vasos
sanguineos, con grupos proliferativos conteniendo progenitores neurales,
células gliales, nuevas neuronas y células endoteliales [7], sugiriendo que la
neurogénesis y la angiogénesis son procesos coordinados. En realidad, las
sefales comunes, las cuales son activas en los nichos neurogénicos adultos,
regulan el desarrollo de la vasculatura y el sistema nervioso [8]. De esta
manera, la angiogénesis y la neurogénesis se interconectan y probablemente

se influencien reciprocamente en las regiones neurogénicas adultas.

Un factor comdn que regula la angiogénesis y neurogénesis es el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el cual esta implicado en la
neurogénesis de la SVZ y SGZ [9, 10]. Un grupo de factores activos en los
nichos de las células troncales adultas también regula la angiogénesis, entre
los cuales se encuentran sonic hedgehog (Shh), las proteinas
morfogenéticas Oseas (BMPs), efrinas, el factor de crecimiento para

fibroblastos basico (bFGF), 6xido nitrico y eritropoyetina [8].

I.1.2 Nicho neurogénico: factores solubles

Las proteinas secretadas son las principales moléculas para la comunicacion
intercelular. Estas proteinas participan en la mayoria de los procesos
fisiologicos, tales como sefializaciébn celular, diferenciacién, invasion,

metastasis, adhesion celular, angiogénesis y apoptosis [11].

Dichas proteinas son secretadas constitutivamente o de manera regulada por
las células [12]. En la secrecion regulada, éstas son almacenadas dentro de

vesiculas y su liberacidn es estimulada por una sefial especifica [13].

Estas proteinas son transportadas a través de la via de secrecién reticulo
endoplasmico-aparato de Golgi. Tales proteinas contienen una secuencia
seflal que dirige a los ribosomas durante la sintesis de un polipéptido

naciente hacia el reticulo endoplasmico rugoso. La cadena polipeptidica




creciente es trasladada al lumen del reticulo endopldsmico en donde es
sometida a un procesamiento post-traduccional. Finalmente, las proteinas

maduras y activas son liberadas de las células por exocitosis [14].
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Figura 2. Efectos bioldgicos que pueden ocasionar los factores solubles
liberados por las células troncales. Las acciones paracrinas de las células troncales
pueden ser moduladas y administradas de diferentes maneras para evocar una variedad de
respuestas biologicas (Tomado de Baraniak, PR, et al. 2010).

Ciertos reguladores de Ila respuesta inmune, crecimiento celular,
diferenciacion y angiogénesis que son secretados involucran a la interleucina
1B, el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) o galectinas, éstas no
tienen la secuencia sefial por lo que no son secretados a través de la via
reticulo endoplasmico-Golgi. Dichas proteinas son exportadas a través de
una via de secrecidon no convencional [15]. La secrecién no convencional
puede ser mediada por un traslado de proteinas con una conformacién

plegada, tal es el caso de bFGF [16], 0 pueden ser exportadas a través de




vesiculas. La mayoria de las células secretan grandes cantidades de micro- y
nano vesiculas. Los exosomas se definen como vesiculas membranosas con
un didmetro de 30-100 nm. Se forman por la invaginacion de vesiculas
endolisosomales para formar cuerpos multi-vesiculares. Se liberan al espacio
extracelular cuando el cuerpo multi-vesicular se fusiona con la membrana
plasmatica. Todos los exosomas de los mamiferos comparten algunas
caracteristicas comunes tales como la estructura (capa bilipidica), el tamafio,
la densidad y la composicion global de la proteina. Los exosomas secretados
son entidades bioldgicamente activas que son importantes para una variedad
de vias, tales como Wnt y Shh [17]. Estas vesiculas transfieren tanto
proteinas como ARNs funcionales a otras células, mostrando un papel
importante en la comunicacion intercelular [18]. Los exosomas aislados de
células troncales mesenquimales (MSCs) tienen aplicaciones prometedoras
en la medicina regenerativa ya que podrian administrarse local o
sistémicamente para mimetizar el efecto de las células parentales, o ser
aplicados para la liberacion de miRNAs terapéuticos u otras moléculas

reguladoras [19].

Los factores neurotroficos mantienen la sobrevivencia neuronal y el
crecimiento axonal. Un ejemplo serian los factores secretados por las OECs
(células envolventes olfatorias), tales como el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), VEGF, y el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF),
los cuales han sido extensamente estudiados para determinar algun
potencial que pudieran tener en la promocién de la plasticidad cerebral y un
aumento en la recuperaciéon funcional en los modelos de accidente

cerebrovascular en animales.

[.2 Células precursoras del epitelio olfatorio

1.2.1 El epitelio olfatorio




El epitelio olfatorio (OE) se encuentra en el septum nasal y en una serie de
turbinados en la region posterior de la cavidad nasal. Se divide en tres capas:
una capa apical, la cual contiene a las células de soporte, una capa media, la
cual contiene neuronas sensoriales maduras e inmaduras, y una capa basal,

la cual contiene células basales globosas y horizontales.

Las células de soporte son de tipo glial que extienden sus procesos de la
superficie a la lamina basal del epitelio. Estas células fagocitan neuronas

sensoriales olfatorias muertas.

Las neuronas sensoriales olfatorias (OSNs) son células bipolares que
extienden una sola dendrita ciliada a la superficie epitelial y proyectan un
solo axén no mielinizado al bulbo olfatorio. Las OSNs pueden identificarse
por la expresion de diferentes proteinas. Por ejemplo, tanto las OSNs
maduras como inmaduras expresan la molécula de adhesion celular neural
(NCAM) pero solo las OSNs maduras expresan a la proteina marcadora
olfativa (OMP). Las OSNs inmaduras también expresan a la proteina
asociada a crecimiento de 43 kDa (GAP-43). Los axones de las OSNs
maduras y sus células envolventes (gliales) forman haces que van de la zona
anterior a la posterior en la lamina propia del epitelio y proyectan hacia el
bulbo olfatorio, donde hacen sinapsis con las células mitrales, formando el

glomérulo.

Las células basales del epitelio olfatorio se pueden subdividir en dos tipos
celulares, lo anterior basandose en morfologia celular y en la expresion de
marcadores especificos [20]. Las células basales horizontales (HBC), las
cuales son células lisas, con nucleo alargado, se tifien oscuras con azul de
toluidina y proliferan en una tasa baja. Se encuentran en lo mas profundo del
epitelio olfatorio, en una sola capa que esta en contacto directo con la lamina
basal. Las células horizontales son las Unicas células en el epitelio olfatorio
que expresan citoqueratina 5 y 14 (K5 y K14) [21]. Las otras células son las
células basales globosas (GBC), tienen el nudcleo redondo y se tifien
ligeramente con azul de toluidina [20]. Las GBCs no expresan citoqueratinas,




pero expresan NCAM. Dichas células se encuentran encima de las HBCs y
son la principal poblacién proliferativa en el epitelio olfatorio. Esta poblacion
contiene a las células progenitoras que se dividen y dan origen a las
neuronas sensoriales olfatorias [20]. Estas progenitoras expresan
secuencialmente a los genes proneuronales Mashl (denominadas células
progenitoras GBC o GBCprog) y Ngnl (denominadas células precursoras

neuronales inmediatas GBC o GBCinp) [22].

Las glandulas de Bowman se sitian en la mucosa olfatoria, por debajo del
epitelio olfatorio, en la ldmina propia, un tejido conectivo que también
contiene fibroblastos, vasos sanguineos, y los haces de los axones de las

neuronas olfatorias.

Las glandulas de Bowman consisten en acinos y ductos que se extienden de
la lamina propia a través del epitelio para liberar secreciones mucosas en la
superficie apical. La capa mucosa cubre el epitelio olfatorio, la cual es
producida por las glandulas de Bowman y por las células de soporte, y se
piensa que crea un ambiente 6ptimo para la funcion de las OSNs [23].
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Figura 3. El epitelio olfatorio. (a) Diagrama de la seccién coronal de la cavidad nasal
del ratén en donde se indica tanto al septum como los turbinados. (b) Representacion del
epitelio olfatorio el cual se encuentra poblado por células de soporte (Sus), neuronas
sensoriales olfatorias maduras e inmaduras (OSNm y OSNim, respectivamente), dos tipos
de células basales globosas (GBC), las precursoras neuronales inmediatas y las células
progenitoras (GBCinp y GBCprog, respectivamente), las células basales horizontales (HBC),
las células envolventes olfatorias [17] y las células de la glandula de Bowman (BG). Algunos
de los marcadores celulares especificos se muestran entre paréntesis: OMP (proteina
marcadora olfativa), OST (sulfotransferasa olfatoria), GAP-43 (proteina asociada a
crecimiento de 43 kDa), Ngnl (neurogenina-1), Mashl (homdlogo mamifero de achaete-
scute 1), K5/K14 (queratina 5y 14) (Tomado de Malnic, B. y Armelin-Correa, L. 2010).

I.2.2 Neurogénesis en el epitelio olfatorio

El epitelio olfatorio proporciona uno de los pocos lugares accesibles para el
estudio de la neurogénesis en el sistema nervioso adulto. Las OSNs estan
expuestas a patdgenos y sustancias toxicas presentes en el ambiente por lo

gue tienen que ser frecuentemente reemplazadas. Estas neuronas son




reemplazadas por células troncales que se diferencian y cuya ubicacién se

encuentra en la region basal del epitelio [20].

Después del nacimiento y posteriormente en la etapa adulta, tres tipos
celulares (HBCs, GBCs y OSNs) comprenden el linaje de las OSNs, dentro
del epitelio olfatorio pseudoestratificado. Las HBCs y GBCs se localizan en la
capa basal interna del OE, la cual es adyacente a la lamina basal [20].

Diversos grupos han identificado células en la region basal del OE que
parecen dar origen a células neuronales y no neuronales. Se ha sugerido
que las HBCs podrian ser las células progenitoras multipotentes del OE
debido a que muestran caracteristicas que son compartidas por células

troncales de otras regiones del cuerpo.

En otros estudios también se ha identificado que las células de la region
basal del OE que dan origen a neuronas parecen ser las GBCs, las cuales
son una poblacién heterogénea constituida por células de amplificacion
transitoria y precursoras neuronales inmediatas tardias (INPs). Las células de
amplificacion transitoria, las cuales se piensa que son la progenie directa de
las células troncales, abarcan una poblacion intermedia de progenitoras
comprometidas que tienen una capacidad de autorrenovacion mas baja que
las células troncales; sin embargo, tienen una mayor probabilidad de iniciar
una diferenciacién terminal después de muchas divisiones celulares. Asi, las
células de amplificacion transitoria cumplen la mision de incrementar el
namero de células diferenciadas producidas por cada ciclo de division de las

células troncales.

Después de una o mas divisiones, las INPs salen del ciclo celular y se
diferencian a OSNs inmaduras, las cuales se localizan inmediatamente
apicales a las GBCs, en la region intermedia del OE. Las OSNs inmaduras
son ceélulas bipolares que expresan llI-tubulina, GAP43, proteina neuronal

asociada al crecimiento (SCG10) y NCAM. EIl desarrollo de estas células a
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OSNs implica la generacion de una dendrita y un axén, los cuales proyectan

a las superficies apical y basal, respectivamente.

Los axones de las OSNs al salir de la parte basal del OE forman fasciculos y
atraviesan la placa cribifome para formar la capa exterior de los bulbos
olfatorios [24]. Al llegar a los OBs, los axones dejan de formar parte de los
fasciculos y se dirigen a diferentes regiones terminando en estructuras

llamadas glomérulos.
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Figura 4. Neurogénesis en el OE. (A) Tres distintos tipos celulares (HBCs, GBCs y
OSNSs) comprenden el linaje celular de las OSNs. Dichos tipos celulares pueden distinguirse
en base a fenotipos morfolégicos y antigénicos, ademés de su localizacion en el epitelio
olfatorio con respecto a la lamina basal. Actualmente se han estudiado sélo tres factores de
transcripcion (Mashl, Ngnl y NeuroD) lo suficiente como para conocer el estadio en el cual
las células del linaje de las OSNs expresan cada factor. (B) modelo de la regulacion
transcripcional de neurogénesis en el OE. —: incrementa/promueve; L: reprime/inhibe; ?:
incierto. Abreviaturas: ACIII — adenil ciclasa tipo Ill; BrdU — bromodesoxiuridina; DSL — Delta,
Serrate, y LAG-2 familia de ligandos de Notch; GAP43 — proteina asociada a crecimiento de
43 kDa; GBCs — células troncales basales globosas; GBCt — células basales globosas de
amplificacion transitoria; GBCinp — células basales globosas precursoras neuronales
inmediatas; Golf — proteinas G olfatorias; HBC — células basales horizontales; NCAM —

molécula de adhesion celular neural; OcNc — canal olfativo activado por nucleétido ciclico;
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OE - epitelio olfatorio; OMP — proteina marcadora olfativa; ORs — receptores a odorantes;

OSNi — neurona sensorial olfatoria inmadura (Tomado de Nicolay, D.J., et.al. 2005).

Los mecanismos de regeneracion del epitelio olfatorio en humanos no estan
tan bien dilucidados como en el caso de roedores. Aunque el epitelio olfatorio
humano es similar al del roedor con respecto a su composicion celular y
molecular, hay algunas diferencias, lo cual sugiere que la neurogénesis de

las OSNs en humanos puede diferir de la de los roedores.

Primero, las diferencias moleculares y morfologicas que existen entre las
GBCs y HBCs en roedores no se encuentran en los humanos. En humanos,
las células adyacentes a la lamina basal no muestran diferencias
morfologicas de las células localizadas encima de ellas. Todas las células de
la capa basal son redondas y se parecen a las GBCs de los roedores,
mientras que ninguna célula muestra caracteristicas morfolégicas de las
HBCs de roedor. Ademas, a diferencia de lo observado en roedores, todas
estas células tipo GBC expresan citoqueratina-5, el cual es un marcador de
células epiteliales implicado en la actividad de células troncales vy

progenitoras.

Segundo, en humanos, la organizacién laminar de las neuronas inmaduras y
maduras observada en roedores no existe. En roedores, las OSNs inmaduras
y maduras existen en dos capas, con las OSNs inmaduras localizadas cerca
de la lamina basal. En humanos, las OSNs inmaduras y maduras se

encuentran dispersas a través del epitelio olfatorio.

El hecho de que las biopsias de OE humano puedan obtenerse de sujetos
vivos debe contribuir al estudio de la diferenciacion neuronal humana. Debido
a su capacidad regenerativa y al hecho de que es facilmente accesible por su
ubicacion en la cavidad nasal, el OE humano representa una fuente de
progenitores neuronales mitéticamente activos, los cuales, al ser
diferenciados a neuronas, podrian utilizarse en potenciales terapias de
trasplante autdlogo para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
[25].
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1.3 Células troncales adultas y terapia celular

Se ha considerado que la accion potencial de las células troncales adultas,
cuando se han trasplantado al sistema nervioso humano, tiene los siguientes

tres efectos relevantes:

Regeneracion celular: Estudios previos han mostrado que las células
troncales adultas pueden diferenciarse y migrar después del trasplante para
posteriormente integrarse al tejido del huésped en modelos de lesion de
meédula espinal o accidente cerebrovascular. Lo anterior apoya el propésito

de la terapia de reparacion [26].

Neuroproteccién: Una funcién adicional de las células troncales adultas es
la propiedad neuroprotectora. Dichas células pueden liberar factores
especificos, los cuales promueven la sobrevivencia y previenen la muerte
celular en sitios en donde se han implantado. Algunos de los factores
liberados que aumentan su biodisponibilidad son los factores neurotroficos
[27].

Inmunomodulacion: Hay una creciente evidencia acerca de la capacidad
moduladora del sistema inmune de las células troncales adultas tanto en
estudios in vitro como in vivo, en términos de regular la respuesta
inflamatoria nociva y las condiciones inmunes fomentadas por Ila
regeneracion del tejido. Lo anterior se ha visto, por ejemplo, en una
respuesta inflamatoria reducida en lesiones de médula espinal, lo cual abriria
la posibilidad de una nueva modalidad en el mecanismo de accion de las

células troncales adultas trasplantadas [28, 29].

[.3.1 Potenciales aplicaciones de las células troncales adultas

En algin momento se consider6 que las células troncales embrionarias eran

la clave para la creacion de lineas celulares con propdésitos terapéuticos,
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debido a que fue evidente su disponibilidad en gran numero, su facil

identificacion ademas de su crecimiento en cultivo y su plasticidad.

Aun asi, el uso de células troncales embrionarias presenta limitaciones
legales y éticas, tales como la destruccion de embriones para obtenerlas.
Aunado a lo anterior, limitaciones técnicas no previstas se han identificado:
a) el rechazo hacia las células troncales embrionarias hace necesario un
tratamiento inmunosupresor, b) la posibilidad que tienen estas células de
inducir células de linaje tumoral. Ambas limitaciones han propiciado que

varios investigadores busquen otras alternativas.

El descubrimiento de las células troncales adultas ha sido de los mas
importantes debido a que dichas células pueden diferenciarse en multiples
linajes, secretar factores vitales relacionados con la proliferacién y la
regulacion inmune, asi como migrar hacia sitios dafiados, ademas de su
disponibilidad y a los limitados conflictos éticos que implican su extracciéon y
aislamiento, lo cual supone que las terapias basadas con estas células sean
altamente prometedoras [30]

Las células troncales de adulto se encuentran en el cerebro, pancreas,

higado, médula espinal, sangre, musculo, piel y otros tejidos.

Hair follicle
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Figura 5. Resumen de las células troncales adultas. Las células troncales

adultas son células no diferenciadas que se encuentran en muchos 6rganos en todo el
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cuerpo humano. Son capaces tanto de auto-renovacion como de la generacion de las
células diferenciadas del érgano al que pertenecen. Se dividen en dos grupos: aquellas que
tienen una alta tasa de recambio y aquellas con una baja tasa. En los tejidos con alta tasa de
recambio, tales como el sistema hematopoyético, intestino, epidermis interfolicular y foliculo
piloso, las células troncales son responsables del mantenimiento de la homeostasis y de la
reparacion de dafio por lesion. Se han reportado también células troncales en tejidos con
bajo o nulo recambio, tales como el cerebro y el tejido musculo esquelético. En musculo
esquelético, las células troncales son utilizadas para la reparacién después del dafio. En el
cerebro, las células troncales son requeridas para la generacion de subtipos especificos de
neuronas que migran al bulbo olfatorio (células troncales de la zona subventricular) y para la
generacion de nuevas neuronas bajo estimulos cognitivos (células troncales de la zona
subgranular) (Tomado de Hsu, Y-C et.al. 2012).

Las células troncales del tejido olfatorio han sido propuestas como una
alternativa para ser estudiadas y trasplantadas para reparar lesiones
vasculares cerebrales, lesiones de la médula espinal y artritis autoinmune
[31-33]

Actualmente, se ha planteado el uso de las células troncales adultas en
Medicina Regenerativa por tres principales razones: a) para reorientar la
estrategia y obtener un mayor éxito como resultado de considerar el linaje
celular en el estado mas diferenciado posible, a fin de tener mayor certeza
acerca de las implicaciones funcionales de las células maduras en el tejido
receptor; b) cuando el mismo origen del tejido es considerado, habria mayor
probabilidad de alcanzar el objetivo terapéutico, con menor riesgo de
variables involucrados con la migracion y errores funcionales, una vez que la
reaccion de rechazo esté bajo control; c) las células troncales de adulto
involucran menores objeciones éticas, comparadas con las embrionarias. [34,
35]

Considerando las posibles fuentes de células autdlogas, la mucosa olfatoria
es la Unica parte del sistema nervioso periférico que establece conexién con
el sistema nervioso central y que es capaz de regenerarse permanentemente
y que se encuentra facilmente accesible con técnicas minimamente

invasivas. [36-40]
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Hay muchas ventajas de los trasplantes de mucosa olfatoria. La mucosa
olfatoria es una unidad estructural con caracteristicas embrionarias que
ofrece la posibilidad de promover tanto regeneracion como reconstruccion.
La remocion de parte de la mucosa olfatoria no dafia permanentemente el

olfato debido a que éste es un sistema de regeneracion continua [41].

Aunque muchos componentes de la mucosa olfatoria pueden contribuir a su
efectividad, los dos tipos celulares en la mucosa olfatoria conocidos por ser
Gtiles en la reparacion del sistema nervioso son las células progenitoras tipo
troncal y las células envolventes olfatorias (OECSs). Las células progenitoras
tipo troncal se dividen rpidamente y dan lugar a células de soporte o
neuronas maduras. A diferencia del cerebro, las células
troncales/progenitoras de la mucosa olfatoria provienen de un sistema en
regeneracion constante que no esta expuesto a las sefiales inhibidoras del
cerebro maduro. Por lo tanto, las células de la mucosa olfatoria pueden tener
un mayor potencial para dividir y diferenciarse. El otro tipo celular importante
en la mucosa olfatoria son las células troncales envolventes. Las OECs,
obtenidas del bulbo olfatorio o la mucosa olfatoria, tienen la capacidad de
promover remielinizacion axonal y/o regeneraciéon en la meédula espinal
dafiada. [31, 42]

Un gran numero de experimentos han mostrado una reparacion parcial ya
sea estructural y/o funcional de la médula espinal dafiada utilizando células

troncales u OECs [43] o su medio condicionado [44]

II. ANTECEDENTES

A partir del descubrimiento de la presencia de neurogénesis en el cerebro de
mamiferos adultos [45, 46] y posteriormente en humanos [47], la mayoria de
los estudios se han centrado en tratar de entender los mecanismos celulares
y moleculares que hacen posible este fendmeno en sélo algunas regiones

del cerebro.
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Ahora se sabe que el proceso neurogénico endbégeno tanto en el sistema
zona subventricular - bulbo olfatorio, como en la zona subgranular dentro del
giro dentado en el hipocampo, se debe a la presencia de ciertos elementos
que hacen posible dicho proceso, dichos elementos conforman el
denominado nicho o microambiente neurogénico. Los elementos van desde
células, entre las que se encuentran las células endoteliales, microglia y
astrocitos, ademas de toda la progenie generada a partir de las células
troncales neurales, incluyendo a las células precursoras; proteinas de la
matriz extracelular como son laminina o reelina y finalmente factores solubles

liberados por los elementos celulares mencionados anteriormente.

De manera especifica, el nicho neurogénico hipocampico ha sido objeto de
estudio, lo cual se debe al papel crucial que las nuevas neuronas generadas
en esta regioén tienen en los procesos de memoria y aprendizaje ademas de
la regulacion del estado de animo [48, 49]. Tratando de entender la
contribucion de cada uno de los elementos del nicho al proceso de
neurogénesis de las células troncales presentes en esta region del cerebro
se ha encontrado que los astrocitos comprometen a estas células troncales a
un linaje neuronal [6] ademas de liberar algunos factores como GDNF, NT-3,
IL-1 e IL-6 que permiten la sobrevivencia de las células en diferenciacion
[50]. En un sistema de co-cultivo entre células progenitoras neurales y
microglia se encontr6 que ambos tipos celulares fueron afectados, dando
como resultado una regulacion en la proliferacion neural de las células
precursoras por un lado, y por otro, una actividad fagocitica microglial,
polarizacion fenotipica y produccion de citocinas por parte de las células
microgliales [51]. Sin embargo, en un andlisis in vivo, se sugiere que la
microglia inhibe la proliferacion de células precursoras del hipocampo debido
a la ausencia de un estimulo inflamatorio [52]. Por otro lado, se conoce que
la comunicaciéon entre células endoteliales y células progenitoras parece ser
bidireccional, es decir, cada tipo celular regula la conducta del otro. Se ha
mostrado que el 6xido nitrico derivado de las células progenitoras induce la
expresion endotelial de VEGF y BDNF. VEGF y BDNF a su vez activa la
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angiogénesis de las células endoteliales cerebrales. El 6xido nitrico también
estimula la proliferacion de las células progenitoras mediante la activacion de
la sintasa de o6xido nitrico (NOS) endotelial. Lo anterior representaria un
mecanismo de regulacion reciproca entre neurogénesis y angiogénesis [53].
Finalmente, otro de los elementos del nicho neurogénico hipocampico son
las células precursoras. Reportes previos indican que estas células son
capaces de liberar VEGF y activar a la microglia [54], ademas de liberar
factor de crecimiento insulinico-2 (IGF2) para regular su propia proliferacion
[55].

Hasta ahora se ha buscado entender como la interaccion del nicho
neurogénico con las células precursoras hace permisiva la neurogénesis en
el hipocampo; sin embargo, se sabe que bajo condiciones no homeostaticas
hay una considerable disminucion del fenbmeno, por lo que se investiga si
una modificacion en el nicho permitiria un aumento en la neurogénesis
enddgena y asi lograr un acercamiento al estado fisiolégico. Una posible
alternativa seria el uso de células precursoras exdgenas para gue estimulen
0 sean estimuladas por el microambiente hipocampico y provoquen un
mejoramiento del proceso neurogénico. Como se ha mencionado
previamente, las células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio
provienen de un microambiente que permite su diferenciacion hacia
neuronas receptoras olfatorias y desde hace algunos afios se demostro la
presencia de neurogénesis en esta region externa del cerebro [20]. Diversos
grupos han aislado células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio, las
han caracterizado y utilizado con fines terapéuticos [37, 56-58]. Otra
alternativa al uso de células exdgenas seria el uso de los factores secretados
por estas células. Diversos estudios, principalmente en células troncales
mesenquimales, han mostrado, por ejemplo, la aplicacion de dichas células
como tratamiento potencial para el infarto de miocardio; estudios clinicos
mostraron resultados prometedores a corto plazo, aunque las células
troncales implantadas no migraron al miocardio infartado y se encontraron en

el bazo y el higado 72 horas después de la administracion [30], lo anterior
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plantea la hipétesis de que los efectos clinicos de las células troncales no se
deben a la diferenciacion celular sino a la liberacion de los factores
secretados por estas células, lo cual implicaria que el uso de tratamientos
libres de células resultarian menos invasivos y con una mayor probabilidad
de éxito en la terapia [59, 60]. Se ha descrito que el uso de medios
condicionados provenientes de células troncales puede modificar fenémenos
como angiogénesis [61], proliferacion y migracion de células como los
fibroblastos y las células endoteliales [62] e incluso recuperar modelos como
el de isquemia cerebral focal en ratas [63], ademas de modelos de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, en
donde se utiliz6 medio condicionado obtenido a partir de células
mesenquimales de médula 6sea [64] o un modelo de la enfermedad de
Alzheimer, cuya mejora cognitiva se debié a la aplicacion del medio
condicionado proveniente de células troncales mesenquimales de la pulpa
dental [65]

[1l. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se han aplicado clinicamente células troncales adultas
obtenidas a partir de diferentes fuentes, [24, 66] la ventaja de utilizar estas
células con respecto a las embrionarias radica en su poca probabilidad de
causar teratomas o alguna reaccion inmunoldgica [67], ademas del posible
trasplante autdlogo, en el cual estas células pueden ser cultivadas y
aplicadas sobre el mismo paciente, lo que elude los problemas éticos que

representan el uso de células troncales embrionarias [68].

La células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio tienen la cualidad de
poder obtenerse de una manera poco invasiva [39]; ademas, si se piensa en
un trasplante, éste seria autélogo, ya que facilmente pueden obtenerse del

donador y usarlas en si mismo [32].
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Varios reportes indican el uso de estas células como una alternativa en
terapia celular para el tratamiento de alteraciones neuroldgicas [57, 58, 69],
Nivet y colaboradores [58] mostraron una recuperacion en el dafio
ocasionado al hipocampo con &cido ibuténico en un modelo murino al
trasplantar células troncales obtenidas de epitelio olfatorio. Dicho efecto
inicialmente se le atribuia a la diferenciacion e integracion de las células
trasplantadas a la circuiteria hipocampica, aunque también se aprecia un
efecto en el incremento de la neurogénesis enddégena, por lo que este grupo
no pudo determinar si la recuperacion observada en su modelo provenia
directamente de las células exdgenas trasplantadas o de los factores que

liberaron en el nicho hipocampico.

Si bien se ha demostrado que las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano son capaces de diferenciarse e integrarse, ademas de
estimular la neurogénesis enddgena, en un modelo murino con lesion
hipocampica, poco o0 nada se sabe acerca de los factores que dichas células
liberan y de los efectos que éstos pueden tener sobre las células precursoras
de hipocampo de ratén. El determinar la naturaleza y funcion de los factores
secretados, permitirA el desarrollo de estrategias terapéuticas para

enfermedades neurodegenerativas.

IV. HIPOTESIS

e Las células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano
secretan factores que son capaces de regular el proceso

neurogénico de las células precursoras de hipocampo adulto
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V. OBJETIVOS

V.1 GENERAL

Determinar y caracterizar el efecto que tienen los factores
secretados por las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano sobre la capacidad neurogénica de las células

precursoras de hipocampo adulto

V.2 PARTICULARES

Obtener y caracterizar a las células troncales/progenitoras del
epitelio olfatorio humano.

Determinar los factores solubles presentes en el medio
condicionado de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano.

Determinar el efecto de los factores solubles liberados por las
células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano
sobre la capacidad neurogénica de las células precursoras de
hipocampo adulto.

Determinar los mecanismos de sefalizacion activados por el
medio condicionado sobre las células precursoras del

hipocampo de adulto.
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VI. METODOLOGIA

VI.1 Aislamiento y caracterizacion de las células troncales/progenitoras
del epitelio olfatorio humano

* Obtencidn de las células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio
humano. El protocolo de obtencion de las células se basé en lo reportado
por Benitez-King en 2011 y a continuacion se describe: las células
troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano se obtuvieron a partir de
un exfoliado nasal, de la regién del turbinado medio anterior y el septum. La
muestra obtenida se disocié mecanicamente en medio de cultivo DMEM/F12,
las células disociadas se cultivaron en el medio mencionado, el cual fue
suplementado con suero bovino fetal a una concentracion del 10%. El cultivo
se monitore6d en el microscopio a partir de las dos horas de sembrada la
muestra y se siguid hasta el dia 14 en donde se realiz6 el pase

correspondiente.

Se determind la presencia de células troncales/progenitoras mediante la
tincién con diversos marcadores propios de su estadio, es decir, Nestina,
también de otros marcadores de células con un mayor compromiso neuronal
como lo son Il tubulina y MAP2 (proteina asociada a microtubulos tipo 2)
ademas de un marcador de linaje astrocitico como GFAP (proteina acidica
fibrilar glial) asimismo se realiz6 la busqueda del marcador Ki67, como
indicador del estadio proliferativo y un ensayo de incorporacion de
bromodeoxiuridina (BrdU), con el mismo objetivo. A la par de lo anterior

también se determiné el tiempo de duplicacion de estas células.

Para demostrar la capacidad que tienen estas células de generar neuronas
maduras, se siguidé un protocolo de diferenciacion [70], el cual implicé la
aplicacion de acido retinoico, forskolina y Sonic Hedgehog (Shh) durante 7

dias sin cambio de medio; posteriormente se hizo la busqueda de las
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siguientes proteinas: Nestina, Ki67, tubulina Blll, GFAP y MAP2 tanto por

inmunofluorescencia como por western blot.

» Determinacion del tiempo de duplicaciéon de las células progenitoras
de epitelio olfatorio humano. El protocolo de tiempo de duplicacion (TD) se
bas6 en lo reportado en el manual de ATCC Animal Cell Culture Guide,
sembrando en placas de 12 pozos 30,000 células/cm?, por duplicado,
levantando y contando las células con la camara de Neubauer, como se
especifica en el manual sefialado previamente, cada 24hrs durante 4 dias.
Los numeros de células se graficaron contra el tiempo, obteniéndose una
curva cuya regresion no lineal permitio determinar el TD experimental. EI TD

tedrico se establecio con la siguiente formula:

TD=T In2/In (Xe/Xb)

TD: Tiempo de duplicacion.

T: tiempo de duplicacion.

Xb: niimero de células al comienzo de la incubacion.
Xe: nimero de células al final del tiempo de incubacion.

« Ensayo de incorporacion y deteccion de BrdU. El ensayo de
incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU) se llevé acabo de acuerdo con el
protocolo establecido en la hoja técnica de la casa comercial (Roche, no. de
catalogo: 11 296 736 001); con las siguientes modificaciones: se cultivaron
60,000 células/cm? en una placa de 96 pozos y se dejaron creciendo durante
48 horas; la incubacion con BrdU se realiz6 durante dos horas; se fijo con
etanol acidificado a -20°C durante 20 minutos. La incubacion con el
anticuerpo primario (anti-BrdU, dilucion 1:20) y el anticuerpo secundario (anti-
raton fluoresceinado, dilucion 1:20) fue de 1 hora a 37°C para cada uno. El
montaje se realiz6 con 10uL de medio de montaje fluorogel (Electron
Microscopy Sciences, no. de catalogo: 17985-10).

* Inmunofluorescencia. El ensayo de inmunofluorescencia se llevd a cabo
segun el protocolo establecido por Kazim en 2015 [71], con las siguientes
modificaciones: se sembraron 60,000 células/cm? en una placa de 96 pozos

con cubreobjetos previamente colocados; se dejaron creciendo durante 48
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horas, fijandolas ese mismo dia. Para el ensayo de diferenciacion se dejaron
creciendo durante 48 horas, se realizo el tratamiento con &cido retinoico,
forskolina y Shh, previamente mencionado, y las células se fijaron a los 7
dias de iniciado el tratamiento. Las células se fijaron con paraformaldehido al
4% durante 20 minutos a temperatura ambiente y se permeabilizaron con
PBS 1X pH 7.4 — Tritdn 0.2% por 30 minutos a temperatura ambiente. La
incubacion con anticuerpo primario se realiz6 a 4°C durante toda la noche.
Los nucleos se tifieron con DAPI a una concentracion final de 10pug/mL por

10 minutos.

Los anticuerpos primarios se utilizaron a las siguientes diluciones: anti-
Nestina (Genetex, no. de catdlogo GTX30671, 1:500), anti-Ki67 (abcam, no.
de catdlogo ab66155, 1:500), anti-GFAP (Dako, no de catalogo Z 0334,
1:1500), anti-Blll-tubulina (Promega, no. de catdlogo G7121, 1:500) y anti-
MAP2 (Sigma, no. de catalogo M-1406, 1:500). Los anticuerpos secundarios
se utilizaron a las siguientes diluciones: anti-raton Alexa 594 (Invitrogen, no.
de catalogo A11032, 1:500) y anti-conejo Alexa 488 (Invitrogen, no. de
catalogo A11034, 1:500).

+ Western blot. Tanto para el ensayo de proliferacién (48hrs) como para el
de diferenciacion (7 dias) las células se sembraron a una densidad de 60,000
células/cm? en una placa de 6 pozos. La técnica de Western blot fue llevada
a cabo segun el protocolo establecido por Kazim en 2015, con las siguientes
modificaciones: los lisados proteicos fueron separados en un gel de
poliacrilamida al 15% y otro al 8% vy transferidos a membranas de
nitrocelulosa de 0.2um (GE Healtcare, no. de catdlogo: 10600006). Dichas
membranas se bloguearon con leche (BioRad, no. de catalogo 170-6404)
durante una hora y media a temperatura ambiente. La incubacion con los
anticuerpos primarios se realiz0 toda la noche y la de los anticuerpos
secundarios fue de una hora a temperatura ambiente. Para el analisis

densitométrico se utilizé el software ImagelLab 5.2.1.
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Todos los anticuerpos primarios utilizados se diluyeron 1:1000 en leche a
una concentracion de 5% y 2ul de azida de sodio por ml de leche para
conservarlos después de usarlos. Los anticuerpos primarios fueron los
mismos que se utilizaron para la inmunocitoquimica; el anti-GAPDH (control
de carga) (Genetex, no. de catdlogo GTX100118, 1:2000) so6lo se utilizé para
esta técnica. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes:
anti raton IgG de cabra conjugado con peroxidasa de rabano (Jackson
Immunoresearch, no. de catdlogo 115-035-146, 1:5000) y anti-conejo IgG de
cabra conjugado con peroxidasa de rabano (Jackson Immunoresearch, no.
de catalogo 111-035-144, 1:5000)

VI.2 Determinacién de los factores solubles presentes en los medios
condicionados de las células troncales/progenitoras del epitelio

olfatorio humano.

VI.2.1 Obtencién de los medios condicionados de las células
troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano para el arreglo de

anticuerpos

En una botella T-25 se sembraron las células troncales/progenitoras del
epitelio olfatorio humano a una densidad inicial de 45 000 células/cm? y se
dejaron crecer durante 4 dias, los primeros 2 dias fueron cultivados en medio
de cultivo DMEM/F12 y suero bovino fetal al 10% después se les hizo un
cambio de medio y se crecieron en medio Neurobasal + B27 + 20ng/ml de
EGF + 20ng/ml de bFGF. Se incubaron durante dos dias mas para
finalmente obtener 5ml de medio condicionado; el medio se centrifugd a 1000
rpm durante 5 minutos, se hicieron alicuotas de 1ml y se almacenaron a -
70°C.
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VI.2.2 Analisis de los factores solubles contenidos en los diferentes
medios condicionados mediante el uso de un arreglo precargado con
507 anticuerpos (RayBio® Label-based (L-Series) Human Antibody Array
L-507 (Cat# AAH-BLM-1A-4))

Los arreglos de anticuerpos son una coleccion de anticuerpos de captura que
se fijan sobre una superficie sdlida tal como vidrio, plastico, membrana o chip
de silicio en donde se detecta la interaccion entre el anticuerpo y su antigeno
diana presente en la muestra previamente marcada con biotina. Dicha
interaccidon se detecta mediante quimioluminiscencia. Los arreglos de
anticuerpos se usan a menudo para detectar la expresion de proteinas de
diversos biofluidos incluyendo suero, plasma, lisados de células o tejidos y
sobrenadantes.

La deteccion de factores solubles en el medio condicionado de las hNS/PCs-
OE se realiz6 con los arreglos de anticuerpos de la casa comercial
RayBiotech siguiendo el protocolo establecido en la hoja técnica de dicha
casa comercial, el cual fue el siguiente: tres ml de cada medio condicionado
se dializaron (membrana con un MWCO (corte de peso molecular) de 2 K
gue retiene mas del 90% de proteinas con una masa molecular de 2 kDa o
superior) con 2 litros de PBS 1X a 4°C durante 3 horas, los 2 litros de PBS
1X se retiraron y se colocaron otros 2 litros de solucién amortiguadora para
continuar dializando durante 3 horas adicionales. La dialisis de las muestras
se hizo debido a que se eliminan sustancias de pequefio peso molecular
tales como agentes reductores, reactivos de marcaje o conservadores que
podrian interferir con alguna etapa posterior del presente procedimiento.
Terminada la dialisis, 2ml de la muestra se transfirieron a un tubo nuevo y se
les agregaron 40ul del control interno (proteina recombinante que puede ser
introducida en las muestras como un control para la etapa de incubacién de
la muestra). Una vez realizada la mezcla se adicioné el reactivo de marcaje

(biotina) y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos con
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agitacion suave. Finalizada la incubacién, se agregaron 5ul de la solucion de
paro y los 2ml de la muestra se colocaron en una columna para remover la
biotina libre. Posteriormente, a la membrana con los anticuerpos se le
agregaron 8ml de la muestra, previamente diluida con solucion
amortiguadora de bloqueo (dilucién 1:5), la cual fue previamente bloqueada
durante una hora a temperatura ambiente con una solucion amortiguadora de
bloqueo. Esta se incubd toda la noche a 4°C con agitacién suave. Una vez
concluida la incubacion, la muestra se decantdé y a la membrana se le
hicieron tres lavados con 20ml de solucion de lavado 1X a temperatura
ambiente y agitacion durante 5 minutos. Terminados estos lavados se volvio
a lavar, pero ahora con la solucién de lavado Il. Una vez que se decanto esta
solucién, se agregaron 8 ml de estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano (HRP) diluida 500 veces. Se incubd a temperatura ambiente con
agitacion suave durante 2 horas. Se volvié a lavar tanto con la solucion de
lavado | como con la Il. Finalmente se agrego la solucién de deteccion, se
incubd durante 2 minutos en agitacion y se expuso durante 50 segundos al
ChemiDoc XRS de BioRad. Para el analisis de los resultados obtenidos a
partir de la membrana, se procedié a normalizar la intensidad de todos los
puntos con respecto al control positivo presente en el arreglo. Para la
obtencion de las intensidades de cada punto se utilizo el programa Imagelab
(BioRad)

VI.2.3 Determinacién de la cantidad de EGF presente en el medio
condicionado mediante el estuche comercial Quantikine®ELISA de la

casa comercial R&D systems (no. de catalogo DEGO00)

La determinacién de la cantidad de EGF se realiz6 de acuerdo con el
protocolo descrito en la hoja técnica de la casa comercial (R&D systems),
como a continuacion se describe: las muestras de al menos dos diferentes
medios condicionados (se obtuvieron de células troncales/progenitoras del

epitelio olfatorio humano en pases 6 y 8) se diluyeron 1:100 y 1:250, ademas
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de incluir el medio sin diluir. Las muestras fueron diluidas en el calibrador
diluyente RD6N incluido en el estuche comercial. Se retiraron las tiras
adhesivas de la microplaca y se agregaron 200ul tanto de cada punto de la
curva del estdndar como de las muestras. Se cubrid la placa y se incub6
durante 2 horas a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de incubacion,
se realizaron 3 lavados de 300pul cada uno con la solucion amortiguadora de
lavado incluida en el estuche comercial. Después del ultimo lavado se
agregaron 200ul del anti-hEGF conjugado a HRP por pozo. La placa se
incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Después de la incubacion
se retird el anticuerpo conjugado y se procedié a realizar una serie de 3
lavados de 300ul cada uno con la solucién amortiguadora de lavado. Una vez
concluido el ultimo lavado se agregaron 200ul de la solucién sustrato por
pozo. La placa fue protegida de la luz y se incubd durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Al terminar la incubacion se afiadieron 50ul de la
solucion de paro a cada pozo. Se determiné la densidad 6ptica de cada pozo
en un lector de placas (Tecan, Sunrise) dentro de la media hora estipulada
por el fabricante. La longitud de onda a la que se leyé la placa fue a 450nm
con una correccion a 560nm. Después de obtener la grafica con la curva del
estandar, se procedi6 a determinar la concentracion de EGF en cada una de

las muestras.

VI.2.4 Determinacion de la cantidad de IL-6 presente en el medio
condicionado mediante el estuche comercial Human IL-6 Mini TMB
ELISA Development de la casa comercial Peprotech (no. de catalogo
900-TM16)

La determinacion de la cantidad de IL-6 se realiz6 de acuerdo con el
protocolo descrito en la hoja técnica de la casa comercial (Peprotech), como
a continuacion se menciona: las muestras de al menos dos diferentes medios
condicionados (se obtuvieron de células troncales/progenitoras del epitelio

olfatorio humano en pases 6 y 7) se diluyeron 1:100 y 1:500. Las muestras
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se diluyeron en una solucién amortiguadora de ensayo (PBS 1X + 10% de
suero fetal bovino). La microplaca fue recubierta con 100ul por pozo con el
anticuerpo de captura anti-IL-6 e incubada a 4°C toda la noche. Al dia
siguiente se retird el anticuerpo de captura y se hicieron 3 lavados con 300ul
de solucién amortiguadora de lavado (PBS 1X + 0.05% de TBS-Tween-20)
por cada pozo en cada lavado. Al terminar el Ultimo lavado, se retird la
solucion y se aplicaron 100ul por pozo de la solucibn amortiguadora de
ensayo. La microplaca se incubd durante una hora a temperatura ambiente.
Después del blogueo se realizaron 3 lavados con 300ul de soluciéon
amortiguadora de lavado por pozo en cada lavado. Finalizado el ultimo
lavado, se agregaron 100ul de cada estandar (IL-6 a diferentes
concentraciones) y 100ul de cada una de las muestras. Se incubaron durante
2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
hicieron 5 lavados con 300ul de soluciéon amortiguadora de lavado por pozo
en cada lavado. Al retirar la solucion del ultimo lavado, se agregaron 100ul
por pozo del anticuerpo de deteccion + HRP-estreptavidina. La microplaca se
incubé durante una hora a temperatura ambiente. Cuando el tiempo de
incubacion termind, se realizaron 7 lavados con 300ul de solucién
amortiguadora de lavado por pozo en cada lavado. Al finalizar el ultimo
lavado se afiadieron 100ul de la solucion sustrato (TMB + perédxido de
hidrégeno) por pozo, la placa se protegié de la luz y se incub6 durante 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se agregaron 50ul de solucién
de paro (H2SOa4 2N) por pozo. Se determiné la densidad Optica de cada pozo
en un lector de placas (Tecan, Sunrise) dentro de la media hora estipulada
por el fabricante. La longitud de onda a la que se ley6 la placa fue a 450nm
con una correccion a 560nm. Después de obtener la grafica con la curva del
estandar, se procedié a determinar la concentracion de IL-6 en cada una de

las muestras.
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VI.3 Determinacion del efecto de los factores solubles liberados por las
células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano sobre el
proceso neurogénico (proliferacion y diferenciacion) de las células

precursoras de hipocampo adulto

VI.3.1 Obtencion de los medios condicionados de las células
troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano para los ensayos

de proliferacién y diferenciacién

El medio condicionado se obtuvo como se menciona en el apartado VI.2.1
pero en lugar de hacer alicuotas y almacenarlo fue aplicado en diferentes
diluciones (5, 10, 15, 20, 25, 50 y 100%) a las células precursoras de
hipocampo adulto. Las diluciones se realizaron en medio Neurobasal y
diferentes diluciones fueron aplicadas de acuerdo con el ensayo y

tratamiento realizados, como se menciona posteriormente.

Control proliferacion (Medio neurobasal suplementado con B27

+ 20ng/ml bFGF + 20ng/m| EGF) Viabilidad celular
Control sin factores (Medio neurobasal suplementado con B27)

Medio condicionado al 5, 10, 15, 20, 25, 50 y 100%

Proliferacion y
diferenciacién celular.

Control proliferaciéon (Medio neurobasal suplementado con B27

+ 20ng/ml bFGF + 20ng/ml EGF) Activacion de vias de
Control sin factores (Medio neurobasal suplementado con B27) sefalizacion (arreglo
Medio condicionado al 15, 50 y 100% precargado con

fosforilaciones)

Control sin tratamiento (Medio neurobasal) Cinética de activacion
Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF) de los receptores EGFR
Control NT-4 (Medio neurobasal + 50ng/ml NT-4) y TrkB

Medio condicionado al 15, 50 y 100%

Control sin tratamiento (Medio neurobasal)

Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF) Uso del anticuerpo
Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF) + 1ug/ml de
anti-hEGF

Medio condicionado al 15% . i
Medio condicionado al 15% + 0.1ug/ml de anti-hEGF activacion de los
Medio condicionado al 50% receptores EGFRy TrkB
Medio condicionado al 50% + 0.34ug/ml de anti-hEGF

Medio condicionado al 100%

neutralizante anti-hEGF
en el bloqueo de la
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Figura 6.

Medio condicionado al 100% + 0.68ug/ml de anti-hEGF

Control sin tratamiento (Medio neurobasal)

Control inhibidor (Medio neurobasal + PP1 + PP2)
Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF)
Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF) + PP1
Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF) + PP2
Control EGF (Medio neurobasal + 20ng/ml EGF) + PP1 + PP2
Medio condicionado al 15%

Medio condicionado al 15% + PP1

Medio condicionado al 15% + PP2

Medio condicionado al 15% + PP1 + PP2

Medio condicionado al 50%

Medio condicionado al 50% + PP1

Medio condicionado al 50% + PP2

Medio condicionado al 50% + PP1 + PP2

Medio condicionado al 100%

Medio condicionado al 100% + PP1

Medio condicionado al 100% + PP2

Medio condicionado al 100% + PP1 + PP2

Control proliferacion (Medio neurobasal suplementado con B27
+ 20ng/ml bFGF + 20ng/m| EGF)

Control proliferaciéon (Medio neurobasal suplementado con B27
+ 20ng/ml bFGF + 20ng/ml EGF) + 1ug/ml de anti-hEGF

Control sin factores (Medio neurobasal suplementado con B27)
Medio condicionado al 15%

Medio condicionado al 15% + 0.1ug/ml de anti-hEGF

Medio condicionado al 100%

Medio condicionado al 100% + 0.68ug/ml de anti-hEGF

Control proliferacion (Medio neurobasal suplementado con B27
+ 20ng/ml bFGF + 20ng/ml EGF)

Control sin factores (Medio neurobasal suplementado con B27)
Control EGF (Medio neurobasal suplementado con B27 +
13.6ng/ml EGF)

Control IL-6 (Medio neurobasal suplementado con B27 +
11ng/ml IL-6)

Mezcla EGF/IL-6 (Medio neurobasal suplementado con B27 +
13.6ng/ml EGF + 11ng/ml IL-6)

Medio condicionado al 100%

Tratamientos realizados con las

células

Determinacion del
mecanismo de
transactivacion del
receptor TrkB a través
de la activacion del
receptor EGFR

Viabilidad, proliferacion
y diferenciacion en
AHPCs tratadas con el
anticuerpo neutralizante
anti-hEGF

Determinacién de los
fenotipos de las AHPCs
presentes después del
tratamiento con EGF e

IL-6

precursoras de

hipocampo adulto (AHPCs) en presencia del medio condicionado de las
células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano (hNS/PCs-OE).
En la columna izquierda se describen los tratamientos realizados a lo largo del proyecto y en

la columna derecha los ensayos para los cuales fueron requeridos.
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VI.3.2 Ensayo de viabilidad (WST-1 (Roche, no. de catalogo:
11644807001)) de las células precursoras de hipocampo adulto
cultivadas en medio condicionado obtenido a partir de células

troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano

En una placa de 96 pozos se sembraron 30 000 células/cm? y después de 48
horas de crecimiento se les retir0 el medio, se hicieron dos lavados con
medio Neurobasal sin suplementar y se aplicaron los respectivos
tratamientos (figura 6). Los tratamientos fueron monitoreados a las 24 y 48
horas mediante un ensayo que mide la actividad mitocondrial (WST-1
(Roche, no. de catalogo: 11644807001)) y que nos indica la viabilidad de las
células en respuesta a los diferentes tratamientos. El protocolo utilizado fue
el reportado por la hoja técnica del estuche comercial como a continuacién
se describe: una hora previa a cumplirse el tiempo de tratamiento (24 y 48
horas) se agregaron 10ul del compuesto WST-1 (Water-soluble Tetrazolium
salts) a cada pozo y se incubaron durante una hora a 37°C en la incubadora.
Cumplido el tiempo se procedi6 a leer la placa en el lector a una longitud de
onda de 450nm. Con la densidad Optica obtenida se determiné el porcentaje
de células viables normalizadas con el control de proliferacion en ambos

tiempos (24 y 48 horas).

VI.3.3 Ensayo de proliferacion celular (incorporacion de BrdU mediante
el uso del estuche comercial Roche, no. de catalogo: 11 296 736 001) en
células precursoras de hipocampo adulto cultivadas en medio
condicionado obtenido de células troncales/progenitoras del epitelio

olfatorio humano

En una placa de 96 pozos se sembraron 30 000 células/cm? y después de 48
horas de crecimiento se les retird el medio, se les realizaron dos lavados con
medio Neurobasal sin suplementar y se les aplicaron los respectivos

tratamientos (figura 6); se les aplico la bromodeoxiuridina (BrdU) y se les
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realizo la tincién de la misma a las 24 y 48 horas de iniciados los tratamientos
utilizando el protocolo establecido en la hoja técnica de la casa comercial
(Roche) del estuche como a continuacion se describe: para aplicar la BrdU
se aspird el medio y se le adicionaron 100ul del homélogo de timidina por
pozo a una concentracion de 20uM durante una hora a 37°C. Finalizada la
incubacion se retird la BrdU y se realizaron tres lavados con 100ul de la
solucion amortiguadora de lavado para posteriormente fijar las células con
100ul de etanol acidificado durante 20 minutos a -20°C. Se retir6 el fijador y
se realizaron tres lavados con 100ul de la solucién amortiguadora de lavado.
Se aspird la solucién del ultimo lavado y se adicionaron 50ul de anti-BrdU
(dilucion 1:20). Se incub6 durante una hora a 37°C. Terminado el tiempo de
incubacion se hicieron tres lavados con 100ul de la solucién amortiguadora
de lavado, se adicionaron 50ul de anti-raton-fluoresceina (dilucién 1:20), se
protegio de la luz con papel aluminio y se incubd durante una hora a 37°C.
Una vez concluido el tiempo de incubacion se hicieron tres lavados con 100pl
de la solucion amortiguadora de lavado; se adicionaron 100ul de la solucion
con DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) para tefiir nucleos,
durante 3 minutos; posteriormente se realizaron dos lavados con 100ul de la
solucion amortiguadora de lavado. Finalmente se hizo un dltimo lavado con
agua destilada y los cubreobjetos se montaron en la laminilla con
aproximadamente 10ul de medio de montaje fluorogel (Electron Microscopy
Sciences, no. de catalogo: 17985-10). Se tomaron entre 10 y 12 campos por
cubreobjeto (se hicieron por triplicado) por cada tratamiento y se adquirieron
las imagenes en un microscopio Leica DMIRE2. Los conteos se hicieron en
el programa ImageJ (NIH). Se graficaron los porcentajes de células positivas

a BrdU y DAPI y solamente a DAPI para cada tratamiento en ambos tiempos.
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VI.3.4 Ensayo de diferenciacién en células precursoras de hipocampo
adulto cultivadas en medio condicionado obtenido de células

troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano

Para determinar el efecto del medio condicionado sobre los fenotipos
obtenidos a través de un proceso de diferenciacion de las células
precursoras del hipocampo adulto durante 7 dias se realizé lo siguiente: se
sembraron tres placas de 96 pozos con 30 000 células/cm? en cada pozo y
después de 48 horas de crecimiento se les retird el medio, se les realizaron
dos lavados con medio Neurobasal sin suplementar y se les aplicaron los
respectivos tratamientos (figura 6). A las 48 horas de iniciados los
tratamientos se recuperaron los cubreobjetos con las células tratadas de la
placa 1, se fijaron con paraformaldehido al 4% y se guardaron en PBS 1X a
4°C hasta su uso; se les cambié el medio a las células de las otras dos
placas manteniendo los tratamientos establecidos desde el comienzo, a las
96 horas de iniciados los tratamientos se recuperd la placa 2 con las células
tratadas en los cubreobjetos, se fijaron con paraformaldehido al 4% y se
guardaron en PBS 1X a 4°C hasta su uso, finalmente se le cambié el medio a
la dltima placa (placa 3) manteniendo los mismos tratamientos y, al séptimo
dia, se recuperaron las células en los cubreobjetos fijando con 100l
paraformaldehido al 4% para cada pozo durante 20 minutos, realizando tres
lavados con 100ul PBS 1X por cada pozo y juntando las dos placas previas
para dar comienzo con la inmunofluorescencia. El protocolo utilizado fue el
reportado por Kazim en 2015 como a continuacion se describe: las células de
las tres placas fueron permeabilizadas con PBS 1X pH 7.4 — Triton 0.2% por
30 minutos a temperatura ambiente. Para el bloqueo se retir6 el PBS 1X-
Triton 0.2% y se afadieron 100ul por pozo de una solucion de albumina
sérica bovina fraccion V libre de inmunogloulinas (Igs) a una concentracion
de 10mg/ml en PBS 1X-Tritén 0.2%, y se incubaron a temperatura ambiente
durante una hora. Al terminar la hora de bloqueo, se retir6 la albumina y se

agregaron al menos 60ul por pozo de la solucién de anticuerpos primarios
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preparados en PBS 1X-Triton 0.2% vy albumina a las diluciones
correspondientes (Tabla 1). La incubacién con los anticuerpos primarios se
realiz6 a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron tres
lavados de 10 minutos cada uno con 100ul de PBS 1X por pozo. Finalizado
el ultimo lavado, se agregaron 100ul por pozo de una solucion de anticuerpos
secundarios preparados en PBS 1X-Tritdbn 0.2% (tabla 1), incubando durante
una hora a temperatura ambiente y protegiendo de la luz con papel aluminio.
Terminada la incubacién, se retiraron los anticuerpos secundarios y se
hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con 100ul de PBS 1X por pozo.
Después de terminar el dltimo lavado, se retird el PBS 1X y se agregaron
100pl por pozo de una solucion con DAPI a una concentracién de 10ug/mi
diluido en agua destilada durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se hicieron dos lavados con agua destilada y se montaron los
cubreobjetos en las laminillas correspondientes con aproximadamente 10pl

de medio de montaje Fluorogel por cada cubreobijeto.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en los diferentes ensayos realizados a lo largo
del proyecto.

» Anti-Nestina (Genetex, no. de catalogo
GTX30671, 1:500)

* Anti-pH3 (H3S10P) (Millipore, no. de
catalogo 06-570, 1:500)

* Anti-GFAP (Dako, no de catalogo Z | Diferenciacion en AHPCs tratadas con:
0334, 1:1500)

- Anti-MAP2 (Sigma, no. de catalogo M- = Medios condicionados

1406, 1:500) = Medios condicionados + anticuerpo
* Anti-ratén Alexa 594 (Invitrogen, no. de neutralizante anti-hEGF

catalogo A11032, 1:500) = Tratamiento con EGF e IL-6

* Anti-conejo Alexa 488 (Invitrogen, no.
de catalogo A11034, 1:500)

* Anti-pEGFR (Tyr1173) (Santa Cruz, no. = Cinética de activacion de los

de catélogo sc-101668, 1:500) receptores EGFR y TrkB
* Anti-EGFR (Santa Cruz, no. de catalogo = Uso del anticuerpo neutralizante
sc-03, 1:500) anti-hEGF en el bloqueo de la
* Anti-pTrkB (Tyr 705) (Santa Cruz, no. activacion de los receptores EGFR y
de catalogo sc-135645, 1:80) TrkB
+ Anti-TrkB (Santa Cruz, no. de catalogo » Determinacion del mecanismo de
sc-8316, 1:600) transactivacion del receptor TrkB a
* Anti-GAPDH (Genetex, no. de catalogo través de la activacion del receptor
GTX100118, 1:2000) EGFR
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» Anti-conejo IgG de cabra conjugado
con peroxidasa de rdbano (Jackson
Immunoresearch, no. de catalogo 111-
035-144, 1:5000)

VI.4 Determinacion de los fenotipos presentes en las células
precursoras de hipocampo adulto después de someterse a diferentes
tratamientos (EGF, IL-6, EGF/IL-6 y medio condicionado al 100%)

durante 48 horas.

Se evalud la presencia de los fenotipos favorecidos por el tratamiento con
EGF, IL-6 y la combinacion de ambos factores en una ventana de tiempo
establecida (48 horas). La evaluacidn de fenotipos se hizo como se indica en

el apartado VI1.3.4. Los tratamientos fueron los sefialados en la figura 6.

VI.5 Determinacion de la viabilidad, proliferacion y diferenciacion de las
células precursoras de hipocampo adulto a las 48 horas de iniciado el
tratamiento con dos concentraciones de medio condicionado (15 y
100%) en presencia del anticuerpo neutralizante anti-hEGF

La determinacioén de la viabilidad de las células precursoras de hipocampo
adulto se hizo como se indica en el apartado VI.3.2 so6lo que con los
tratamientos indicados en la figura 6. Las evaluaciones se hicieron a las 24 y
a las 48 horas.

La determinacion de la proliferacion de las células precursoras de hipocampo
adulto se hizo como se indica en el apartado VI.3.3 so6lo que con los
tratamientos mostrados en la figura 6. Las evaluaciones se hicieron a las 24

y a las 48 horas.

Las determinaciones de los fenotipos presentes en las células precursoras
de hipocampo adulto después de ser sometidas a varios tratamientos se

hicieron como se indica en el apartado VI.3.4. Los tratamientos fueron los
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mismos que en los indicados previamente (figura 6). La evaluacién se hizo

solamente a las 48 horas de iniciado el tratamiento.

V1.6 Determinacion de los mecanismos de sefializacion activados por el
medio condicionado sobre las células precursoras del hipocampo

adulto

VI.6.1 Determinacién de los mecanismos de sefializacion activados por
el medio condicionado mediante el uso de un arreglo precargado con
anticuerpos que reconocen la forma fosforilada o procesada de
proteinas pertenecientes a diversas vias de sefializacién intracelular
(PathScan® Intracellular Signaling Array Kit, no. de catalogo: 7323S Cell
Signaling)

El PathScan® Intracellular Signaling Array Kit es un arreglo de anticuerpos
que se basa en el principio de inmunoensayo tipo sandwich. El arreglo
permite la deteccién simultdnea de 18 moléculas de sefalizacion importantes
y bien caracterizadas cuando se fosforilan o se escinden. Los anticuerpos de
captura se fijan por duplicado sobre portaobjetos de vidrio recubiertos con
nitrocelulosa. Cada estuche comercial contiene dos portaobjetos de 16 mini
arreglos, lo que permite al usuario probar hasta 32 muestras y generar 576
puntos de datos en un solo experimento. El lisado celular se incuba en la
laminilla seguido por un coctel de anticuerpos de deteccion biotinilados. La
HRP conjugada con estreptavidina y el reactivo LumiGLO® se utilizan a
continuacion para visualizar los anticuerpos de deteccibn por

quimioluminiscencia.

En una placa de 6 pozos se sembraron un millon de células precursoras de
hipocampo adulto por pozo, se dejaron creciendo durante 48 horas, al
finalizar este periodo se realizo el cambio de medio y se hicieron dos lavados
con medio de cultivo neurobasal sin suplementar. Después del ultimo lavado,

se dejaron en 1ml de medio de cultivo neurobasal durante una hora en la
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incubadora. Una vez transcurrida la hora de incubacién, se aplicaron los
respectivos tratamientos (figura 6) a los 5 minutos y a las 48 horas;
cumplidos los respectivos tiempos se recuperaron los extractos proteicos y
se realizo el ensayo siguiendo el protocolo descrito en la hoja técnica del
estuche comercial (Cell Signaling) como a continuacion se indica: el medio se
removié de cada pozo y las células se lavaron con 1ml de PBS 1X frio por
cada pozo; se removid el PBS y se le agregd a cada pozo 100ul de la
solucién amortiguadora de lisis indicada en el estuche comercial (PathScan®
Sandwich ELISA Lysis buffer (1X) (no. de catalogo: 7018)), suplementada
con PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) a 1mM. Los pozos se incubaron en
hielo con la solucion de lisis durante 2 minutos, posteriormente las células
fueron removidas con ayuda de un gendarme y levantadas con la
micropipeta para colocarlas en un microtubo previamente rotulado. Los
microtubos con extractos proteicos fueron colocados en hielo para su
cuantificacion. La cantidad de proteina se determind por el método de BCA
(acido bicinconinico) adaptado a microplaca. Las muestras se diluyeron en la
solucién amortiguadora diluyente para tener 0.23mg/ml en 75ul de volumen
final. Antes de colocar las muestras en el arreglo, éste fue bloqueado durante
15 minutos con 100l de solucion amortiguadora de bloqueo por pozo en un
agitador orbital. Una vez transcurridos los 15 minutos, se retird la solucién de
bloqueo y se agregaron 75pul de lisado proteico de cada muestra por pozo, el
arreglo se cubrié con una cinta selladora y se dej6 incubando toda la noche a
4°C en un agitador orbital. Al dia siguiente se decanté su contenido y se
hicieron 4 lavados con 100ul por cada pozo en cada lavado de solucion
amortiguadora de lavado, los lavados fueron de 5 minutos cada uno. Al
finalizar el dltimo lavado, se retir6é la solucién y se agregaron 75pul del coctel
de anticuerpos de deteccion a cada pozo, cubriendo el arreglo con una cinta
selladora. Se incub6é durante una hora a temperatura ambiente en un
agitador orbital. Terminada la incubacion, se decantd el contenido de los
pozos y se procedio a hacer 4 lavados de 5 minutos cada uno con 100ul de

solucion amortiguadora de lavado por pozo. Después de retirar la solucién de
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lavado se agregaron 75ul de estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano (HRP) a cada pozo, cubriendo el arreglo con una cinta selladora. Se
incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital. Al
terminar la incubacioén se decanté el contenido de los pozos y se procedio a
hacer 4 lavados de 5 minutos cada uno con 100ul de solucién amortiguadora
de lavado por pozo. Una vez realizados los lavados, el arreglo se coloco en
un recipiente con 10ml de solucién amortiguadora de lavado. Se preparo el
sustrato (Luminol/Peréxido), el arreglo se retird de la solucién de lavado y se
coloco en el sustrato o solucion reveladora. El arreglo se expuso durante 60
segundos al ChemiDoc XRS de BioRad. Para el analisis de los resultados
obtenidos a partir del arreglo, se procedié a normalizar la intensidad de todos
los puntos con respecto al control positivo presente en el mismo. Para la
obtencion de las intensidades de cada punto se utilizé el programa Imagelab
(BioRad).

VI.6.2 Andlisis de la fosforilacion de los receptores EGFR y TrkB

inducida por el medio condicionado a diferentes concentraciones

Para probar que el medio condicionado favorece la fosforilacion de los
receptores EGFR y TrkB se realizé el protocolo descrito por Kazim en 2015
con algunas modificaciones como a continuacion se detalla: en una placa de
6 pozos se sembraron un millén de células precursoras de hipocampo de
raton adulto por pozo y se dejaron creciendo durante 48 horas, al finalizar
este periodo se realiz6 el cambio de medio y se hicieron dos lavados con
medio de cultivo neurobasal sin suplementar. Después del ultimo lavado, se
dejaron en 1ml de medio de cultivo neurobasal durante una hora en la
incubadora. Terminada la hora de incubacion, se aplicaron los respectivos
tratamientos (figura 6) a diferentes tiempos (5, 15, 45, 90 y 180 minutos). Los
lisados proteicos se obtuvieron de la siguiente manera: se retir6 el medio de
cada pozo, se lavé con 1ml de PBS 1X frio, se absorbié el PBS 1X y se

agregaron 100pl por pozo de solucion amortiguadora de lisis con los
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inhibidores correspondientes (RIPA 1X (PBS 1X, SDS 0.1%, NP40 1% vy
Deoxicolato de sodio 0.5%) + inhibidores (AEBSF 0.24mg/ml, Aprotinina
8ug/ml, Leupeptina 10ug/ml, Pepstatina A 4ug/ml, Benzamidina 5mM, B-
glicerofosfato 20mM, NaF 10mM, NasVO4 1mM, EDTA (pH = 8) ImM y EGTA
(pH = 8) 1mM)) en frio, las células en los pozos se incubaron con el RIPA en
hielo durante 5 minutos, posteriormente, con la ayuda de un gendarme, los
lisados obtenidos se removieron del pozo y se levantaron con la micropipeta
para colocarlos en un microtubo previamente rotulado. Los microtubos con
los lisados proteicos fueron colocados en hielo y luego almacenadas en
congelacion (-20°C). Al dia siguiente los lisados fueron descongelados,
disociados mecanicamente con la micropipeta durante al menos 10 veces y
centrifugados a 14 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se
transfirieron a nuevos tubos para posteriormente ser cuantificados. La
cantidad de proteina se determind por el método de BCA (&cido
bicinconinico) adaptado a microplaca. La concentracion final de cada lisado
proteico utilizado fue de 1ug/ul preparado en una solucién amortiguadora de
muestra (Chyn’s Protocol) con un exceso de 2-mercaptoetanol y hervido
durante 5 minutos para poder usarse. Se corrieron 10ug de cada lisado
celular en geles de acrilamida al 8% en una solucion amortiguadora Tris-
Glicina a 100V (voltaje constante) durante 2 horas. Finalizada Ila
electroforesis se hizo la transferencia de las proteinas separadas a una
membrana de nitrocelulosa durante 3 horas a 500mA (amperaje constante).
Después de la transferencia se bloqued la membrana durante una hora y
media a temperatura ambiente con 5% de leche en TBST (TBS + 0.05%
Tween20) en agitacion. Terminado el bloqueo, se agregd el anticuerpo
primario preparado en una solucion de leche al 5% en TBST con azida de
sodio al 0.02%. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los indicados en
la tabla 1. La membrana se colocé en un agitador durante toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, se retird el anticuerpo primario y se hicieron tres
lavados con TBST de 10 minutos cada uno. Terminados los lavados, se

agrego a la membrana el anticuerpo secundario diluido en TBST y se incubd
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durante una hora a temperatura ambiente en agitacion. El anticuerpo
secundario utilizado se muestra en la tabla 1. Se retir6 el anticuerpo
secundario y se hicieron tres lavados con TBST. Finalmente se revelo con el
sustrato (Immobilon ™Western, Millipore, no. de catalogo: WBKLS0500, 1:1)
y se expuso durante 60 segundos al ChemiDoc XRS de BioRad. Para el
analisis de los resultados obtenidos se utiliz6 el programa Imagelab
(BioRad). Las bandas obtenidas de los anticuerpos fosforilados (pEGFR y
pTrkB) se normalizaron contra las bandas obtenidas de los anticuerpos que
reconocen a la forma total (EGFR y TrkB; respectivamente) y la banda del
control de carga GAPDH.

VI.6.3 Andlisis de la fosforilacion de los receptores EGFR y TrkB
después del uso del anticuerpo neutralizante anti-hEGF en el medio

condicionado

Una vez determinado el tiempo en donde se mostr6 el mayor grado de
fosforilacién en uno de los receptores (EGFR) se procedié a evaluar, en ese
tiempo, la fosforilacion de ambos receptores después de bloquear al ligando,
presente en el medio condicionado, mediante el uso de un anticuerpo
neutralizante (anti-hEGF). Para lo cual, en una placa de 6 pozos, se
sembraron un millén de células precursoras de hipocampo de ratén adulto
por pozo y se dejaron creciendo durante 48 horas, al finalizar este periodo se
realiz6 el cambio de medio y se hicieron dos lavados con medio de cultivo
neurobasal sin suplementar. Después del ultimo lavado, se dejaron en 1ml
de medio de cultivo neurobasal durante una hora en la incubadora. Ademas,
se prepararon las diluciones del medio condicionado (15, 50 y 100%), el
medio neurobasal con 20ng/ml de EGF (control positivo) y medio neurobasal
sin suplementar (control negativo), a todas las diluciones y controles se les
agrego el anticuerpo neutralizante anti-hEGF a la concentracién indicada por
la casa comercial (R&D Systems) (0.1ug/ml de anti-hEGF por cada 2ng/ml de
EGF), dichas diluciones también se dejaron una hora en la incubadora.
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Transcurrida la hora de incubacién, se aplicaron los tratamientos (figura 6) a
las células precursoras de hipocampo adulto y se dejaron el tiempo
correspondiente al mayor pico de fosforilacion para cada caso (5, 15 o 45
minutos) para posteriormente obtener los lisados proteicos, la cuantificacion
proteica y el western blot como se menciona en el apartado VI.6.2. Los
anticuerpos primarios, secundarios y sus diluciones fueron los indicados en
la tabla 1.

VI.6.4 Determinaciéon del mecanismo de transactivacion del receptor
TrkB por medio del EGFR mediante el andlisis del bloqueo de la
fosforilacién del receptor TrkB, pero no del EGFR después del uso de
los inhibidores de la Src, PP1y PP2

Para determinar el posible mecanismo por el cual el EGF, a través de su
receptor (EGFR), transactiva al receptor TrkB se utilizaron dos inhibidores de
la cinasa Src, cuya fosforilacion por parte del EGFR se ha reportado que es
la responsable de la fosforilacién del receptor TrkB. Para probar lo anterior se
realiz6 lo siguiente: en una placa de 6 pozos se sembraron un millén de
células precursoras de hipocampo de raton adulto por pozo y se dejaron
creciendo durante 48 horas, al finalizar este periodo se realizé el cambio de
medio y se hicieron dos lavados con medio de cultivo Neurobasal sin
suplementar. Después del ultimo lavado, algunos pozos se dejaron en 1ml de
medio de cultivo neurobasal, otros con 1ml de medio de cultivo neurobasal +
los inhibidores (PP1/PP2) y otros con 1ml de medio de cultivo neurobasal +
un inhibidor (PP1 o PP2) durante una hora en la incubadora. Transcurrida la
hora de incubacién, se aplicaron los respectivos tratamientos (figura 6) Las
concentraciones de los inhibidores fueron de 1uM para PP1 y 0.1uM para
PP2, de acuerdo con lo reportado previamente en la bibliografia [72]. Los
tiempos en los que se dejo el tratamiento fueron 5 y 45 minutos. Los
extractos proteicos y los subsecuentes western blots se obtuvieron e hicieron

como se indica en los dos apartados anteriores.
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VI.7 Diagrama de flujo
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VII. RESULTADOS

VII.1 Caracterizacion de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Las células troncales/progenitoras tienen por definicibn dos caracteristicas
que las determinan como tales: capacidad de autorrenovacién y
multipotencialidad, por lo cual nuestra primera tarea consistio en determinar
si las células obtenidas a partir de un exfoliado nasal cumplian dichas
caracteristicas. Al observarlas en el microscopio mostraban una morfologia
fibroblastoide y se adhirieron a la botella de cultivo, tal y como se ha descrito
en otro tipo de células troncales como lo son las mesenquimales [73], y su
tiempo de duplicacion experimental fue de 46 horas (figuras 7a y 7b).
Posteriormente se hizo un ensayo de incorporacién de bromodeoxiuridina
(BrdU), un analogo de la timidina que al incorporarse al ADN permite

determinar el porcentaje de células en proliferacion, el método utilizado para

43

——
| —



observar dicha incorporacion fue mediante inmunofluorescencia como se
muestra en la figura 7c¢; en esa misma figura se indica con flechas amarillas a
las células que estan incorporando el analogo (azul para DAPI, verde para
BrdU y magenta para la presencia de ambos marcadores). En la figura 7d se
muestra una grafica en donde se indica que el porcentaje de células que se
encuentran proliferando es de poco mas del 10% en la ventana de tiempo en
que fue determinada la incorporacién de BrdU. Lo anterior nos indica que el
cultivo es asincronico, es decir, las células no se encuentran proliferando al
mismo tiempo y que su porcentaje es menor en comparacion con otras
células precursoras como son las del hipocampo de raton adulto, cuyo
porcentaje es practicamente del 50%. Aun asi, las hNS/PCs-OE cumplen uno
de los criterios para considerarlas troncales/progenitoras, es decir, la

capacidad de autorrenovacion.
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Figura 7. Caracterizacién de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio (hNS/PCs-OE). a) Imagen de un campo representativo de las células
precursoras del epitelio olfatorio en condiciones proliferativas (campo claro). b) Grafico
obtenido a partir del nimero de células presentes en un tiempo determinado y de la cual se
obtuvo el tiempo de duplicacion de las hNS/PCs-OE. c¢) Imagen de un campo representativo
de las hNS/PCs-OE que han incorporado BrdU (flechas amarillas). d) Representacion gréafica
del porcentaje de células que incorporaron BrdU con respecto al nimero total de células que
fueron tefiidas con DAPI. Las barras de escala representan 100 um.

El siguiente criterio para considerar a las hNS/PCs-OE precursoras es su
capacidad de generar linajes o células maduras diferentes a las de su
estadio, es decir su multipotencialidad. En la figura 8a se sefala a las
hNS/PCs-OE que muestran positividad a dos marcadores propios del estadio
precursor: Nestina y Ki67, el primero es un marcador ampliamente descrito
en células de estirpe neural, es decir, células precursoras neurales; el
segundo, es un marcador de proliferacién. En la figura 8d se muestra un
cambio de morfologia con respecto a la figura 8a, estas células fueron
sometidas a un tratamiento de diferenciacion cuyo resultado no fue la
desaparicion del marcador Nestina, sino el de proliferacion Ki67. Al evaluar al
marcador Il tubulina y GFAP en las condiciones de crecimiento
(proliferacién) y diferenciadas (figuras 8b y 8e, respectivamente), se observa
que el primer marcador muestra una disminucion en la expresion en la

condicion diferenciada y sobre todo un cambio morfolégico y que el segundo
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marcador no se encuentra en ambas condiciones, lo cual nos indica que el
cultivo desde su obtencion no se encuentra mezclado con otro tipo de
células, especificamente astrocitos y que el estimulo para diferenciarlas no
favorece este fenotipo. Finalmente, el tratamiento de diferenciacion mostré
que las hNS/PCs-OE pueden expresar marcadores de neuronas maduras
como MAP2. Lo anterior se indica claramente en las figuras 8c y 8f, en donde
se observa que bajo la condicién de crecimiento (proliferacion) no se expresa
dicha proteina (figura 8c), y que después de someter las células al estimulo
neuronal si la expresan (figura 8f). En la figura 8g se muestra un western blot
con los marcadores Nestina, Ki67, BlIl tubulina, MAP2 y GFAP tanto en
condiciones de proliferacion como de diferenciaciéon. En la figura 8h se
muestra el analisis densitométrico en donde se aprecian diferencias
significativas en cada una de las proteinas de acuerdo con los diferentes
tratamientos a excepcidon de GFAP, el cual no se expresd en condicion
alguna. Finalmente, estos ensayos permiten afirmar que las células
obtenidas a partir de un exfoliado nasal cumplen los criterios de
autorrenovacion y multipotencialidad, es decir proliferan y son capaces de
generar al menos un linaje diferente al de su estadio inicial mediante un
estimulo determinado, razén por la cual las denominamos células

troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano.
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Figura 8. Diferenciacién de las hNS/PCs-OE hacia un linaje neuronal. El
protocolo de diferenciacién de las hNS/PCs-OE consistio en la aplicacion de 4cido retinoico,
forskolina y Shh durante 7 dias. El término proliferacién se refiere al crecimiento de estas
células en condiciones enriquecidas, es decir, en presencia de suero durante un tiempo
determinado (48 horas). a y d) Expresion tanto del marcador neural Nestina como del
marcador proliferativo Ki67 en condicion proliferativa y diferenciada, respectivamente. b y e)
Expresion tanto del marcador de neuronas inmaduras Blll tubulina como del marcador
astrocitico GFAP en condicion proliferativa y diferenciada, respectivamente. c y f) Expresion
del marcador de neuronas maduras MAP2 en condicidon proliferativa y diferenciada,
respectivamente. g) Expresién de los marcadores Ki67, Nestina, Blll tubulina, MAP2 y GFAP
en las células hNS/PCs-OE en condiciones de proliferacion y diferenciacion determinados
por Western Blot y normalizados con el control de carga GAPDH. h) Densitometria del blot
mostrado en g). Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron

analizados utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Bonferroni (Para
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Nestina, F37 = 23110; p < 0.0001. Para Ki67, F37 = 64.55; p = 0.0008. Para MAP2, F37 =
680; p < 0.0001. Para BlII tubulin, F37 = 27830; p < 0.0001.). ** p < 0.01 y *** p < 0.001

VII.2 Caracterizacion de los factores solubles liberados por las células

troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Con el objetivo de determinar los factores solubles secretados por las
hNS/PCs-OE ante un estimulo proliferativo se emplearon arreglos
precargados con 507 anticuerpos, la razon de esta opcion radic6 en el hecho
de que en el momento de su eleccion era el arreglo que mayor cantidad de
proteinas contenia y nuestro interés era escanear lo mas ampliamente
posible lo liberado por las hNS/PCs-OE en el medio condicionado. En la
figura 9a se muestran los arreglos de anticuerpos obtenidos de la interaccién
con los medios no condicionado (izquierda) y condicionado (derecha). Se
indican con recuadros rojos la localizaciéon de las veinte proteinas mas
abundantes detectadas en el arreglo. En la figura 9b se observan las graficas
con el analisis densitométrico de cada una de las proteinas detectadas, en
las cuales se muestran los valores obtenidos normalizados para cada
proteina con respecto al promedio de los controles positivos. Todas las
proteinas liberadas por las células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio
humano, detectadas en el arreglo, fueron agrupadas de acuerdo con la
funcién celular reportada en células troncales o precursoras (figura 9c). En el
grafico se observa que el mayor porcentaje de factores liberados tienen una
funcién en la diferenciaciéon de células troncales, ya sea de estirpe neural e
incluso embrionarias (29%), el siguiente grupo de proteinas tiene una funcion
en migracion (21%) y finalmente en la proliferacion de células troncales
(13%). Algunas de las proteinas de mayor abundancia fueron ectodisplasina-
A2 (EDA-A2), interleucina-8 (IL-8), factor de crecimiento transformante beta
latente (LTBP1), CXCL1 (GRO) y la proteina transportadora 2 del factor de
crecimiento insulinico (IGFBP-2), la primera se ha asociado a procesos de
diferenciacion epidérmica [74], la segunda en la migracion de células

precursoras del hipocampo humano [75], la tercera promueve la
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diferenciacion de células troncales embrionarias a endotelio [76], la cuarta
favorece la maduracion oligodendrocitica de los  precursores
oligodendrociticos [77] y finalmente la quinta se encuentra muy relacionada
al crecimiento celular [78, 79]. De acuerdo con lo mostrado, este arreglo nos
permiti6 determinar 40 proteinas liberadas por las hNS/PCs-OE ante un
estimulo proliferativo ademas de que el perfil funcional de dichas proteinas
se encuentra mayormente asociado a diferenciacion, migracion y

proliferacion de células troncales.
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c)

Clasificacion de los factores solubles liberados por las hNS/PCs-OE de acuerdo a
su funcidn en células troncales embrionarias, neurales y mesenquimales
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Figura 9. Determinacién de los factores solubles secretados por las
hNS/PCs-OE. a) Representacion de los arreglos con anticuerpos utilizados para la
determinacion de factores solubles secretados por las hNS/PCs-OE, a la izquierda se
muestra el resultado de la interaccion del arreglo con el medio no condicionado, es decir, el
medio de cultivo que no se ha expuesto a las células, a la derecha se muestra el resultado
de la interaccion del arreglo con el medio condicionado, es decir, el medio que ha sido
expuesto a las células durante 48 horas. b) Analisis densitométrico de las proteinas
detectadas en el arreglo con el tratamiento del medio condicionado. c) Agrupamiento de las
proteinas detectadas en el arreglo de acuerdo con alguna funcién relacionada al

mantenimiento o diferenciacion de células troncales neurales.

VII.3 Determinacion de la viabilidad de las células precursoras del
hipocampo adulto (AHPCs) bajo el tratamiento con el medio
condicionado obtenido de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Una vez caracterizadas las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano (hNS/PCs-OE) y algunas de las moléculas que liberan al
medio (medio condicionado), se procedio a evaluar el efecto de los factores
presentes en el medio condicionado en un modelo celular perteneciente a
una de las regiones neurogénicas en el cerebro adulto: el hipocampo. Para

esto primero se determind si el medio condicionado a diferentes diluciones
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(5, 10, 15, 20, 25, 50 y 100%) podria mantener la viabilidad de las células
precursoras del hipocampo adulto (AHPCs) a las 24 y a las 48 horas. En la
figura 10a se muestran imagenes representativas de campo claro de algunos
de los tratamientos realizados. Cuando se compara la morfologia y la
densidad celular del tratamiento control (20ng/ml de EGF + 20ng/ml bFGF)
contra las diferentes diluciones de medio condicionado a las 24 horas se
observa que es muy similar, es decir, que el medio condicionado mantiene la
viabilidad de las AHPCs en el mismo porcentaje que el control con los
factores de crecimiento conocidos (EGF y bFGF), como se indica en la
primera gréfica de la figura 10b. Sin embargo, cuando se comparan esos
mismos tratamientos a las 48 horas, se observa que hay una mayor densidad
celular en el tratamiento control que con cualquiera de las diluciones de
medio condicionado, lo cual se observa tanto en las imagenes como en la
segunda grafica de la figura 10b. También se observa que, en las diferentes
diluciones no hay la misma densidad celular que en el control, la morfologia
se mantiene y la viabilidad de las AHPCs es mayor que el control que no
tiene factores de crecimiento. Con todo lo anterior se concluye que el medio
condicionado mantiene la viabilidad de las AHPCs al mismo porcentaje que
el control con factores de crecimiento a las 24 horas, sugiriendo que también
promueve la proliferacién, ya que los factores utilizados son los que permiten
la expansion de estas células. Lo anterior se corroboré con un ensayo de
incorporacion de BrdU, como se describe en el apartado VII.4. A las 48 horas
el fenomeno es otro, las diluciones del medio condicionado no mantienen la
misma densidad celular que el tratamiento control, pero siguen manteniendo

la viabilidad por encima del tratamiento sin factores de crecimiento.
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Figura 10. Evaluacién de la viabilidad de las células precursoras de
hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes diluciones del
medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante 24 y 48 horas.
a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de izquierda a
derecha: 20ng EGF + 20ng bFGF, Sin factores de crecimiento, MC 15%, MC 50% y MC
100%. En la parte superior se muestra la densidad y morfologia de las células AHPCs a las
24 horas de iniciados los diferentes estimulos. En la parte inferior se muestran los mismos
tratamientos, pero a las 48 horas. b) Representacion gréfica del ensayo de viabilidad celular
WST-1, a la izquierda se muestra el ensayo a las 24 horas y a la derecha a las 48 horas de
iniciado el tratamiento. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados

fueron analizados utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett.
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(Para 24 horas, Fs2s = 9.011; p < 0.0001. Para 48 horas, Fs2s = 25.35; p < 0.0001). Las
comparaciones se hicieron con respecto al control sin factores de crecimiento y los
porcentajes fueron normalizados con respecto al tratamiento control con 20ng/ml de EGF +

20ng/ml bFGF. * p < 0.05 y *** p < 0.001. Las barras de escala representan 100 pm.

VIl.4 Determinacion de la proliferacion de las células precursoras del
hipocampo adulto (AHPCs) bajo el tratamiento con el medio
condicionado obtenido de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Para determinar el efecto proliferativo del medio condicionado sobre las
AHPCs, sugerido por el ensayo de viabilidad WST1 mostrado en el apartado
VII.3, se realizé el ensayo de incorporaciéon de BrdU. En la figura 1la se
muestran las imagenes representativas de cada uno de los tratamientos
realizados. Con flechas amarillas se indican algunas de las células positivas
a BrdU/DAPI. A las 24 horas se observa que algunas de las AHPCs
contintan incorporando BrdU en presencia de las diferentes diluciones de
medio condicionado, aunque no alcanzan el mismo porcentaje que el
tratamiento con ambos factores de crecimiento, hay una diferencia
significativa con respecto al tratamiento sin factores de crecimiento (figura
11b). A las 48 horas la diferencia entre el tratamiento con ambos factores de
crecimiento y los medios condicionados es mayor y el efecto proliferativo
discreto no se mantiene a las 48 horas (figuras 11a y 11b). Por lo tanto, el
medio condicionado permite la proliferacion de algunas de las AHPCs en un

tiempo corto (24 horas).
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Figura 11. Evaluacion de la proliferacién (incorporacion de BrdU) de las
células precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de
diferentes diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-
OE durante 24 y 48 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los
diferentes tratamientos; de izquierda a derecha: 20ng EGF + 20ng bFGF, Sin factores de
crecimiento, MC 15%, MC 50% y MC 100%. En la parte superior se muestran las células
AHPCs positivas a DAPI y BrdU/DAPI (flechas amarillas) a las 24 horas de iniciados los
diferentes estimulos. En la parte inferior se muestran los mismos tratamientos, pero a las 48
horas. b) Representacion gréafica de los porcentajes de células positivas tanto a BrdU/DAPI

como DAPI en respuesta a los diferentes estimulos, a la izquierda se muestra la gréfica las
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24 horas y a la derecha a las 48 horas de iniciado el tratamiento. Los datos se expresaron
como la media + SEM. Los resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de una via
seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para 24 horas, Fsi17 = 214.8; p < 0.0001. Para 48
horas, Fs17 =119.3; p < 0.0001. *** p < 0.001. Las barras de escala representan 100 pm.

VII.5 Determinacién de la diferenciacion de las células precursoras del
hipocampo adulto (AHPCs) bajo el tratamiento con el medio
condicionado obtenido de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Una vez determinado el efecto de las diferentes diluciones del medio
condicionado en la viabilidad y proliferaciéon de las AHPCs, se procedi6 a
determinar el efecto del medio condicionado en el proceso de diferenciacion
de las AHPCs. Se ha reportado que el proceso de diferenciacion de las
AHPCs toma un periodo de al menos 7 dias in vitro [80, 81]. Lo que procedio
a realizarse fue evaluar la expresion de diversos marcadores durante tres
periodos incluyendo el dltimo de 7 dias. Los marcadores utilizados fueron
Nestina (marcador de precursores neurales), fosfo-histona-3 (H3S10P, pH3)
(marcador de células en mitosis), MAP2 (marcador de neuronas) y GFAP
(marcador de astrocitos). La seleccion de marcadores se realizdé en funcién
de tratar de determinar la pérdida del estadio precursor y proliferativo de las
AHPCs y el compromiso hacia un estadio definitivo como el neuronal o el
glial. En la figura 12a se muestran las imagenes del primer tiempo (48 horas)
gue se tomo para evaluar el estadio en el que se encontraban las AHPCs
después del tratamiento con las diferentes diluciones del medio
condicionado. Los marcadores evaluados fueron Nestina y pH3 y como se
observa en la figura 12b, hay una disminucion en el porcentaje de células
positivas a cada uno de los marcadores con respecto al control con ambos
factores (20ng/ml EGF + 20ng/ml bFGF) pero la disminucién es dependiente
de la dilucion de medio condicionado utilizada, es decir, el 100% del medio
condicionado tiene mayor numero de células positivas para cada marcador
con respecto a las otras diluciones (Nestina: MC 15%; 5%, MC 50%; 30% vy
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MC 100%; 60%) (pH3: MC 15% y MC 50%; menores al 1% y MC 100%;

aproximadamente el 3%).
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Figura 12. Evaluacion de la expresion de marcadores asociados al estadio
precursor y proliferativo (Nestina y pH3, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes

diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante
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48 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, abajo, MC 15%, MC 50% y MC 100%. Con flechas amarillas se sefialan
las células positivas a la proteina pH3 (fosfo-histona 3). b) Representacion gréafica de los
porcentajes de células positivas tanto a Nestina como a pH3 en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para Nestina, Fs 11
= 331.5; p < 0.0001. Para pH3, Fs11 = 11.12; p = 0.0054. * p < 0.05, * p < 0.0l y ** p <

0.001. Las barras de escala representan 50 pum.

En la figura 13a se muestran las células que expresan a MAP2 y GFAP
utilizados como marcadores para determinar si parte de las AHPCs se
encontraban comprometidas hacia un linaje determinado. En la figura 13b se
aprecia que ninguna de las condiciones favorece un fenotipo neuronal,
situacion muy diferente a la mostrada con el fenotipo astrocitico. La cantidad
de células positivas a GFAP aumenta conforme se incrementa la
concentracion de medio condicionado (MC 15%; 15%, MC 50%; 10% y MC
100%; 25%); por lo que, a las 48 horas, se puede observar que el tratamiento
con el medio condicionado favorece la presencia de dos estirpes: una

precursora y otra astrocitica que esta en concentracién dependiente.
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Figura 13. Evaluacion de la expresion de marcadores asociados al estadio
neuronal y astrocitico (MAP2 y GFAP, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes
diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante
48 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, abajo, MC 15%, MC 50% y MC 100%. b) Representacion gréafica de los
porcentajes de células positivas tanto a MAP2 como a GFAP en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para MAP2, Fs 11
= 115.1; p < 0.0001. Para GFAP, Fs11 = 40.13; p = 0.0002. * p < 0.05, * p < 0.01 y *** p <

0.001. Las barras de escala representan 50 um.

El seguimiento de la diferenciacion de las AHPCs se llevo hasta las 96 horas,
observando la misma tendencia que a las 48 horas tanto para Nestina/pH3
(figura 14) como para MAP2/GFAP (figura 15). La diferencia radicé en la
disminucién de los porcentajes de células positivas a Nestina (por ejemplo el
porcentaje de ceélulas positivas a Nestina bajo el tratamiento con el medio
condicionado al 100% disminuy6 del 60 (figura 12b) al 40% (figura 14b)) o el

aumento en el porcentaje de células positivas a GFAP (por ejemplo el
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namero de células positivas a GFAP con el tratamiento con el medio
condicionado al 100% aumento del 25 (figura 13b) al 40% (figura 15b)).
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Figura 14. Evaluacion de la expresion de marcadores asociados al estadio
precursor y proliferativo (Nestina y pH3, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes

diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante
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96 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, abajo, MC 15%, MC 50% y MC 100%. Con flechas amarillas se sefalan
las células positivas a la proteina pH3 (fosfo-histona 3). b) Representacion gréafica de los
porcentajes de células positivas tanto a Nestina como a pH3 en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para Nestina, Fs 11
= 270.9; p < 0.0001. Para pH3, Fs11 = 122.6; p = 0.0054. ** p < 0.01 y *** p < 0.001. Las

barras de escala representan 50 um
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Figura 15. Evaluacién de la expresiéon de marcadores asociados al estadio
neuronal y astrocitico (MAP2 y GFAP, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes
diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante
96 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, abajo, MC 15%, MC 50% y MC 100%. b) Representacién grafica de los
porcentajes de células positivas tanto a MAP2 como a GFAP en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media £+ SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para MAP2, Fs 11
= 99.36; p < 0.0001. Para GFAP, Fs11 = 193.0; p < 0.0001. * p < 0.05, * p<0.0ly***p<
0.001. Las barras de escala representan 50 pum.

Finalmente, a los 7 dias, el porcentaje de las AHPCs que expresan Nestina
tanto en el tratamiento con los dos factores (EGF y bFGF) como con el medio
condicionado al 100% disminuyeron del 80 al 40% y del 60 al 20%,
respectivamente (figuras 12b y 16b) y un muy bajo porcentaje fue positivo a

pH3 (aproximadamente un 2% de las células en el tratamiento con ambos
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factores y menos del 1% en el tratamiento con el medio condicionado al
100%).
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Figura 16. Evaluacion de la expresién de marcadores asociados al estadio
precursor y proliferativo (Nestina y pH3, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes

diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante
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7 dias. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, abajo, MC 15%, MC 50% y MC 100%. Con flechas amarillas se sefialan
las células positivas a la proteina pH3 (fosfo-histona 3). b) Representacion gréafica de los
porcentajes de células positivas tanto a Nestina como a pH3 en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media £ SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para Nestina, Fs 11
= 75.62; p < 0.0001. Para pH3, Fs11 = 8.954; p = 0.0094. * p < 0.05, * p < 0.0l y ** p <
0.001. Las barras de escala representan 50 pum.

Con respecto al porcentaje de AHPCs positivas a MAP2 no se encontré una
gran variacién (menor al 5%) en el caso de los medios condicionados,
aunque si hubo un porcentaje mayor al 5% tanto en el control con ambos
factores como en el tratamiento sin factores de crecimiento (figura 17). El
porcentaje de AHPCs positivas a GFAP se mantuvo tanto a las 96 horas
como a los 7 dias con el tratamiento con el medio condicionado al 100%
(figura 15b y 17b; 40%), mientras que con el tratamiento sin factores de
crecimiento hubo un incremento del 10 al 15% con respecto a las 48 como a
las 96 horas (figuras 13b, 15b y 17b). El retiro de factores de crecimiento
durante 10 dias es una forma de inducir la diferenciacion de las AHPCs y se
ha reportado que uno de los porcentajes de células favorecidos por el
protocolo es el del fenotipo glial, como se muestra en nuestro caso. Con todo
lo anterior el tratamiento con el medio condicionado al 100% favorece un
fenotipo precursor y astrocitico, aunque después de 7 dias solamente se
mantiene la poblacién astrocitica. Cabe sefialar que las otras diluciones del
medio condicionado (15 y 50%) también mostraron la misma tendencia,
aungque en mucho menor medida (sobre todo el medio condicionado al 15%)
(figuras 12-17).
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Figura 17. Evaluacion de la expresién de marcadores asociados al estadio
neuronal y astrocitico (MAP2 y GFAP, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia de diferentes
diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE durante
7 dias. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, abajo, MC 15%, MC 50% y MC 100%. b) Representacién grafica de los
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porcentajes de células positivas tanto a MAP2 como a GFAP en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para Map2, Fs11 =
43.73; p = 0.0001. Para GFAP, Fs11 = 47.75; p < 0.0001. * p < 0.05, * p < 0.01 y ** p <

0.001. Las barras de escala representan 50 um.

VII.6 Determinacion de las vias de sefalizacion activadas en las células
precursoras del hipocampo adulto (AHPCs) bajo el tratamiento con el
medio condicionado obtenido de las células troncales/progenitoras del

epitelio olfatorio humano (hNS/PCs-OE)
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Figura 18. Fosforilacién de las proteinas Erk, Stat3, Akt, PRAS 40 y Gsk-38
en las células precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) tratadas con
diferentes diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-
OE durante 5 minutos. a) Imagenes representativas de los arreglos hibridados con
lisados de proteinas de AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de izquierda a derecha,
arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de izquierda a derecha, abajo,
MC 15%, MC 50% y MC 100%. b) Analisis densitométrico de las proteinas Erk, Stat3, Akt,
PRAS 40 y Gsk-3B. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron
analizados utilizando una ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-hoc Bonferroni.
Factor A (tratamiento) F4.2s5 = 9.732, p = 0.0004; factor B (proteina fosforilada) F17,2s5 = 1040,
p < 0.0001 y su interaccién Fes2s5 = 13.46, p < 0.0001. ** p < 0.01 y *** p < 0.001.

Determinado el efecto del medio condicionado sobre las AHPCs, se procedio
a evaluar qué mecanismos de sefializacion se activaron en estas células
ante el estimulo de los diferentes factores solubles presentes en el medio
condicionado. Para lograr este objetivo se utilizd un arreglo precargado con
18 proteinas cuya fosforilacion o corte enzimatico se encuentra asociado a
funciones celulares como proliferacion, sobrevivencia, respuesta a estrés
celular, apoptosis y genotoxicidad, entre otras. Esto nos dio una pauta para

buscar posibles candidatos presentes en el medio condicionado que
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explicaran en gran medida el efecto previamente analizado. En la figura 18a
se muestran los arreglos hibridados con los diferentes tratamientos durante 5
minutos. Las proteinas que mostraron cambios con respecto tanto con el
control con ambos factores como con el control sin factores de crecimiento
fueron: Erk 1/2 (Thr 202/Tyr 204), Stat3 (Tyr 105), Akt (Thr 308), Akt (Ser
473), PRAS40 (Thr 246) y Gsk3B (Ser 9). En la figura 18b se muestra el
analisis densitométrico de las proteinas indicadas en cada uno de los
arreglos, los datos fueron normalizados con respecto a los controles
positivos. Las comparaciones se hicieron con los datos obtenidos del
tratamiento con ambos factores de crecimiento (EGF y bFGF). Para el caso
del medio condicionado al 15% las fosforilaciones en las proteinas PRAS40 y
Gsk3B mostraron un incremento con respecto al control del 13 y 30%
respectivamente. EI medio condicionado al 50% promovié un incremento en
las fosforilaciones de las siguientes proteinas: Erk 1/2 (15%), Akt (Thr 308)
(32%), Akt (Ser 473) (24%), PRAS40 (13%) y Gsk3B (44%). El medio
condicionado al 100% también promovié el aumento en las fosforilaciones de
las siguientes proteinas: Stat3 (387%) y Gsk3B (35%). Las fosforilaciones de
las proteinas favorecidas con el medio condicionado se encuentran muy
relacionadas con fendmenos de proliferacion [82, 83], mantenimiento del
estadio precursor [84, 85] y favorecimiento de un fenotipo astrocitico [86, 87].
Cabe sefialar que el tratamiento con el medio condicionado al 50% favorecio
la fosforilacion de un nimero mayor de proteinas que de las otras diluciones
del medio; aunque a nivel funcional la mayor diferencia se observo con la

concentracion mas alta del medio condicionado (100%).
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b)

Figura 19. Fosforilacion de las proteinas Erk, Stat3, Akt, PRAS 40 y Gsk-3
en las células precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) tratadas con
diferentes diluciones del medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-
OE durante 48 horas. a) Imagenes representativas de los arreglos hibridados con
lisados de proteinas de AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de izquierda a derecha,
arriba: 20ng EGF + 20ng bFGF y sin factores de crecimiento, de izquierda a derecha, abajo,

MC 15%, MC 50% y MC 100%. b) Analisis densitométrico de las proteinas Erk, Stat3, Akt,
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PRAS 40 y Gsk-3B. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron
analizados utilizando una ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-hoc Bonferroni.
Factor A (tratamiento) F472 = 40.36, p < 0.0001; factor B (proteina fosforilada) Fi7,72 = 309.6,
p < 0.0001 y su interaccion Fes 72 = 45.99, p < 0.0001. ** p < 0.01 y *** p < 0.001.

El siguiente objetivo consistié en evaluar la fosforilacion o corte enzimatico
de las proteinas presentes en el arreglo después de aplicar los diferentes
tratamientos mostrados en la figura 18b durante 48 horas. Como se
esperaba, la sefial de fosforilacion se encontraba casi apagada o inactiva,
aunque se encontraron diferencias significativas comparando el tratamiento
control con ambos factores y los tratamientos con las diferentes diluciones de
medio condicionado. Los datos indicaron que el medio condicionado al 15%
tuvo un aumento de 20% para PRAS40 y 29% de Gsk3[; para el medio
condicionado al 50% fue un aumento de 21% para PRAS40 y 23% de Gsk3f
y finalmente para el medio condicionado al 100% fue un aumento de 61%
para PRAS40, 29% de Gsk3B y 125% de Stat3. Con este ensayo podemos
concluir que el medio condicionado de las hNS/PCs-OE favorecio la
activacion de vias de sefalizacion relacionadas con la proliferacién,
sobrevivencia, mantenimiento y diferenciacion de células troncales neurales
[88-90].

El patron de fosforilacion y los ensayos funcionales previos (viabilidad,
proliferacion y diferenciacién) nos llevaron a postular a dos factores solubles
como candidatos parcialmente responsables de los efectos producidos por el
medio condicionado sobre las AHPCs. Dichos factores fueron: el EGF y la IL-
6, los cuales fueron valorados de manera independiente y conjunta en el

siguiente apartado.

VII.7 Evaluacién del efecto de la interleucina-6 (IL-6) y el factor de

crecimiento epidérmico (EGF) sobre la diferenciacién de las AHPCs

Antes de hacer el ensayo de evaluacion, se determind mediante ELISA la
cantidad de EGF el cual corresponde a 13.6ng/ml (figura 20) e IL-6 cuyo

valor es de 11ng/ml (figura 21) presentes en el medio condicionado.
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Determinados los valores basales, se procedid a utilizar las diferentes
concentraciones ya cuantificadas y asi evaluar su efecto sobre la expresion
de los marcadores tanto de estadio precursor, como de estadio diferenciado

(neuronal o astrocitico) de las AHPCs.

Determinacion de la cantidad de EGF
presente en el medio condicionado de las células
troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Concentracion de EGF en medio condicionado:
13.6 ng/ml

La cantidad de EGF en las diferentes
concentraciones de medio condicionado
serian las siguientes:

MC 15% = 2ng/ml
MC50% = 6.8 ng/ml
MC 100% = 13.6ng/ml

Densidad dptica

EGF (pg/ml)

Figura 20. Determinacion de la cantidad de factor de crecimiento
epidérmico (EGF) presente en el medio condicionado proveniente de las
hNS/PCs-OE. Curva de concentracion-densidad Optica con el EGF para la determinacién

de la concentracion de dicho factor en el medio condicionado.

Determinaciéndela cantidad deIL-6
presente en el medio condicionado de las células
troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano (hNS/PCs-OE)

Concentracion de IL-6 en medio condicionado:
11 ng/ml

Densidad dptica

L-6 (pg/ml)
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Figura 21. Determinacion de la cantidad de interleucina 6 (IL-6) presente
en el medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE. Curva de
concentracion-densidad 6ptica con la IL-6 para la determinacién de la concentracion de

dicho factor en el medio condicionado.

La figura 22 muestra las imagenes de inmunofluorescencia obtenidas para
cuantificar el niumero de células que expresaban los marcadores Nestina/pH3
y MAP2/GFAP. Se aprecia que el EGF a la concentracion detectada en el
medio condicionado y en combinacion con la IL-6, favorece la expresion de
Nestina, el porcentaje de células positivas a la proteina es el mismo que el
obtenido en el control de proliferacion (més del 80%), en cambio, la IL-6 por
si sola, no favorece la expresion de este marcador, el porcentaje de células
positivas es practicamente el mismo que el tratamiento sin factores de
crecimiento (10 y 15%, respectivamente). Para el caso del marcador pHS3,
ninguno de los factores, solos o en combinacion, alcanzaron el 5% de células
positivas mostradas por el control de proliferacion. La expresion de MAP2 se
mantuvo homogénea en todos los tratamientos, es decir, no se mostraron
diferencias significativas cuando se comparé con respecto al control de
proliferacion (aproximadamente el 5% de las células fueron positivas al
marcador en cada uno de los tratamientos). Finalmente, el mayor porcentaje
de células positivas a GFAP resulté del tratamiento con IL-6 (casi el 40% de
las células), seguido del tratamiento con el medio condicionado al 100%
(aproximadamente el 15% de las células fueron positivas a GFAP). Ni el
EGF, ni la mezcla de EGF/IL-6 favorecieron el fenotipo astrocitico
(practicamente GFAP negativos). Esto resulta importante, ya que si se
compara la IL-6 con la mezcla de ambos factores (EGF/IL-6) los efectos son
totalmente opuestos (figura 22b, derecha), indicandonos que, para
determinar las mezclas de factores puros, falta probar otros factores
detectados en el medio condicionado y comprobar si en su conjunto
reproducen el efecto en la diferenciacion astrocitica mostrada por el medio
condicionado al 100%. La conclusion de este ensayo muestra dos cosas:

primero, que la IL-6 genero astrocitos y segundo, que la mezcla de EGF/IL-6
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no estimulé la diferenciacion astrocitica como lo hizo el medio condicionado
por lo que seria importante para continuar este trabajo probar otros factores

detectados en el medio.
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Figura 22. Efecto del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la
interleucina-6 (IL-6) en la diferenciacién de las células precursoras de
hipocampo adulto (AHPCs) a las 48 horas de iniciado el tratamiento. a)
Iméagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de izquierda a
derecha: 20ng EGF + 20ng bFGF, sin factores de crecimiento, EGF 13.6ng/ml, IL-6 11ng/ml,
EGF/IL-6 y MC 100%; en la primera linea se muestran los marcadores de células
precursoras: Nestina (células precursoras) y pH3 (estadio mitético); en la segunda linea se
muestran los marcadores de células comprometidas a un linaje: MAP2 (neuronas) y GFAP

(astrocitos). b) Representacion grafica de los porcentajes de células positivas a Nestina,
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pH3, MAP2 y GFAP en respuesta a los diferentes estimulos. Los datos se expresaron como
la media £ SEM. Los resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de una via seguida
de la prueba post-hoc Dunnett. Para Nestina, Fs11 = 1437; p < 0.0001. Para pH3, Fs11 =
189.11; p < 0.0001. Para MAP2, Fs11 = 13.87; p = 0.0030. Para GFAP, Fs11 = 49.68; p <
0.0001. *p <0.05, * p < 0.01 y *** p < 0.001. Las barras de escala representan 50 um.

VII.8 Evaluacion de la viabilidad, proliferacion y diferenciacion de las
células precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) bajo el tratamiento
con el medio  condicionado  obtenido de las células
troncales/progenitoras del epitelio olfatorio humano (hNS/PCs-OE) en
presencia de un anticuerpo neutralizante anti-hEGF

Una vez establecido el papel del EGF y la IL-6 en parte del proceso
neurogénico de las AHPCs, se procedi6é a corroborar el rol del EGF presente
en el medio condicionado; para lo cual se bloqueé su actividad en el medio a
través del uso de un anticuerpo neutralizante (anti-hEGF).

Primeramente, se evalud la viabilidad de las AHPCs en presencia del
anticuerpo neutralizante durante 24 y 48 horas de iniciado el tratamiento.
Como se aprecia en la figura 23, a las 24 horas la presencia del anti-hEGF
en el tratamiento con EGF disminuyé cerca de un 20% el nimero de células
viables, de igual manera el tratamiento con el medio condicionado al 15%. A
las 48 horas la disminucion en la viabilidad de las AHPCs fue més
pronunciada en el ligando (mayores de 70%) en comparacion con los medios
condicionados, ya que los medios condicionados a las 48 horas no mostraron
diferencia significativa entre el medio con y sin el anticuerpo neutralizante
(figura 23b). De lo anterior se concluy6 que el bloqueo del EGF en el medio
condicionado afecté parcialmente la viabilidad de las AHPCs en un tiempo
corto, es decir, solo con el tratamiento con el medio condicionado al 15% a
las 24 horas hay una disminucién en la viabilidad celular, a diferencia del
tratamiento con el medio condicionado al 100% en donde no se muestra
diferencia significativa (figura 23b). El siguiente parametro por evaluar fue

proliferacion celular.
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Figura 23. Efecto del anticuerpo neutralizante anti-hEGF en la viabilidad de
las células precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) tratadas con
diferentes diluciones (MC 15 y 100%) del medio condicionado proveniente
de las hNS/PCs-OE. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes
tratamientos; de izquierda a derecha: 20ng EGF + 20ng bFGF, MC 15%, MC 15% + anti-
hEGF, MC 100% y MC 100% + anti-hEGF. En la parte superior se muestra la densidad y
morfologia de las células AHPCs a las 24 horas de iniciados los diferentes estimulos. En la
parte inferior se muestran los mismos tratamientos, pero a las 48 horas. b) Representacion
grafica del ensayo de viabilidad celular WST-1, a la izquierda se muestra el ensayo a las 24
horas y a la derecha a las 48 horas de iniciado el tratamiento. Los datos se expresaron como
la media + SEM. Los resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de una via seguida
de la prueba post-hoc Dunnett. (Para 24 horas, Fis44 = 8.955; p < 0.0001. Para 48 horas,
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Fi444 = 144; p < 0.0001). ** p < 0.01 y *** p < 0.001. Las barras de escala representan 100
pm.

Se ha reportado que el EGF tiene un efecto primordialmente proliferativo [90,
91]. Nuestros resultados muestran que al bloquear el EGF del medio
condicionado y cultivar con este medio a las AHPCs durante 24 y 48 horas,
hubo una disminucion aproximada del 40% en la incorporacion de BrdU entre
las AHPCs tratadas con EGF y su contraparte el EGF en presencia del
anticuerpo neutralizante. Cuando se compararon los medios condicionados
(15 y 100%) contra sus respectivos tratamientos en presencia del anticuerpo
neutralizante del EGF se observé una disminucion del 50% de células en
proliferacion. El efecto es mayormente marcado a las 48 horas para el caso
del control (EGF vs EGF + anti-hEGF) con una disminucion de casi el 90%
de células que incorporaron BrdU, mientras que en los medios condicionados
la disminucion de células en proliferacién se mantuvo al 50% en presencia
del anti-hEGF (figura 24b). Por lo tanto, con este ensayo se corrobor6 que el
efecto proliferativo discreto observado con el medio condicionado se debe
esencialmente a la presencia del EGF.

Finalmente, el siguiente punto a evaluar, fueron los cambios en los fenotipos
celulares ante la ausencia de este factor en el medio condicionado durante

48 horas (diferenciacion).

a)

20ng EGF + 20ng bFGF MC 15% MC 15% + anti hEGF MC 100% MC 100% + anti hEGF

24 hrs

48 hrs
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(anti-hEGF)
24 hrs 48 hrs
100 == BrdU/DAPI
80 DAPI
60 e =2
@ &

:
1 |.|II| Ll

] Ll ] Ll 1 1 Ll LI} LI} LI | LI |

Q é’ e\oé’ .3 é’Q o\oé’ e\oé’

% Celulas positivas a BrdU/DAPI
(=N ,]

&
ée
OO LS OSRN
«"'\’ (9600 § Q<~° A & &
LR <P ¥ S

E <P o x° Ex’e® o
& ég x o\ & $ x
SEE ¢ & $EE o

PO A A

Figura 24. Efecto del anticuerpo neutralizante anti-hEGF en la proliferacion
de las células precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) tratadas con
diferentes diluciones (MC 15 y 100%) del medio condicionado proveniente
de las hNS/PCs-OE. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes
tratamientos; de izquierda a derecha: 20ng EGF + 20ng bFGF, MC 15%, MC 15% + anti-
hEGF, MC 100% y MC 100% + anti-hEGF. En la parte superior se muestran las células
AHPCs positivas a DAPI y BrdU/DAPI (flechas amarillas) a las 24 horas de iniciados los
diferentes estimulos. En la parte inferior se muestran los mismos tratamientos, pero a las 48
horas. b) Representacion grafica de los porcentajes de células positivas tanto a BrdU/DAPI
como DAPI en respuesta a los diferentes estimulos, a la izquierda se muestra la grafica las
24 horas y a la derecha a las 48 horas de iniciado el tratamiento. Los datos se expresaron
como la media + SEM. Los resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de una via
seguida de la prueba post-hoc Dunnett. Para 24 horas, Fe20 = 137.4; p < 0.0001. Para 48
horas, Fe20 = 1161; p < 0.0001. ** p < 0.01 y *** p < 0.001. Las barras de escala representan
100 pm.

En la figura 25 se muestra el analisis de los marcadores asociados al estadio
precursor y proliferativo de las AHPCs. En la figura 25a se muestran las
imagenes en donde se aprecia la disminucién en la expresion del marcador
Nestina y pH3 en presencia del anti-hEGF tanto en el tratamiento control

como en el tratamiento con el medio condicionado al 100%. En los conteos
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celulares mostrados en la figura 25b se aprecia en células tratadas con EGF
una disminucién aproximada del 80% de células positivas al marcador
Nestina en presencia del anti-hEGF. De igual manera, también se muestra
una disminucion del 50% en células tratadas con medio condicionado al
100% vy el anti-hEGF. Cuando se analiza al marcador pH3 también se
observan disminuciones tanto en células tratadas con EGF como con células
cultivadas en el medio condicionado al 100% en presencia del anticuerpo
neutralizante (disminuciones cercanas al 100%). Esto corrobora lo
determinado previamente con respecto al efecto proliferativo del EGF, y
también muestra el efecto de este factor sobre la expresién del marcador
neural Nestina, cuya presencia favorece su expresion y su ausencia la
inhibe. La conclusion de este analisis indicé que el EGF no sélo favorecio la
proliferacion de las AHPCs, sino que también mantuvo su estadio precursor,

corroborando lo observado en el apartado previo (figura 22b)

La figura 26 muestra el andlisis de los marcadores MAP2 y GFAP, los cuales
se expresan en neuronas y astrocitos, respectivamente. Las observaciones
mostraron que el anticuerpo neutralizante en el control de proliferacion
(20ng/ml EGF + 20ng/ml bFGF) favorece el fenotipo neuronal (incremento del
200%) lo cual era de esperarse ya que al bloquear al EGF las células tienen
al factor bFGF, el cual ha sido reportado como un factor promotor del estadio
neuronal [92, 93]. En cambio, el bloqueo del EGF en el medio condicionado
al 100% disminuyd la expresion de MAP2 aproximadamente un 80%, aunque
la expresion del marcador no era tan abundante en el tratamiento con el
medio condicionado sin el anti-hEGF (5% de las células positivas a MAP2).
Con respecto a la expresion de GFAP la situacion fue diferente, mientras que
el tratamiento del control de proliferacion con el anti-hEGF no mostro
diferencia significativa con respecto al mismo tratamiento sin el anticuerpo
neutralizante, el bloqueo del EGF en el medio condicionado al 100%
favorecié aun mas el fenotipo astrocitico (un incremento del 35% en el
namero de células positivas a GFAP). Esto sugiere que alguno o algunos de

los factores presentes en el medio condicionado estarian favoreciendo el
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fenotipo astrocitico, lo cual fue evidente al bloquear el EGF. Una de las
proteinas candidato para explicar este fendmeno es la interleucina-6 (IL-6).
De esta citocina se ha descrito su capacidad de inducir la diferenciacion
astrocitica en precursores neurales [94], y, como se observo en el apartado
previo, en nuestro modelo la IL-6 puede inducir la diferenciacion astrocitica
(figura 22).

El bloqueo del EGF del medio condicionado de las hNS/PCs-OE permitid
establecer dos cosas, primero: el efecto proliferativo y el mantenimiento del
estadio precursor observado en las AHPCs tratadas con el medio
condicionado esta dado por el factor de crecimiento epidérmico y segundo: el
efecto en la sobrevivencia y el fenotipo astrocitico de las AHPCs en
presencia del medio condicionado no es promovido por el EGF y se explica
de manera parcial por la presencia de la IL-6 (fenotipo astrocitico) (figura
22b). Faltaria por explorar otros candidatos para determinar toda la

fenomenologia que puede ser inducida con el medio condicionado.
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Figura 25. Evaluacion de la expresion de marcadores asociados al estadio
precursor y proliferativo (Nestina y pH3, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia del anticuerpo
neutralizante anti-hEGF en las diferentes diluciones del medio
condicionado (MC 15 y MC 100%) proveniente de las hNS/PCs-OE durante
48 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, primera linea: 20ng EGF + 20ng bFGF vy sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, segunda linea, MC 15% y MC 15% + anti-hEGF, de izquierda a
derecha, tercera linea, MC 100% y MC 100% + anti-hEGF. Con flechas amarillas se sefialan
las células positivas a la proteina pH3 (fosfo-histona 3). b) Representacion grafica de los
porcentajes de células positivas tanto a Nestina como a pH3 en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media £ SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. 20ng EGF + 20ng
bFGF versus 20ng EGF + 20ng bFGF + anti-hEGF, MC 15% versus MC 15% + anti-hEGF y
MC 100% versus MC 100% + anti-hEGF. Para Nestina, Fs,13 = 46.20; p = 0.0001. Para pH3,
Fe13 = 47.23; p = 0.0001. ** p < 0.01 y *** p < 0.001. Las barras de escala representan 50
pm.
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Figura 26. Evaluacion de la expresion de marcadores asociados al estadio
neuronal y astrocitico (MAP2 y GFAP, respectivamente) de las células
precursoras de hipocampo adulto (AHPCs) en presencia del anticuerpo
neutralizante anti-hEGF en las diferentes diluciones del medio
condicionado (MC 15 y MC 100%) proveniente de las hNS/PCs-OE durante
48 horas. a) Imagenes representativas de las AHPCs bajo los diferentes tratamientos; de
izquierda a derecha, primera linea: 20ng EGF + 20ng bFGF vy sin factores de crecimiento, de
izquierda a derecha, segunda linea, MC 15% y MC 15% + anti-hEGF, de izquierda a
derecha, tercera linea, MC 100% y MC 100% + anti-hEGF. b) Representacion grafica de los
porcentajes de células positivas tanto a MAP2 como a GFAP en respuesta a los diferentes
estimulos. Los datos se expresaron como la media + SEM. Los resultados fueron analizados
utilizando una ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Dunnett. 20ng EGF + 20ng
bFGF versus 20ng EGF + 20ng bFGF + anti-hEGF, MC 15% versus MC 15% + anti-hEGF y
MC 100% versus MC 100% + anti-hEGF. Para MAP2, Fes 13 = 70.95; p < 0.0001. Para GFAP,
Fe13 = 80.95; p < 0.0001. *p < 0.05, * p < 0.01 y ** p < 0.001. Las barras de escala
representan 50 pm.

VII.9 Evaluacion de la fosforilacion de los receptores al factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y TrkB en las células precursoras del
hipocampo adulto (AHPCs) bajo el tratamiento con el medio
condicionado obtenido de las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio humano (hNS/PCs-OE)
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Figura 27. Cinética de fosforilacién del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) en las células precursoras de hipocampo de ratén
adulto (AHPCs) tratadas con diferentes diluciones (MC 15, 50 y 100%) del
medio condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE. a) Imagen representativa
de las membranas tanto con el pEGFR (Tyr 1173) y el EGFR, asi como el control de carga
GAPDH cargadas con los diferentes lisados proteicos provenientes de las AHPCs bajo los
siguientes tratamientos: Sin tratamiento, EGF 20ng/ml, NT-4 50ng/ml, MC15%, MC 50% vy
MC 100% a los 5 min, 15 min, 45 min, 90 min y 180 min. b) Analisis densitométrico de la

fosforilacién de pEGFR normalizado contra GAPDH (derecha).

En los ensayos previos, se mostrO que el EGF presente en el medio
condicionado de las hNS/PCs-OE es un factor importante en el efecto
proliferativo y de mantenimiento del estadio precursor de las AHPCs. Se
sabe que dicho factor sefaliza a través de su receptor (EGFR) y que no sélo
activa a éste, sino que también es capaz de transactivar a otro receptor como
el TrkB [72], el cual también tiene efectos proliferativos en células troncales
de estirpe neural [88] y que al menos uno de sus ligandos también es
liberado (NT-4) por las hNS/PCs-OE. Por todo lo anterior, decidimos evaluar
la activacion de ambos receptores en nuestro modelo, para lo cual se
procedié a hacer una cinética de fosforilacion con las diferentes diluciones
del medio condicionado, asi como utilizar como controles la union de los
respectivos ligandos a su receptor. En la figura 27 se muestra la fosforilacién

del EGFR en lisados proteicos de AHPCs, dicha fosforilacion se normalizo
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con el receptor total y el control de carga GAPDH (figura 27b). En esta figura
se observa que el EGF, ligando de EGFR, activa al receptor desde los 5
minutos, la fosforilacion fue disminuyendo conforme transcurria el tiempo
hasta llegar a un nivel casi imperceptible en el gel del WB que se muestra en
la figura 27a en el tiempo mas largo (180 minutos). Los medios
condicionados al 50 y el 100% tuvieron un comportamiento muy parecido al
ligando, sobre todo cuando se normalizé contra GAPDH, ya que el receptor
total (EGFR) muestra variaciones en su expresion a lo largo del tiempo, lo
cual puede deberse al recambio o degradacion del receptor [95]. El tiempo
en donde se muestra la mayor fosforilacion en presencia del ligando fue a los
5 minutos. Con los medios condicionados al 50 y 100% fue a los 15 minutos,
mientras que con el medio condicionado al 15% el tiempo de mayor
fosforilacion ocurrié hasta los 45 minutos, probablemente por la menor

cantidad de ligando (EGF) presente en el medio.
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Figura 28. Cinética de fosforilacion del receptor cinasa asociado a
tropomiosina b (TrkB) en las células precursoras de hipocampo adulto
(AHPCs) tratadas con diferentes diluciones (MC 15, 50 y 100%) del medio
condicionado proveniente de las hNS/PCs-OE. a) Imagen representativa de las
membranas tanto con el pTrkB (Tyr 705) y el TrkB, asi como el control de carga GAPDH
cargadas con los diferentes lisados proteicos provenientes de las AHPCs bajo los siguientes
tratamientos: Sin tratamiento, EGF 20ng/ml, NT-4 50ng/ml, MC15%, MC 50% y MC 100% a
los 5 min, 15 min, 45 min, 90 min y 180 min. b) Andlisis densitométrico de la fosforilacién de

pTrkB normalizado contra GAPDH (derecha).

En la figura 28 se muestra la cinética de fosforilacion del receptor cinasa
asociado a tropomiosina b (TrkB) después de la estimulacion con un ligando
(NT-4), un no-ligando (EGF) y los medios condicionados a las tres diluciones
analizadas (15, 50 y 100%). A diferencia de lo observado en la figura
anterior, el ligando no fosforila al receptor, este fenbmeno ya ha sido
reportado previamente, sobre todo en células troncales de cerebro adulto
[96]. La explicacion se asocia a la necesidad del receptor de un estimulo
ademas del ligando para iniciar su activacion, probablemente un impulso
eléctrico [97], lo interesante de esta figura es que el no-ligando (EGF) si
favorece la fosforilacion del receptor, situacion que ha sido determinada
como una transactivacién previamente reportada para estos receptores
(EGFR y TrkB) en otros modelos [72]. Los medios condicionados también
fosforilan al receptor, debido a la presencia de EGF en el medio. El
comportamiento de la activacion tanto con el no-ligando y las diferentes
diluciones de medio condicionado es el mismo, siendo el pico mas alto de
activacion a los 5 minutos en todas las condiciones, aunque la intensidad no
es la misma entre diluciones, siendo la mas diluida (MC 15%) la de menor
intensidad (figura 28b). La fosforilacion de TrkB en cada condicién se
normalizd tanto con el receptor total como con GAPDH ya que se observé
una variacion en la expresion del receptor total.

Una manera de determinar el efecto del EGF presente en el medio

condicionado sobre la activacion de su propio receptor y sobre todo de la
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transactivacion con TrkB fue bloquear al factor dentro del medio

condicionado, para lo cual se utilizé el anticuerpo neutralizante anti-hEGF.
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Figura 29. El anticuerpo neutralizante anti-hEGF bloquea la fosforilacion

de los receptores EGFR y TrkB inducidos por el medio condicionado. a) En

la parte superior se muestra la imagen representativa de las membranas tanto con el pEGFR
(Tyr 1173) y el EGFR, asi como el pTrkB (Tyr 705) y el TrkB y el control de carga GAPDH
cargadas con los diferentes lisados proteicos provenientes de las AHPCs bajo los siguientes
tratamientos: Sin tratamiento, EGF 20ng/ml, EGF 20ng/ml + anti-hEGF, MC 15%, MC 15% +

anti-hEGF, MC 50%,

MC 50% + anti-hEGF, MC 100% y MC 100% + anti-hEGF. b) En la
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parte inferior se indica el analisis densitométrico de la fosforilacion de pEGFR normalizada
contra GAPDH y de la fosforilacion de pTrkB contra GAPDH. Los datos se expresaron como
la media £ SEM. Los resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de una via seguida
de la prueba post-hoc Bonferroni. 20ng/ml EGF versus 20ng/ml EGF + anti-hEGF, MC 15%
versus MC 15% + anti-hEGF, MC 50% versus MC 50% + anti-hEGF and MC 100% versus
MC 100% + anti-hEGF. Para pEGFR/GAPDH, Fs17 = 26.62; p < 0.0001; p < 0.0001; para
pTrkB/GAPDH, Fs17 = 612.6; p < 0.0001. * p < 0.05, * p < 0.01 y *** p < 0.001.

En la figura 29 se muestra el resultado del blogueo del EGF en el medio
condicionado. En la segunda y tercera columna se muestra un control con
EGF (factor puro) y otro con el factor en presencia del anticuerpo
neutralizante. Se observa una disminucion de mas del 60% en el caso de la
fosforilaciéon del EGFR y una de casi el 90% de la fosforilacion de TrkB
normalizadas con GAPDH (figura 29a y 29b). La situacién con los medios
condicionados fue la misma, una reduccién en la fosforilacion de EGFR de
mas del 60% y una de casi el 90% de TrkB. Con esto se comprueba que el
efecto del medio condicionado en la fosforilacién de los receptores EGFR y
TrkB se debe al EGF presente en el medio.

Finalmente, con esta serie de ensayos se determiné que el EGF es el factor
que estda promoviendo la activacion de dos receptores intimamente

relacionados con proliferacién y sobrevivencia celular (EGFR y TrkB).
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Figura 30. Efecto de los inhibidores de la Src, PP1 y PP2, en la
fosforilacion de los receptores EGFR y TrkB en presencia del medio
condicionado a los 5 minutos de iniciados los tratamientos. a) Imagen
representativa de las membranas tanto con el pEGFR (Tyr 1173), el EGFR, el pTrkB (Tyr
705) y el TrkB asi como el control de carga GAPDH cargadas con los diferentes lisados
proteicos provenientes de las AHPCs bajo los siguientes tratamientos: esquina superior
izquierda; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PPl y PP2), 20ng/ml de EGF
(Tratamiento), 20ng/ml de EGF + PP1, 20ng/ml de EGF + PP2 y 20ng/ml de EGF +
PP1/PP2; esquina superior derecha; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PP1 y PP2),
MC 15% (Tratamiento), MC 15% + PP1, MC 15%+ PP2 y MC 15% + PP1/PP2; esquina
inferior izquierda; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PP1 y PP2), MC 50%
(Tratamiento), MC 50% + PP1, MC 50%+ PP2 y MC 50% + PP1/PP2; esquina inferior
derecha; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PP1 y PP2), MC 100% (Tratamiento),
MC 100% + PP1, MC 100%+ PP2 y MC 100% + PP1/PP2. b) Andlisis densitométrico de la
fosforilacion de EGFR normalizado contra EGFR (izquierda) y de la fosforilacién de TrkB
normalizado contra TrkB (derecha). Los datos se expresaron como la media + SEM. Los
resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-
hoc Bonferroni. Para pPEGFR/EGFR, factor A (tratamiento) Fs1s = 11.57, p = 0.0002; factor B
(proteina fosforilada) Fs1s = 85.37, p < 0.0001 y su interaccion Fis1s = 2.553, p = 0.0304.
Para pTrkB/TrkB, factor A (tratamiento) Fsis = 125.2, p < 0.0001; factor B (proteina
fosforilada) Fs,18 = 423.4, p < 0.0001 y su interaccion Fis,18 = 13.77, p < 0.0001. *** p < 0.001.
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Una vez descrito el fendbmeno de transactivacion en las AHPCs entre los
receptores EGFR y TrkB, lo siguiente fue determinar el mecanismo de
accion. Se ha descrito ampliamente que la cinasa Src fosforila varios
residuos tirosina de varias proteinas, entre ellas TrkB [72, 98]. Para probar
que la fosforilacion de esta cinasa regula la fosforilacién del residuo tirosina
de TrkB en nuestro modelo, se realiz6 la inhibicion de la misma mediante el
uso de dos inhibidores, PP1 y PP2. Estos inhibidores tienen una afinidad por
esta cinasa y el bloqueo de ésta nos permitiria ver solamente la fosforilacion
de EGFR y no la de TrkB en presencia tanto del ligando como del medio
condicionado. En la figura 30b se muestra el andlisis densitométrico de los
diferentes tratamientos (EGF y medios condicionados) en presencia o
ausencia de los inhibidores. El andlisis se realiz6 a los 5 minutos. La
normalizacion de cada fosforilacion se hizo con respecto a su total. Al revisar
la fosforilacion de EGFR se observé lo esperado, es decir, no hubo un
cambio debido a la presencia de los inhibidores, sin embargo, TrkB en
presencia del inhibidor PP1 incrementé su fosforilacion. Lo anterior se puede
explicar por el hecho de que el inhibidor también es afin a otras cinasas,
como Csk [99, 100]. El bloqueo de esta cinasa inhibe la fosforilacién
inhibidora sobre Src, por lo que la Src queda en un estado de conformacién
favorable para su autofosforilacion y por lo tanto permite una mayor
activacion del receptor como TrkB, de acuerdo con lo observado en la figura
30b.
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Figura 31. Efecto de los inhibidores de la Src, PP1 y PP2, en la
fosforilacién de los receptores EGFR y TrkB en presencia del medio

condicionado a los 45 minutos de iniciados los tratamientos. a) Imagen
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representativa de las membranas tanto con el pEGFR (Tyr 1173), el EGFR, el pTrkB (Tyr
705) y el TrkB asi como el control de carga GAPDH cargadas con los diferentes lisados
proteicos provenientes de las AHPCs bajo los siguientes tratamientos: esquina superior
izquierda; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PPl y PP2), 20ng/ml de EGF
(Tratamiento), 20ng/ml de EGF + PP1, 20ng/ml de EGF + PP2 y 20ng/ml de EGF +
PP1/PP2; esquina superior derecha; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PP1 y PP2),
MC 15% (Tratamiento), MC 15% + PP1, MC 15%+ PP2 y MC 15% + PP1/PP2; esquina
inferior izquierda; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PP1 y PP2), MC 50%
(Tratamiento), MC 50% + PP1, MC 50%+ PP2 y MC 50% + PP1/PP2; esquina inferior
derecha; sin tratamiento, solamente los inhibidores (PP1 y PP2), MC 100% (Tratamiento),
MC 100% + PP1, MC 100%+ PP2 y MC 100% + PP1/PP2. b) Analisis densitométrico de la
fosforilacion de EGFR normalizado contra EGFR (izquierda) y de la fosforilacion de TrkB
normalizado contra TrkB (derecha). Los datos se expresaron como la media + SEM. Los
resultados fueron analizados utilizando una ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-
hoc Bonferroni. Para pEGFR/EGFR, factor A (tratamiento) Fs1s = 4.049, p = 0.0231; factor B
(proteina fosforilada) Fs1s = 14.11, p = 0.0029 y su interaccién Fis1s = 1.242, p = 0.3270.
Para pTrkB/TrkB, factor A (tratamiento) Fsis = 2.491, p = 0.0931; factor B (proteina
fosforilada) Fs,1s = 28.94, p = 0.0004 y su interaccion Fis18 = 1.254, p = 0.3201. * p < 0.05.

Después de lo obtenido en el experimento anterior, y tomando en cuenta lo
reportado por otros autores [101-103], se repitieron las condiciones previas,
pero a un mayor tiempo, esto es, 45 minutos. Todo esto para darle tiempo al
inhibidor de unirse primordialmente a la proteina Src, mas que a Csk y asi
determinar si efectivamente la transactivacién se debia a la proteina Src. De
acuerdo con lo observado en la figura 31b, al analizar la fosforilacion del
EGFR, no se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos; sin
embargo, al analizar la fosforilacion de TrkB, el tratamiento con el medio
condicionado al 100% mostré una diferencia significativa entre el tratamiento
con el medio y el tratamiento en presencia del inhibidor PP2, con una
disminucion de la fosforilacion en esta dltima condicion. También el
tratamiento con el ligando (EGF) y su inhibicion con PP2 muestra una
tendencia a disminuir la fosforilacién del receptor, aunque no llega a ser
significativa. Por lo tanto, a diferencia de lo observado en otros modelos [72],
el inhibidor PP2 impidié la fosforilacion de TrkB en presencia del medio
condicionado al 100%, por lo que podemos pensar que inhibié a la proteina
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Src, de tal manera que dicha inhibicion comprueba que el fenbmeno de
transactivacion al 100% del medio condicionado se encuentra mediada por la
cinasa, tal y como se ha reportado en otros modelos [103, 104]. En
conclusion, estos resultados mostraron que el medio condicionado utiliza
para mantener a las AHPCs en estadio proliferativo y precursor la activacion
del EGFR vy la transactivacion de TrkB. Seria importante para continuar este
trabajo determinar la activacion de los demas receptores involucrados en los

otros efectos de dicho medio sobre las AHPCs.

VIII. DISCUSION

Los resultados obtenidos cumplieron los objetivos propuestos; la
caracterizacion de las células troncales/progenitoras del epitelio olfatorio
humano (hNS/PCs-OE), la caracterizacion de las proteinas solubles que
secretaron y finalmente, el efecto de lo secretado por estas células en otras
células (AHPCs) pertenecientes a uno de los nichos neurogénicos del

cerebro adulto: el giro dentado del hipocampo.

Al analizar los resultados de la caracterizacion de las hNS/PCs-OE se
observaron dos aspectos importantes; la expresion del marcador de células
troncales neurales, Nestina, disminuyd cuando las hNS/PCs-OE fueron
sometidas a un protocolo de diferenciacion con &cido retinoico (RAFskShh)
pero no dejé de expresarse, como ocurre en otros protocolos con células
troncales neurales del sistema nervioso central (SNC) [105, 106]. De acuerdo
a lo reportado en la literatura, este protocolo favorece el linaje colinérgico en
las neuronas generadas [70], lo anterior correlacionaria con la expresion del
marcador después del tratamiento, ya que también se ha reportado que, un
tipo de linaje en donde se expresa esta proteina, es el colinérgico [107, 108]
aunque faltaria confirmar si el linaje de las neuronas generadas es el
reportado y una manera de hacerlo es mediante la busqueda del
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) [109]. Otro aspecto por
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considerar es la expresion de la isoforma de bajo peso molecular de MAP2
(aproximadamente 70 kDa) y no la de alto peso molecular (entre 240 y 280
kDa), la cual ha sido ampliamente reportada en el sistema nervioso central y
cuya expresion correlaciona con neuronas maduras. El hecho de no
favorecer la expresién de la isoforma de alto peso molecular, pero si la de
bajo peso molecular en las hNS/PCs-OE diferenciadas bajo este protocolo,
probablemente se deba a dos fendmenos: el primero, a que estas células no
se encontraban totalmente maduras y por ello solamente expresaron la
isoforma pequefia. Cabe sefialar que su expresidn correlaciona con procesos
como neuritogénesis, lo cual indicaria que ya son neuronas, pero que se
encuentran en el proceso de maduracion [110, 111] El segundo fenbmeno se
debe a la expresion de esta isoforma en neuronas de estadio prenatal y en el
sistema olfatorio [112], region de la cual fueron extraidas las hNS/PCs-OE
[39]. Otra proteina que disminuyd su expresion y en algunas células se dejé
de expresar con el tratamiento de diferenciacion (figura 7e) fue BlII tubulina,
una proteina de citoesqueleto presente en neuronas inmaduras [113] y cuya
disminucion en la expresion corroboraria la salida del estadio inmaduro de
las hNS/PCs-OE debido al tratamiento. Finalmente, la nula expresion de la
proteina Ki67 en las células tratadas con la mezcla (RAFskShh), indico la
ausencia de proliferacion en estas células [114], hecho que sugiere que el
tratamiento favorecié el paso de las células del estadio neuroblastico a uno

mas comprometido.

Con respecto al andlisis de los factores solubles presentes en el medio
condicionado se observo que uno de los factores detectados por el arreglo
precargado con anticuerpos fue el EGF, factor agregado a las hNS/PCs-OE
junto con el bFGF para promover su proliferacion y 6ptimo crecimiento. La
identificacion del EGF en el medio condicionado fue algo sorpresivo ya que
se ha reportado que la vida media del factor va de 30 minutos a 4 horas [95].
Este hecho no nos permitioé definir si las hNS/PCs-OE tienen la capacidad de
producir y liberar éste factor al medio debido a una fosforilacion de su

receptor lo que podria tener como resultado final la sintesis de mas ligando
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[115, 116]. Lo anterior se podria demostrar realizando una cinética en donde
se estimularia al receptor EGFR con el ligando EGF durante diferentes
tiempos (minutos a horas) y recuperar a las células para determinar, ya sea
por WB o ELISA si las células estan sintetizando el ligando en respuesta a la
fosforilacion del receptor. Ademas ha sido ampliamente reportado que, de
acuerdo con el estimulo la célula responde, es decir, si se cultiva a las
células bajo condiciones estandarizadas de crecimiento o bajo otro estimulo,
el perfil de secrecion es diferente [117]. Utilizando esta premisa, varios
grupos de trabajo han probado precondicionar sus medios, es decir, darle a
la célula el estimulo necesario (ya sea con un factor o una condicidn
determinada como hipoxia) para favorecer la secrecién de algin o algunos
factores de interés [118, 119]. Para este caso en particular, el estimulo con
los factores de crecimiento favorecio la secrecion de mas de 40 proteinas
implicadas en diversas funciones. Dichas funciones incluyen proliferacion,

migracion y crecimiento neuritico (figura 9c).

Antes de evaluar algunos de los eventos involucrados en el proceso
neurogénico, como son la proliferacion y diferenciacion neural, primero se
establecieron las condiciones de aplicacion del medio condicionado sobre las
AHPCs. Es importante mencionar que el modelo es muy patrticular, ya que la
modificacion del medio de cultivo y sus suplementos provocan cambios que
si no se controlan no hubieran permitido los analisis realizados en el proceso
neurogénico. Por ello fue necesario adaptar a las hNS/PCs-OE al medio en
el que crecen las AHPCs y asi asegurar que el medio condicionado tuviera la
misma base en donde se cultivan las AHPCs, ademas de que no se sabia si
alguna o algunas de las moléculas liberadas tuvieran algun efecto toxico en
las AHPCs. Por todo lo anterior, el primer analisis fue un ensayo de viabilidad
celular utilizando diferentes diluciones del medio condicionado durante 24 y
48 horas. Los resultados mostraron que una gran parte de las diluciones del
medio condicionado fueron capaces de mantener la viabilidad de las AHPCs

e incluso, a las 24 horas, no se encontraron diferencias significativas con
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respecto al control de proliferacién (figura 10b) lo cual sugeria algun efecto

proliferativo.

Al observar el porcentaje de células que incorporaron BrdU con los
tratamientos a las diferentes diluciones de medio condicionado, comparados
contra el control de proliferacion, mostraron una disminucién, pero siguieron
siendo mayores que el medio sin factores de crecimiento (figura 11b), es
decir, el medio condicionado permitié la proliferacion de las células que
todavia respondieron a los factores de crecimiento que estimulan esta
condicion. La razon de que no haya una respuesta concentracién-respuesta,
es decir, la tasa de proliferacion sea practicamente la misma entre las tres
diluciones de medio condicionado analizadas, probablemente se deba a que
las diferentes poblaciones favorecidas en cada dilucion de medio
condicionado expresan los receptores de los factores de crecimiento
suficientes para generar el mismo efecto proliferativo [120], hecho apoyado
por la identificacion del receptor para el EGF en las células AHPCs (figura
27)

El proceso de diferenciacidn en modelo murino es muy rapido en el sentido
de que los cambios en la expresion de marcadores y determinacion de
fenotipos se dan incluso a las 24 horas de iniciado el estimulo (datos no
mostrados; Overall Ruppert y colaboradores; manuscrito en preparacion), en
comparacion con el modelo humano, cuyos cambios se comienzan a
observar hasta 21 o 28 dias después de iniciado el tratamiento [121] in vitro.
La importancia de que el modelo responda rapidamente a los estimulos
radica en que se aplique el medio condicionado; es decir, un medio
condicionado obtenido es un medio agotado, un medio que la célula ya usé y
gue se sabe contiene muchos factores solubles, pero también que ya no
tiene muchos aminoacidos y en algunos casos el pH se encuentra
ligeramente acidificado (lo cual debe evitarse). Por lo tanto, para realizar un
ensayo de diferenciacion hay que considerar los cambios de medio y por esa

razon se tomaron los tres tiempos mostrados en los resultados y en cada
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cambio se tomaban muestras y al final se analizaron los fenotipos celulares
presentes en cada cambio. El resultado mostré que a las primeras 48 horas
de tratamiento se favorecieron dos fenotipos, uno precursor y otro astrocitico,
en esta ocasion si hubo un comportamiento concentracion-dependiente
(figura 12 y 13). El méas notorio fue el medio condicionado al 15%, condicion
que no promovia la presencia de células precursoras, pero tampoco
astrocitos o neuronas, probablemente el fenotipo de las células correspondia
a neuronas o astrocitos inmaduros o incluso oligodendrocitos, ya que estos
fenotipos no fueron determinados en el ensayo. En el siguiente tiempo (96
horas), los medios condicionados al 15 y 50% seguian sin favorecer algun
fenotipo de los analizados, en cambio el medio condicionado al 100%
favorecia aun mas el fenotipo astrocitico, y seguia disminuyendo el
precursor. En el ultimo tiempo, el medio condicionado al 100% sélo mantuvo
a la poblacién favorecida (astrocitos) mientras que la poblacion precursora se
encontraba muy disminuida. Con respecto a las otras diluciones, las células
se encontraban afectadas, y no se favorecié la presencia de los fenotipos
analizados. El control sin factores de crecimiento también favorecié la
diferenciacion astrocitica, como se ha reportado previamente [81], dicho
protocolo de diferenciaciébn es muy agresivo ya que la cantidad de células
que sobreviven es muy pequefia, en cambio con el medio condicionado las
células se mantuvieron en buen numero y aparentemente sanas

(sobrevivencia).

Determinado el efecto del medio condicionado sobre las AHPCs, se
analizaron los mecanismos de sefalizacion que se activaron con dicho
medio. Las vias de sefalizacion involucradas con el proceso neurogénico
(proliferacion, migracion y diferenciacion) de las células troncales neurales
son PI3K/Akt [122], mTOR [123], MAPK [83], Jak/STAT y Notch [124], entre
otras. Utilizando un arreglo precargado con anticuerpos que permiten
identificar proteinas fosforiladas o escindidas relacionadas a las vias de
sefalizacion antes mencionadas y otras mas. Se determino el perfil de

activacion de las AHPCs inducido por las diferentes diluciones de medio
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condicionado. Cuando se compararon con respecto al control de
proliferacion, el nivel de activacion fue muy similar, las diferencias se
observaron en el tratamiento con el medio condicionado al 50% (figura 18),
en donde la activacion fue mayor que el control. Una de las vias favorecida
por el tratamiento con el medio condicionado al 100% fue la de Jak/STAT, de
la cual se ha reportado su activacion durante la diferenciacion astrocitica [87,
125]. Lo anterior correlacionaria con el fenotipo observado durante todo el
proceso de diferenciacion analizado in vitro con el medio condicionado al
100% (figuras 13,15 y 17). Al revisar las proteinas detectadas en el arreglo
(figura 9b), se encontré que una de las citocinas detectadas, la interleucina-6
(IL-6), tiene un efecto sobre la diferenciacién astrocitica en las células
troncales neurales, cuya via de sefalizacién es activada a través de Stat3
[126], ademas de que el EGF presente en el medio condicionado sefializa a
través de Erk 1/2 asi como PI3K/Akt para ejercer su funcion proliferativa
[127]. Por lo tanto, ambas proteinas fueron candidatas para evaluar su
funcion en las AHPCs. Las concentraciones determinadas para ambos
factores en el medio condicionado fueron las utilizadas para la realizacion del
ensayo de diferenciacién con los compuestos puros (figura 22), el resultado
mostro que la IL-6 favorece el linaje astrocitico, aunque la mezcla de factores
(EGF e IL-6) no reprodujo los fenotipos favorecidos por el medio
condicionado, por lo tanto, aunque los dos factores analizados tienen un
papel importante en el efecto global del medio condicionado, no explican en
su totalidad dicho efecto (sobrevivencia y diferenciacion astrocitica), por lo
que existen otras proteinas candidato que necesitan ser validadas para
explicar cuéles de los factores liberados por las hNS/PCs-OE, en su
conjunto, mimetizan el efecto completo del medio condicionado sobre las
AHPCs.

Una vez establecido el efecto del EGF en las AHPCs, se determind el
impacto funcional del blogueo del EGF del medio condicionado en las
AHPCs. Se observé que las células dejaron de proliferar (figura 24) pero, en
general, no perdieron su viabilidad (figura 23), corroborando el efecto
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proliferativo de EGF, previamente reportado [128] y observado en nuestro
modelo (figura 22). Sin embargo, ademas de perder capacidad proliferativa,
las AHPCs dejaron de expresar a la proteina Nestina, lo que indica la pérdida
del estadio precursor, por lo tanto, el EGF presente en el medio
condicionado, mantiene el estadio proliferativo y precursor de las AHPCs. El
hecho de bloquear al EGF del medio condicionado, permitio definir cuales de
los efectos se debian al factor y cuales no. En la figura 26 se aprecia que el
uso del anticuerpo neutralizante favorecié aun mas el fenotipo astrocitico, por

lo que ese efecto es explicado en gran medida por la IL-6 (figura 22).

La interleucina-6 es una citocina cuya funciéon ha sido ampliamente descrita
en el sistema nervioso central [126], dicha funcion se encuentra asociada al
proceso de gliogénesis a través de la fosforilacion de Stat3, su dimerizacion y
posterior translocacion al nucleo, asi como su union al promotor del gen para
GFAP, un filamento intermedio especifico de astrocitos, utilizado como un
marcador de astrocitos maduros [94, 129]. En la figura 9 se aprecia que
dicha citocina se encuentra dentro del grupo de 10 proteinas con mayor
abundancia detectadas en el arreglo. Al utilizarla sobre las AHPCs indujo la
expresion de GFAP ademas de una morfologia caracteristica de los
astrocitos (forma estrellada) (figura 22). El favorecimiento en la expresion de
GFAP y el cambio morfolégico de las AHPCs que expresaron este marcador
en presencia del anticuerpo neutralizante anti-hEGF (figura 26), asi como
fosforilacion de Stat3, inducida por medio condicionado, detectado en el
arreglo (figura 18) nos llevd a proponerla como una protagonista de los
principales efectos del medio condicionado obtenido a partir de las hNS/PCs-
OE, es decir, en la formacion de astrocitos. En los ultimos afios se ha
descrito la importancia de los astrocitos en el sistema nervioso central, sus
funciones incluyen el acoplamiento neurovascular, la estabilizacion de la
barrera hematoencefalica, la regulacion de la funcion sinaptica, la
homeostasis ionica, el aclaramiento del neurotransmisor, la regulacién de las
formas de onda del potencial de accion, la plasticidad sinaptica y la
regulacion de comportamientos tales como el suefio [130]. Todo esto ha
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permitido ver a los astrocitos como un componente celular con funciones mas
alla de las de soporte neuronal. Se ha reportado que en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington los cambios en la
homeostasis de glutamato, GABA y K+ mediada por astrocitos, lo cual
contribuiria a una disfuncion neuronal [131]. Otra enfermedad en donde
deficiencias en los astrocitos explican la muerte celular de neuronas motoras
es la Esclerosis Lateral Amiotréfica, un estudio mostré que astrocitos
derivados de células troncales pluripotentes inducidas (IPSCs) obtenidos de
pacientes dafian el mecanismo de autofagia en las neuronas motoras
obtenidas de las IPSCs de los mismos pacientes [132]. Por altimo, un reporte
también con astrocitos derivados de IPSCs, pero de pacientes con
enfermedad de Alzheimer, tanto esporadico como familiar, mostraron atrofia,
lo cual explicaria la temprana disfuncion sinaptica debida a la inhibicion de la
interaccidn astrocito-sinapsis y la interrupcion de las redes astrogliales
funcionales [133]. Por lo tanto, los astrocitos se convierten en un blanco
terapéutico para buscar otras opciones de tratamiento para este tipo de
padecimientos. El medio condicionado obtenido de las hNS/PCs-OE favorece
el fenotipo astrocitico, en gran parte por la presencia de IL-6, el siguiente
paso es aplicarlos a modelos animales, por ejemplo, de enfermedades como

las mencionadas anteriormente.

El EGF activa varios mecanismos de sefializacion a través de su receptor
(EGFR) [134], se ha reportado que en el sistema nervioso central este factor
puede transactivar al receptor TrkB [72]. En neuronas maduras la activacion
de este receptor ha sido ampliamente descrita en los procesos de
sobrevivencia y maduracion sinptica [135], sin embargo, en células
troncales neurales se ha asociado mayoritariamente a la proliferacion [88].
Una manera de abordar uno de los mecanismos de accion activados por el
medio condicionado de las hNS/PCs-OE es a través de la activacion de
ambos receptores (EGFR y TrkB) dado que el EGF se encuentra en dicho
medio. En las figuras 27 y 28 se observa el fenbmeno de transactivacion

tanto con el EGF como con las diferentes diluciones del medio condicionado.
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Un fendbmeno que se observd en estos ensayos fue que el ligando de TrkB,
NT-4, no fosforild al receptor. Esto ya ha sido reportado por otros grupos de
trabajo [96] y se le atribuye a la ausencia de estimulos adicionales, como
pudiera ser la estimulaciébn eléctrica que estd presente en ambientes
propiamente neuronales y no en células inmaduras como las AHPCs [97].
Una vez descrito el mecanismo de transactivacion en nuestro modelo se
corroboré que la activacion de ambos receptores por el medio condicionado
era por el EGF presente en dicho medio. Se evaluo la capacidad del medio
condicionado de fosforilar a ambos receptores en presencia del anticuerpo
neutralizante y se observd que el EGF presente en el medio condicionado
era el responsable de ambas fosforilaciones (figura 29). Establecido el
fenébmeno de transactivacién causado por el EGF presente en el medio
condicionado lo siguiente fue evaluar el probable mecanismo de
transactivacion, para lo cual se utilizaron dos inhibidores de la cinasa Src, la
cual se ha reportado como la responsable de la transactivacion del receptor
TrkB, que es fosforilada a su vez por la fosforilacion de EGFR. Se observé
que, en un tiempo corto, uno de los inhibidores, PP1, promovié la
fosforilacién de TrkB en lugar de disminuirla, como se hubiera esperado. Lo
anterior se debié probablemente a que el inhibidor no es exclusivo de Src,
aunque su constante de afinidad es de las méas altas con respecto a otros
miembros de la familia [101]. Este inhibidor también tiene como blanco a Csk,
una cinasa que regula negativamente a Src, es decir, si Csk se encuentra
fosforilada, no se fosforila Src. En cambio si se bloquea la fosforilacién de
Csk se lleva a cabo la fosforilacion de Src, lo cual se ve reflejado en el
incremento en la fosforilacion de TrkB [136], lo anterior promueve a que sea
un evento meramente competitivo en donde el inhibidor va a bloquear en
primera instancia a Csk antes que Src y por ello se obtendria el fenémeno
presentado en nuestro experimento (figura 30). Al dejar mas tiempo el
tratamiento en presencia del inhibidor, practicamente ya no se encontro
efecto alguno (figura 31), es decir, se asume que el inhibidor esta actuando

sobre las dos cinasas, dejando un efecto neutro. Sin embargo, el inhibidor
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PP2 si mostré6 un efecto sobre Src y se observé una disminucién en la
fosforilacion de TrkB mas no en la de EGFR, que era lo esperado. Por lo
tanto, se concluimos que la fosforilacion de TrkB se debid a una fosforilacion

de Src que a su vez es activada por EGFR.

IX. CONCLUSIONES

El avance en el aislamiento, caracterizacion y expansion de las células
troncales de tejido adulto ha permitido el uso de estas células en Medicina
Regenerativa [137, 138]. Las células troncales/progenitoras del epitelio
olfatorio obtenidas mediante un exfoliado nasal son muy atractivas debido a
su facil y rapida obtencion [39, 139, 140]. El presente trabajo se encarg6 de
caracterizar a las células troncales/progenitoras en dos niveles: 1) las
proteinas expresadas por las células en condiciones proliferativas y
diferenciadas (capacidad de autorrenovacion y generacion de neuronas a
partir de un estimulo neurogénico) y 2) lo que son capaces de liberar al
medio en respuesta a un estimulo proliferativo, es decir, una aproximaciéon a
su secretoma. Los resultados mostraron que las hNS/PCs-OE liberan
factores de crecimiento y citocinas involucradas en la proliferacion, migracion
y diferenciacion de células troncales embrionarias, neurales y
mesenquimales. Por otro lado, la terapia libre de células ha mostrado
resultados positivos en algunos modelos [64]. Utilizando el medio enriquecido
con factores solubles secretados por las hNS/PCs-OE se buscé probar su
efecto sobre el potencial neurogénico de las AHPCs con la finalidad de
caracterizar dicho efecto para posteriormente buscar la aplicacion de ese
medio en algin modelo murino y validar mas adelante su uso en humanos.
Los ensayos mostraron un moderado efecto proliferativo y el mantenimiento
del estadio precursor, asi como una diferenciacién astrocitica en un tiempo
corto (48 horas) y el mantenimiento de la diferenciacion astrocitica en un

tiempo largo (7 dias). Se determinaron las vias de sefializacion activadas por
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el estimulo del medio condicionado, dichas vias fueron: MAPK, PI3K/Akt,
MTOR y Jak/STAT. Estos resultados permitieron proponer al EGF y la IL-6
como probables candidatos de los efectos realizados por el medio
condicionado sobre las AHPCs. El bloqueo del EGF del medio condicionado
inhibid la activacion de los dos receptores (EGFR y TrkB), la proliferacion y el
mantenimiento del estadio precursor de las AHPCs, por lo tanto, se puede
pensar que el EGF, a través de la activacion de ambos receptores, controla
la autorrenovacién y el mantenimiento del estadio precursor de una parte de
la poblacion de las AHPCs. Por otro lado, una parte de la poblacion
respondi6 a otro u otros factores para comprometerse a un fenotipo
astrocitico; una proteina candidato de este Udltimo fendmeno fue la
interleucina-6, la cual fue probada y de la cual se corrobor6 su efecto en la
diferenciacion astrocitica de las AHPCs. Sin embargo, la combinacion de
ambos factores (EGF + IL-6) no reprodujo el efecto observado por el medio
condicionado, lo que indic6 que existen otros factores dentro del medio
condicionado que estan influyendo en el efecto sobre las AHPCs. Nuestros
resultados indican que el medio condicionado obtenido a partir de las
hNS/PCs-OE puede modificar el potencial neurogénico de las AHPCs
favoreciendo la formacion de astrocitos, los cuales han tomado una enorme
importancia en los Ultimos afios debido a sus funciones como son la
regulacion de la funcion sinaptica, la homeostasis iénica, el aclaramiento del
neurotransmisor, la regulacién de las formas de onda del potencial de accion,
entre otras. La aplicacion de este medio condicionado en un modelo murino
de alguna enfermedad neurodegenerativa en donde la funcion astrocitica
esté comprometida seria el siguiente paso, aunque siempre existe el riesgo
de que el fendmeno observado in vitro no se reproduzca in vivo, debido a las
demas interacciones que se conocen del nicho neurogénico [141, 142] y que

se encuentran en el modelo in vivo.

102

——
| —



X. PERSPECTIVAS

Probar otras proteinas candidato que permitan determinar y explicar el
efecto global del medio condicionado, las primeras a considerar serian
el factor de crecimiento fibroblastico-7 (FGF-7) (sobrevivencia celular)
y DKkk1 (fenotipo astrocitico)

Probar el efecto del medio condicionado in vivo, mediante aplicaciones
del mismo ya sea de manera intracraneal o por via nasal (menos
invasivo) en un modelo neurodegenerativo como el modelo murino de
Alzheimer (triple transgénico) y evaluar si hay recuperacion en la
memoria mediante pruebas de conducta, asi como el analisis
inmunohistoquimico de marcadores relacionados a proliferacion
diferenciacion y maduracién neural.

Determinar el efecto del medio condicionado obtenido de las
hNS/PCs-OE sobre un modelo de células troncales neurales humanas
y corroborar que tan parecido o diferente es con respecto a lo

observado en el modelo murino.
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