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Resumen

La  generaci6n  de nuevas  neuronas  se denomina neurog6nesis.  En  individuos  adultos  este

proceso ocurre s6lo en lugares especificos del sistema nervioso, tales como  el hipocampo,

1a  zona   subventricular   (SVZ)   y   el   epitelio   olfatorio.   En   este  tiltimo,   el  proceso   de

neurogenesis  involucra  la  proliferaci6n  de  precursores  neuronales  que  provienen  de  las

c61ulas troncales que se encuentran en la capa basal del epitelio, estos precursores migran y

se diferencian hasta neuronas  sens'oriales maduras.  Se ham identiflcado diferentes  factores

involucrados en la neurog6nesis, como el factor de crecimiento  epidermal (EGF),  el factor

de crecimiento fibrobldstico-2 (FGF-2) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF). EI LIF es

una  citoquina  hematopoy6tica   que  ha  sido   implicada  en   la  regeneraci6n  del   epitelio

olfatorio  estimulando  la proliferaci6n de los precursores neuronales.  Resultados obtenidos

con  cultivos  primarios  de  precursores  neuronales  del  epitelio  olfatorio  indican  que  LIF

actuaria aumentando la expresi6n de iNOS, sugiriendo que el 6xido nftrico (NO) podria ser

un  segundo  mensajero  de LIF.  El  objetivo  de  esta tesis  fue  determinar si  LIF  estimula la

proliferaci6n  de  los  precursores  neuronales  y  c61ulas  troncales  del  epitelio  olfatorio,  a

trav6s  de un  aumento  de  la  expresi6n de  iNOS.  Como  modelo  experimental  se utilizaron

cultivos  de  c61ulas  derivadas  de neuroesferas.  En  estas  c6lulas  se  evalu6  la  expresi6n  de

iNOS,  ademas  de  la  proliferaci6n  y  diferenciaci6n  celular  en  respuesta  a  LIF.  Nuestros

resultados  indican  que  las  c6lulas  derivadas  de  neuroesferas,  expresan  el  receptor de  LIF

(LIFR)  e  iNOS  en respuesta  al  tratamiento  con LIF.  Ademas  LIF  incrementa  en  26%  la

proliferaci6n  celular en  comparaci6n  a  los  tratamientos  controles,  efecto  que  es revertido

por la  inhibici6n  de  la via LIF-LIFR-iNOS  y es  rescatado  con NO  ex6geno.  Tambi6n  se

evalu6 el efecto de LIF sobre la diferenciaci6n celular, encontrindose que LIF no tiene un

papel claro en la diferenciaci6n hacia un destino celular determinado, como son neuronas o

glias, 1o que confirma que esta citoquina achia principalmente promoviendo la proliferaci6n

celular.   Los  resultados   obtenidos   sugieren  fuertemente   que  LIF   actha  a  trav6s   de  la

inducci6n de iNOS con el consiguiente aumento de NO, estimulando la proliferaci6n de los

precursores neuronales del epitelio olfatorio.
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Abstract

The generation of new neurons is called neurogenesis. This process only occurs in specific

locations in adult nervous system, such as the hippocampus, the subventricular zone (SVZ)

and  the  olfactory  epithelium.  In  tliis  latter  tissue,  neurogenesis  regulation  by  fibroblast

growth factor-2  (FGF-2)  and leukemia inhibitory factor (LIF) has been reported.  LIF is  a

hematopoietic  cytokine  that  has  been  implicated  in  the  regeneration  of  the  olfactory

epithelium, stimulating neuronal precursor cells proliferation. Results obtained with neural

precursors in primary cultures indicate that LIF  induces iNOS  expression,  suggesting that

NO may be a second messenger of LIF signalling.   The aim of this tesis was to determine

whether  LIF  increases  the  neural  precursor  cell  proliferation  in  the  olfactory  epithelium,

through  stimulation  of  iNOS   expression.  The  neurosphere  culture  assay  was  used  as

experimental  model,  and  LIF  effects  over  iNOS  expression,  cell  proliferation  and  cell

differentiation   were   evaluated.   Under   LIF   treatment,   the   neurospheres   derived   cells

expressed  LIF  receptor  (LIFR)  and  iNOS.  Also,  LIF  increased  in  26%  cell  proliferation

compared  to  the  control  cells,  inhibition  of the  LIF-LIFR-iNOS  pathway  decreased  cell

proliferation,  an effect that revertedby a nitric oxide donor. We also evaluated LIF effects

over  cell  differentiation,  finding  no  clear  effect  of  LIF  over  the  differentiation  to  a

particular  cell  fate,  such  as  neurons  or  glia,  confirming  that  this  cytokine  acts  primarily

promoting cell proliferation. Taking all together, the results of this thesis strongly suggest

that LIF acts  inducing iNOS  expression, with the consequent  increase  of NO,  stimulating

olfactory epithelium neural precursor cell proliferation.
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ADN
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IL-1
IGF-1
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JAK/STAT

LIF
LIF-R
MM
NO
NOS
eNOS
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IINOS
NGF
NT-3
0LF 442
0IT
OnM
0ENs

: Acido desoxiribonucleico
: Acido ribonucleico
: Factor de crecimiento nervioso derivado del cerebro
: Suero albtimina de bovino
: 5-Bromo-2-deoxyuridine
: Factor neurotr6fico ciliar
: Citokeratina 14
:  Cardiotrofina-1

: Dietil pirocarbonato
: Acido etilendiaminotetraacetico
: Factor de crecimiento epidemal
: Bromuro de etidio
: Factor de crecimiento fibroblastico 2
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: Factor de crecimiento insulinico
: Insulina-transferrina selenio
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: Factor inhibidor de la Leucemia
: Receptor del factor inhibidor de la Leucemia
: Medio Minimo DMENff-12 + ITS
: 6xido nitrico
: 6xido nitrico sintasa
: 6xido nitrico sintasa endotelial
: 6xido nitrico sintasa inducible
: 6xido nitrico sintasa neural
: Factor de crecimiento nervioso
: Neurotrofina 3
: Linea celular derivada de progenitores neuronales olfatorios
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PCR
RT-PCR
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SOX-2
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TGF-P2
YVIRAZ

ZSV

: Reacci6n de la polimerasa en cadena
: Transcripci6n reversa y reacci6n de la polimerasa en cadena
: Parafolmaldehido
: Tamp6n fosfato salino
: Regi6n marcadora de sexoY-box 2
: Tubulina especifica neuronal
: Factor de crecimiento trasformante P2
: Proteina de activaci6n zeta p6ptido tirosina 3-
monooxygenasa/tript6fano 5-monooxygenasa .

: Zona subventricular



I.- Amthedentes Bibltogrdifeos

1.1.-Marco te6rho

EI  proceso  de  generaci6n  de  nuevas  neuronas  se  denomina  neurog6nesi.s.  Este  proceso

ooneactivamenteenestadiostempranosdeldesamolloyvadisminuyendoamedidaque

los individuos llegan a la adultez.  Sin  embargo, en el sistema nervioso existen zonas que

conservan  la  capacidad  neurog6rica,  tales  como  el  hipocampo,  la  zona  subventricular

(ZSV) y el epitelio olfatorio.  (Altman y cols.,  1965; Erikson y cots.,  1998; Gould y cols.,

1998;Graziadei.,]973;Moulton,1974;Grazjadeiycols.,1979).

El epitelio olfatorio es un epitelio seudcestratificado, compuesto por varios tipos celulares

como  c6lulas  basales,  encargadas  de  la regeneraci6n  del  tejido,  las  c6lulas  de  soporte  o

stistentaculares y las Netironas Receptoras Olfatorias (ORNs). Las ORNs se enciientran en

contacto   directo   con   61   medio   extemo,   1o   que   las   hace   susceptibles   de   dafio   por

componentes t6xieos del  medio  ambiente,  y requleren  ser reempla2adas constantemente.

Las celulas troncales responsables de este reeambio se encuentran en las capas basales del

epitelio,lascualesproliferan,migranysediferenciananeuronasolfatoriasadultas¢igura

I ). I.as c6]ulas troncales basales son multipotencjales, es decir, pueden dar origen a varios

tipos   celulares   del   sistema   nervioso   como   son   las   neuronas,   los   astrocjtos   y   los

oligodendrocitos.

rtr:i#^¥¥r¥]]..¥j¥¥_:P*9Fu¥ro.SenEp.leseT¥|osfifroutestiposcelularesqueconfor_seudoesfroffiino.ceiudsineTSTa;`Lri;rifa~in'fa=ZfrLueffi=uoprin%::::iuJareowsowqfeffi°¥e.elqutelio
cinchs.com).
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En cultivo, las celulas troncales neuronales pueden fomar neuroesfeus. Estas son colonias

de  celulas  en   suspension  derivadas  de  una  thica  celula  troncaL   hs  que  presentan

caracteristicas    tipicas    de    las    c6lulas    troncales,    como    son    autorrenovaci6n    y

multipotencialidad  Qeynolds  y  Weiss,   1992).   I.os  ensayos  de  neuroesferas  ham  sido

ampliamente utilizndos en el estudio de la biologia de las c6lulas troncales neuronales en

mamiferosadultosurinoshitaycols.,2009;Murrelycols.,2005;Palmaycols.,2005).

En el epitelio olfatorio  se ham identificado  dos tipos de  c6lulas basales responsables  del

recambio  celular,  las  c6lulas  basales  horizontales  (IH3C)  y  las  celulas  basales  globosas

(GBC). Se ha descrito a las HBC como las celulas troncales del epitcho olfatorio. Este tipo

celular  daria  origen  a  las  GBC,  las  que  posteriomente  se  diferenciarian  a  neuronas

olfatorias, celulas glandulares y c6lulas de soporte. (Figun 2) (Iwai y Zhou, 2008).

Figura2.ModelodeDiferenciacfonenelepitelioo]fatolio.hascelulasharizontalesbasalesaIBS)drorigenalostipos
celularesdelapielioolfatorio.BG:celulasdeBounan;GBS:c6hakehaalesglobocas;ORN:neuronaTecq]tora
olfatoria; SUS: c6lulas sustentaoulares awai y Zhou, 2008).

Existen  diversos  factores  que  pardcipan  en  el  proceso  de  neurog6nesis  en  el  apjte]io

olfatorio y  que regulan  los procesos  de proliferaci6n y  diferenciaci6n  de los precursores

neuromles.  Entre  los  factores  involucrados  en  procesos  proliferativos  se  encuentran  el

factor de crecimiento epidelmal (EGF), el factor de creciniiento nervioso OrGF), el factor

de  crecim]-ento  fibroblastico-2  ¢GF-2),  Sonic  Hedgehog  (Shh)  Quiz  i  Altalba  y  cols.,

2002) y el factor inhlbidor de la leucemia (LIF), este tiltino es liberado por has neuronas

11



de  crecimiento  fibroblastico-2  (FGF-2),  Sonic  Hedgehog  (Shh)  (Ruiz  i  Altalba  y  cols.,

2002)  y el  factor inhibidor de  la leucemia (LIF),  este tiltimo  es  liberado por las neuronas

olfatorias en apopt6sis (Getchell y cols., 2002). El factor de crecimiento nervioso derivado

del  cerebro  (BDNF),  1a  neurotrofina-3   (NT-3),   la  dopamina,   el  factor  de  crecimiento

transformante-B2  (TGF-82)  y el  factor de  crecimiento  insulinico  tipo  1  (IGF-1)  ham  sido

relacionados con los procesos de diferenciaci6n.

LIF  es  una  citoquina  que pertenece  a la familia  de  la  interleuquina-6  (IL-6),  que incluye

ademas  a  IL-I,  al  factor  neurotr6fico  ciliar  (CNTF),  a  la  Cardiotrofina-1   (CT-1)  y  a

Oncostantina  (OnM).  Todas  estas  citoquinas  comparten  la  subunidad  GP-130  en  sus  co-

receptores.   Se  ban  descrito   efectos   contradictorios  del  LIF  sobre  las   c61ulas  troncales

neurales.  Por una parte,  se ha  reportado  que  LIF  (o  CNTF)  actha  directamente  sobre  las

c61ulas   troncales  neurales   de   embriones   de  rat6n  induciendo   su   diferenciaci6n  hacia

astrocitos  e inhibiendo la fomaci6n de neuroesferas  (Pitman y cols., 2004;  Hemanson y

cols., 2002). Tambi6n la via de sefializaci6n de LIF ha sido implicada en la proliferaci6n de

las c61ulas troncales nerviosas. En la ZSV de embri6n de rat6n,1a sefializaci6n via GP-130

induce la duplicaci6n de las c61ulas progenitoras (Hatta y cols., 2002). Ademas, en el rat6n,

la   infusion   de   CNTF   en   los   ventriculos   laterales   incrementa   el   ntimero   de   c6lulas

formadoras de neuroesferas (Shimazaki y cols., 2001).

En el epitelio olfatorio, LIF ha sido relacionado con la mantenci6n y la proliferaci6n de los

precursores  neuronales.  En  experimentos  realizados  i.#  vz.vo  en  donde  se  dafia  el  epitelio

olfatorio,  ya  sea  de  forma  fisica,  quimica  o  por  bulbectomia,  1a  expresi6n  de  LIF  es

inducida  rapidamente  en  macr6fagos  infiltrados  y  en  las  ORNs  (Bauer  y  cols.,  2003;

Getchell  y  cols.,  2002),  1o  que  resulta  en  un  aumento  de  la  neurog6nesis  en  el  epitelio

dafiado  (Takaki y cols., 2006).  Consecuente con esto, el receptor de LIF  es  expresado por

las   c6lulas  basales  del   epitelio   olfatorio   (Kim  y  cols.,   2005).     Experimentos   I.#   vz./ro

muestran que el tratamiento con LIF induce la proliferaci6n de los precursores neuronales

del  epitelio  olfatorio  (Satch  y  Yoshida   1997;  Kin  y  cols.,  2005).  Estos  antecedentes

indican que el LIF seria producido por las neuronas olfatorias en apopt6sis, estimulando la

proliferaci6n  de  las  c61ulas  progenitoras  neuronales  como  parte  de  un  mecanismo  de

reparaci6n en respuesta al dafio.

12



EINOesunradicallibreproducidoporlaenzina6xidoutthcosintasaquos),apartirdel

aminofcido L-arginina.  Se han descrito 3  isoformas de esta enzina, la isoforma inducible

(INOS),  la cual  es  independiente  de  la  concentraci6n  intracelular  de  calcio,  la  isofoma

epitelial(eNOS)ylaisoformaneural(nNOS),ambasdependientesdecalcio.Enelsistema

inmuneyotrossistemas,laexpresi6ndeINOSesinducidaporcitoquinas,entreellasLIFa

traves de la via JAK/STAT (Figura 3) (Kleinert y cols., 2003).  Asi mismo, se ha descrito

que LIF induce la proliferaci6n  e  inhibe  la diferencjaci6n  celular en  el epiteljo  olfatorio

mediantelacascadadetransducci6nJAK/STAT3.(Moonycols.,2002).

Figura3.Vladetraneducoi6ndelafalhadecitoquinn,6.mactt]amedrmtelaviaJAK/SrAT-3,enelcualal
erfuencontactoconelreceptordecitoquin&seactivalaproteinaJAK,este8suvezfosforiJaaSTAT-3,laque
dinerizraysetranshaalndelco,activulolaexpREi6ndeINOS.¢aniasLC,2005).

Resultadosdenuestro]ahoratorioindieanqueel6xidonitrieoOVO)actfacomounagente

lnjt6genodelosprecursoresneuronalesolfatorios(Sulzycols.,2009),porloquepodrfaser

unodelossegundosmensajerosinvolucradosenlosefectosproliferativosdeLIF.Ademds,

en   oultivos   primarios   de   precursores   neuronales,   un   baja   expresi6n   de   iNOS   se

conelaciona  con  una  baja  proliferaci6n  celular.  La  inhibicj6n  de  la  iNOS  induce  una

disminuci6ndelaproliferaci6ndelascelulasprecusoras,efectoopuestoalprovocadopor

elNOex6geno(Sulzycols.,2009).Estudiospreliminaresmuestranqueluegodedafiarel
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epitelio olfatorio mediante la aplicaci6n intranasal de Zns04, la iNOS se expresa en forma

transitoria en las celulas basales y en las c6lulas del estroma, que podrian corresponder a las

c61ulas  gliales que rodean los axones de las  ORNs o a macr6fagos infiltrados  del  estroma

(no mostrado).
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io olfatorio. LIF seria lit)erado por las neuronas enIepiteliodondeactivan.alaexpresi6ndeiNOS.(Modificado

Sulz y Bacigalupo, 2006).

El objetivo de esta tesis fue analizar si LIF induce la proliferaci6n en c61ulas derivadas de

neuroesferas  de rata  adulta mediante  la  inducci6n  de  la  expresi6n  iNOS  (Figura 4).  Para

esto se utilizaron cultivos de c61ulas derivadas de neuroesferas y se analiz6 si estas c61ulas

expresan LIFR e iNOS.  Ademas  se examin6 si i.as celulas  expresaban marcadores propios

de precursores neuronales como  SOX-2  (Komitova y cols., 2005).  La proliferaci6n celular

se  estudi6  por  conteo  celular  y por  la  incorporaci6n  de  5-bromo-2-deoxyuridina  (Brdu).

Para evaluar el posible papel de LIF en la diferenciaci6n,  se  analiz6 1a expresi6n por RT-

PCR  e  inmunofluorescencia  de  la  expresi6n  de  TUB-P3   como  marcador  de  neuronas

(Buddensiek y cols., 2010) y de GFAP como marcador de glias (Sievers y cols.,1994).
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2.- Hip6tesis

LIF  Produce  un  Aumento  en  la  Proliferaci6n  Celular  en  C6lulas  Troncales  del  Epitelio
Olfatorio de Rata Adulta mediante la Inducci6n de la Expresi6n de iNOS.

3.- Objetivos

1.    Determinar   si   LIF     produce  un   aumento   en   la  proliferaci6n   celular  mediante  la
inducci6n de la expresi6n de iNOS en cultivos de c6lulas derivadas de neuroesferas de
epitelio olfatorio de Rata Adulta.

2.   Analizar  la   expresi6n   del  marcador  de  precursores  neuronales   SOX-2   en   c61ulas
derivadas de neuroesferas de epitelio olfatorio.

3.   Analizar la expresi6n de iNOS utilizando bloqueadores de la via LIF-LIFR-iNOS.

4.   Analizar si LIF tiene alglin efecto sobre la diferenciaci6n celular mediante la inducci6n
de  iNOS  en cultivos  de  c61ulas  derivadas  de neuroesferas  de  epitelio  olfatorio  de rata
adulta.
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4.- Materiales

4.1.-Cultivo celular

Se utilizaron dos tipos celulares;  c6lulas derivadas de neuroesferas que fueron obtenidas  a

partir de  cultivos primarios  de dos ratas macho de 25  dias de edad y la linea celular OLF

442, c6lulas derivadas de precursores neuronales de rat6n obtenidas desde el laboratorio del

Dr.  Mackay-Sim,  Brisbane,  Australia.  (MacDonald  y  cols.,   1996).  Se  utiliz6  medio  de

cultivo   DREM/F-12   (Gibco)   con   ITS   lx   (insulina-transferrina-selenio)   (Gibco)   mss

Penicilina/estreptomicina   (100   mg/mL)   (Sigma).   Se   utilizaron   diferentes   factores   de

crecimiento y bloqueadores farmacol6gicos, 1os cuales se detallan a continuaci6n.

a)   Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) (Sigma).

b)   Factor de Crecimiento Fibroblastico-2 (FGF-2) (Chemicom).

c)   Factor Inhibidor de la Leucemia (LIF) (Chemicom).

d)   L-NIL Dihidrochloride, inhibidor de la iNOS (Calbiochem).

e)   SNAP, dador de NO (Sigma).

I)    Antiouexpo bloqueador Anti-LIFR (Cabra) (R&D system).

4.2.- Acidos Nucleicos

Para realizar la extracci6n de mRNA se utiliz6 RNeasy mini Kit y RNase-free Dnase ambos

Quiagen.  Para  las  sintesis  de  CDNA  y PCR  se  utilizaron  dNTP's   100mM  (Invitrogen),

Hexameros   (Amersham)   y  H20   1ibre   de   nucleasas   (Promega).   El   estindar   de   peso

molecular que se utiliz6 en las electroforesis fue Bench top 100pb Ladder (Promega).

Los partidores utilizados para las reacciones de PCR fueron fabricados por Integrated DNA

Technologies (IDT Dna) a trav6s de la empresa Fermelo (Tabla 1).
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Nombre de Partidor Funci6n Secuencia 5 `~--- 3 `

LIP-R Receptor de LIP 5-GGAGAAAGGTI.CCTrcAAACAGCAG-3

5-cTCAGTGTCTTcrGGGATATGTCAG-3

iNOS Oxido Nitrico SintasaInducible 5-CTTTCTGGCAGCAGCGGCTC-3

5-GCTCCTCGTAAGTTCAGC-3

YWHAZ Control de Carga 5-GTCATCTTGCIAGGGTCGTCT-3

5-GCTTCTTGGTATGCTTGCTGT-3

GFAP Proteina acida Fibrilar Glial 5 -CCTGGGCTTCTCAACCTGGA-3

Marcador Glial 5-CTCCACACCAGGCTGCTTGA-3

TUB-P3 Tubulina Beta 3 5-TGCCCTCACCCAAAGTGTCA-3

Marcador Neuronal 5-AGGTCCCCGTAGGTGGGTGT-3

Tabla 1.  Partidores utilizados para las reacciones de PCRs.

4.3.-Enzlmas

En cultivo celular se ocuparon las siguientes enzimas:
a)

b)

c)

d)

Tripsina EDTA (100 mg/mL) (Sigma).

Colagenasa (5  pug/mL)  (Sigma).

Dispasa 11 (10 ng/mL)   (Boeringer).

Tryp E (100 mg/mL) (Gibco).

Para  la   sintesis   de   CDNA   y  PCR  se  utilizaron   las   enzimas:   Superscript  11  Reverse

Transcriptase, Taq DNA polymerase recombinant ambas Invitrogen, RNAsin (Promega).

4.4.- InmunofouorescencicL

Para las inmunofluorescencia se utilizaron los siguientes materiales.

a)   Cubreobjetos circulares y portaobjetos de vidrio.

b)   PFA al 4% en PBS, pH 7,4.

c)   Tamp6n fosfato salino (PBS).

d)   BSA al 2%, Triton X-100.

e)    Suero de Cabra (Sigma), Suero de Conejo (Sigma), Suero de Burro (Sigma).

D    Medio de montaje Fluoromont (Electron Microscopy Sciencies)
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La Tabla 2 detalla los anticuerpos primarios utilizados y la Tabla 3  detalla los anticuelpos

secundario s utilizados.

Nombre Diluci6', Marca

a-LHL R cabra 1 :400 R&D-System

Ch- iNOS Conej.o 1 :500 Sigma

ct-TUB-f} 3 Rat6n 1 :400 Sigma

ci-GFAP Conej o I:1000 Chemicom

or-Sox-2 Conejo 1 :200 Chemicom

orBrdu   Rat6n 1 :200 Dako

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para las inmunofluorescencias.

Nombre Diluci6n Marca

cabra anti-rat6n I :500  Alexa fluor 488 Molecular Probes

cabra anti-conej o 1:500  Alexa   fluor594 Molecular Probes

Burro anti- rat6n I:500    Alexa fluor488 Molecular Probes

Burro anti-cabra I :500 Alexa Fluor 488 Molecular Probes

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados para las inmunofluorescencias.

5.-M6lodos

5.1.-  Cultivo  de  Nouroesfieras  de  Epitelio  Olfalorio  de  Rata  Adulta{  XE  "Cultivo  de
Neuroeoferas de Epitelio Olfalorio de Rata Adulta" }

Para realizar el cultivo de neuroesferas se extrajo la mucosa olfatoria septal de ratas macho

de  25  dias  de  edad,  el  tejido  obtenido  fue  lavado  3  veces  con  soluci6n  salina  Hank's

(Invitrogen), posteriormente se incub6 el tejido con la enzima Dispasa 11 (10 ng/mL) por 40

minutos  a  37°C.  Una  vez terminada  la  incubaci6n,  el  epitelio  se  rasp6  con una  espatula

fina, con el fin de separar las celulas del epitelio de la linina propria, las c6lulas obtenidas

en este proceso se centrifugaron por 5 minutos a 14000 rpm.

Por otro lado la lamina propria se incub6  con la enzima colagenasa (5  LLg/mL),  a 37°C en

agitaci6n  por  5  minutos  y luego  se  disoci6  mecinicamente  con una  micropipeta  (P-1000

Gilson), las c6lulas obtenidas se centrifugaron a 1400 rpm por 5 minutos.
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Las  c6lulas  del  epitelio  y  de  la  linina  propria  se  resuspendieron  en   1   mL  de  medio

DhflM/F-12 + FCS  al  10% y ambos pellets  se juntaron,  obteni6ndose un volumen de 2

mL,  el  que  se  sembr6  en  una  placa  de  6  pocillos  (35  mm  por  pocillo,  QTunc)).  Al  dia

siguiente se sac6  1  mL de la placa y se transfiri6 a un pocillo continuo para lograr que un

mayor ntimero de c6lulas se adhieran a la superflcie de la placa, y se complet6 el volumen

con medio fresco DMEM/F-12 + FCS al  10 %.  Estas c61ulas se dejaron crecer a 37 °C con

cambio de medio cada 2 o 3 dias, hasta confluencia.  Una vez confluentes las c6lulas fueron

cambiadas  sucesivamente  a  botellas  de  cultivo  de  75  mL,   125  mL  y  175  mL  O`func),

obteni5ndose alrededor de  10xl 06 c6lulas.

Las  c6lulas, se sembraron  en una placa de  6 pocillos tratada con poll-1isina  (8.3  ng/mL)  a

rna densidad  de 400.000  c61ulas por pocillo  en medio DMEM/F-12 + EGF (50 ng/mL) +

FGF-2 (25 ng/mL).   En esta etapa luego de aproximadamente 7 dias de cultivo se observ6

la   formaci6n   de   neuroesferas,   las   que   fueron   seleccionadas   por  tamafio   (~   100   LLm)

(Deleyrolle  and  Reynolds,  2009)  mediante  la  succi6n  con  rna  micropipeta  (P-200)  bajo

lupa con un aumento de 4X.

Las neuroesferas  colectadas  se  centrifugaron  a  1400  rpm por  5  minutos,  se  incubaron  en

500  LtL de  la  enzima Tryp E  (Gibco) por  10  minutos  con agitaci6n y luego  se disociaron

mecinicamente con una micropipeta (P-200), hasta que ya no se observaron conglomerados

de   c6lulas.   Las   c61ulas   obtenidas   se   centrifugaron   a   1400   rpm  por   5   minutos,   y  se

sembraron en una placa de 35  mm (Nunc)  en medio DMEM/F-12 + FCS  al  10% para que

crecieran  nuevamente.

Al   llegar   a   este   punto   las   c61ulas   completaron   alrededor   de   2   meses   de   cultivo,

obteni6ndose neuroesferas primarias. Para evitar la posible contaminaci6n con otras celulas

fue necesario repetir el proceso  de  expansi6n en medio  DMEM/F-12 +  FCS  al  10%  y de

selecci6n  en  medio  DMEM/F-12  +  EGF  50  ng/inL+  FGF-2  25  ng/mL.  En  las  c61ulas

utilizadas para los experimentos,  el proceso de expansion y de selecci6n se llev6 a cabo  3

veces, completindose un tiempo total de cultivo de 9 meses. (Figura 5).
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Figures.Protolodeobtenci6ndeNe`roesferasdeepjtelinolfanriodeRataAduha.Apardrdeunarafaedulfa,se
aislaron]ascelula8delepiteJioydelalamimpropria,serealizarondosetaprs;ex|]ansidrenmed]oDMEMAI-12+FCS
al10%:Seleoci6nDunMffi-12+EGF(song/mL)+FGF-2(25ngrfuL).

5.2.- Exfroccton de ETA por RNeasy ndnl Kit.

A  cada  muestra  de   celulas   se   le   agreg6   200   quL   de  tampon  RTL   (]0   HL   de  8-

mercaptoetanol/mL de RTL). Luego las muestras se homogelrizaron con repetidos pasajes

por una aguja 20  G, se agreg6 etanol al  70% (grado biologfa molecular en H20 libre de

RNasa),setransfirieronalascolumnasRNeasyentubosde2mLysecentrrfugaronpor15

s a 13.000 rpm.

Se descart6 el sobrenadante, luego se lav6 dos veces con tanp6n Rwl  por 15  segundos a

13.000 rpm y se incub6 por  15 minutes con DNasa  I. Posteriormente se lava la colunilia

con buffer Rwl  a 13.000 rpm por 15 segundos y con buffer RPE dos veces a 13.000 rpm

por 15 s y 2 minutos, respectivamente. Finalmente, se eluy6 el RNA en 40 HL de ague libre

de RNAsa (del kit) cendfugando I minute a 13.000 Ipm.
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degradaci6n de los RNAs obtenidos,  estos  fueron inmediatamente transcritos  a CDNA por

transcripci6n reversa como se describe a continuaci6n.

5.3.-Sintesis de CDNA a partir de RNA

A  partir  de  los  RNA  obtenidos  se  realiz6  la  sintesis  de  CDNA  utilizando  la  siguiente

reacci6n:

•     Hexameros (1prg/LtL)1  ILL

•     DNTP's(10mM)       2HL

•     H20                               3HL

•     RNA(1000ng)        20LLL

Se  complet6  hasta un  volumen  de  26  LiL,  luego  se  incub6  a  65°C  por  10  minutos  y  se

trasfiri6 a hielo inmediatamente. Posteriormente se realiz6 la siguiente reacci6n:

•    5x first strand buffers

•     0,1MDTT

•     ENasin40U/prL

•     Transcriptasa reversa 200 U/LIL

Se obtuvo un volumen fmal de 40 prL, el cual se incub6 por  I  hora a 42°C, y luego a 75°C

por 10 minutos para inactivar la transcriptasa reversa.

Una vez  obtenidas  los  cDNAs  se realizaron PCRs  ocupando  los  partidores  de  inter6s.  La

concentraci6n   de    cDNAs   utilizada   fue   de    alrededor   de   400   ng,    utilizando    esta

concentraci6n en todas las reacciones.

5.4.-Reacci6n de PCR

Para las reacciones de PCR se utiliz6 la siguiente reacci6n:

•H20

•     MgcL2(50mM)

•     lox PCRrxn tampones

•     Primers forward (10 mM)

21

12,5  quL

IHL

2uL

0,8    prL



•     Primers reverse (10 mM)

•     DNA(400ng)

•     TAq5U/HL

5.5.-Electroforesis de Actdos Nucleicos

Tanto las mol6culas purificadas de RNA, como los productos de PCR fueron visualizados

en geles de agarosa al 2% con Et-Brx, se utiliz6 buffer de carga 6x (0,25% de bromofenol,

30%  de  glicerol,  15%  de  ficol)  para  cada  una  de  muestras  y  como  buffer  de  corrida  se

utiliz6 TAE lx (44,5 nM acido b6rico, 44,5 nM Tris, 1M EDTA, pH 8,0). La cuantificaci6n

se realiz6 por densitografia 6ptica utilizando el software NIH Image J (Rasband,  1997). Los

resultados fueron expresados como porcentaje de  expresi6n respecto al control de carga ±

SEM.  Para  determinar  diferencias   significativas  entre  los  grupos  se  utiliz6  el  test  de

ANOVA   de  una  via,   seguido   del     test   de   comparaciones   multiples   de  Dunnett,   se

consideraron  diferencias  significativas  a un  valor  de  p<0,05.  Los  analisis  estadisticos  se

realizaron con el programa Prism 5.0. (Grapdhpad Software Inc).

5. 6.-Proto colos iiununof ouorescencia

a) Imnunof ouorescencia iirdirecta

C6lulas  crecidas  en  cubreobjetos  circulares  cubiertas  con  colageno  IV fueron  fijadas  con

paraformaldehido   (PFA)   al  4%  por  5  minutos,   lavadas   3   veces   con  PBS,  pH  7,4   e

incubadas con soluci6n de bloqueo (2% BSA,10% suero de cabra, 0,1  % Triton-X 100) por

rna   hora.   Luego   se   incubaron   con   el   anticuerpo   primario   toda   la   noche   a   4°C.

Posteriormente,  las  c6lulas  se  lavaron 3  veces  con PBS  y se  incubaron con  el  anticuerpo

secundario  por  1   hora  en  oscuridad.  Los  nticleos  se  tifieron  con  DAPI  (1:7000)  por  5

minutos  y se lav6  3  veces con PBS.  Las  muestras  se montaron  en portaobjetos  ocupando

como  medio  de  montaje  Fluoromount  (Electron  Microscopy  Sciencies).  Estas  muestras

fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia Carl Zeiss OX10 VERT 200M.
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b) Inmunofluorescencia de Brdu
C6lulas  crecidas   en  cubreobjetos   circulares  cubiertas  con  colageno  IV  (5  mg/mL)   se

incubaron con Brdu por 6 horas (2,5 ng/mL). Las c6lulas fueron fijadas con PFA al 4% por

10 minutos  y se lavaron 3  veces  con PBS  por 5  minutos,  seguido  de 3  lavados  con PBS-

Triton X-100  0,1%  (PET) por 5  minutos.  Las  muestras  fueron  incubadas por  30  minutos

con  HC1  2N  a  temperatura  ambiente  seguido  de  3  Iavados  con  PBT  por  5  minutos,  3

lavados con buffer Borato 0,1  M pH 8.5 durante 5 minutos y fmalmente tres lavados con

PBT por  5  minutos.  LLas  c61ulas  se  incubaron  con  soluci6n  de bloqueo  (2%  BSA,  10%

suero de cabra.01% Triton-X100) por rna hora.  Como  anticuexpo primario  se ocup6  anti-

Brdu  (Rat6n,  Dako)   1:200,   el  que  se  dejo  toda  la  noche   a  4°C.   Posteriormente,   se

realizaron  3  lavados  con PET  por  5  minutos  seguido  de  la  incubaci6n  con  el  anticuerpo

secundario  cabra  anti-rat6n  1:500  Alexa-Fluor 488  nm  (Molecular Probes)  por rna hora.

Los ndcleos fueron tefiidos con DAPI  1 :7000 por 5 minutos y se lav6 3 veces con PET por

5  minutos.  Las  inmunofluorescencias  fueron  montadas  en  portaobjetos  ocupando  como

medio de montaje Fluoromount (Electron Microscopy Sciencies).

c) Inmunofluorescencia por Citometria de Flujo

Celulas  fueron crecidas  en placas  de  6 pocillos  en medio DMEM/F-12  + FCS  al  10  % y

luego  fueron  incubadas  con los tratamientos  correspondientes por 24 horas.  Para  analizar

las  muestras  en  el  cit6metro  de  flujo,  las  c61ulas  deben  estar  en  suspensi6n  por  lo  que

fueron sacadas de las placas con Tripsina-EDTA  lox, por  15  minutos, posteriomente se

centrifugo por 5 minutos a 800 rpm. El pellet obtenido fue fijado por  10 min en 300 prL de

PFA  al  4%,  luego  se  centrifug6  a  1300  rpm por  3  minutos;  1as  c6lulas  fueron  lavadas  3

veces en 300  LiL de PBS  IX + FCS  al 2%.   Posteriormente,  se bloque6 durante dos horas

con soluci6n de bloqueo (2% BSA,  10% Suero de cabra,  0.01% Triton-X  100)  seguido  de

la incubaci6n con el anticuexpo primario correspondiente, en agitaci6n toda la noche, a 4°C.

Las c6lulas se lavaron nuevamente 3 veces con PBS  IX + FCS al 2% y se incubaron con el

anticuerpo   segundario   correspondiente   por  una   hora,   con   agitaci6n   y   en   oscuridad.

Finalmente las celulas fueron lavadas 3  veces con PBS  IX + FCS  2% y se analizaron por

citometria de flujo   (BD FACS  Canto 11 Flow Cytometer)  en el 1aboratorio de la Dr Maria

Rosa Bono.
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5. 7.-Protocolos Experiineiitales

a) Andlisis de C6lulas derivadas de Neuroesiferas.

Se estudi6 por citometria de flujo,  el tamafio y morfologia de las c61ulas obtenidas a partir

de las neuroesferas. Para esto las c6lulas se crecieron en medio DMEM/F-12 + FCS al  10%

a 37°C  en una placa de  100 mm hasta confluencia, y se tomaron  lxl06  c61ulas,  las que se

pusieron en PBS + FCS al 2% para ser analizadas.

La morfologia celular se estudi6 tambi5n por microscopia; las c61ulas fueron fotografiadas

en el microscopio de  epifluorescencia utilizando  contraste de fase con aumentos de 20x y

40x.

b)   Andlisis   de  SOX-2   en  pi'esei.cia   de  LIP  por   RT-PCR;   Inmunofouorescencia  y
Citometria de Flujo.

Con   el   objetivo   de   estudiar   el   caracter   multipotencial   de   las   c61ulas   derivadas   de

neuroesferas,  se analiz6 por inmunofluorescencia la expresi6n   de la regi6n marcadora de

sexoY-box 2  (SOX-2).  Se  sembraron  300.000  c61ulas  por pocillo  en placas  de  6  pocillos

con  cubreobjetos  circulares  de  vidrio  cubiertos  con  colageno  IV  (5  mg/mL)  en  medio

DREM/F-12 + FCS al  10%.   Las celulas se crecieron durante 24 horas y posteriormente se

realizaron los siguientes tratamientos durante otras 24 horas:

•     Medio DMEM/F-12 (medio minimo)
•     Medio DMEM/F-12 + EGF (25 ng/mL)
•     Medio DMEM/F-12 + LIF (20 ng/mL)

Posteriormente    las    c6lulas    se    fijaron    en    PFA    4%    en    PBS    y    se    realiz6    la

inmunofluorescencia ocupando anti SOX-2 (Chemicom) como anticuerpo primario.

c) Expresi6n de INOS y LIFR por RT-PCR; lull.unofollorescencia y Citometria de Flujo.

Para  determinar  la  expresi6n  de  LIFR  e  iNOS,  las  c6lulas  fueron  crecidas  en  medio

DMEM/F-12 + FCS al  10% en placas de 6 pocillos, por 24 horas y posteriormente tratadas
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bajo  las  mismas  condiciones  descritas  en  el punto  b).  Luego  de  24  horas,  1as  c61ulas  se

extrajeron  de  la  placa  con  Tripsina-EDTA  lox  y  se  centrifugaron  a  1400  rpm  por  5

minutos.  Se realiz6  la extracci6n de RNA del pellet celular obtenido ocupando  el RNeasy

mini  Kit  (Quiagen),  estos RNAs  fueron trancritos  a  CDNA por transcripci6n reversa y se

realizaron PCRs para iNOS, LIFR y el control de carga YWIIAZ.   Todos los PCRs fueron

realizados en 25 ciclos, 1os programas de amplificaci6n por PCR se detallan en la Tabla 4.

LIF-R iNOS IVHAZ

'' I

94oc!    94oc         25Cjc]°S         72oci    72oc 94oc`!    94oc         25Cjc]°S       72oc    :    72oc 94oc!    94oc         25Cjc'°S       72oc    i    72oc

5          io:30                59oc              0:3°i]° 5          :0:30                65oc             0:3°i'° 5          i°:30                55oc             0.3°!]°

' I

'                             0:30 I                               0:30 0:30

Tabla 4.Ciclos de amplificaci6n por PCR para los partidores de LIF-R, iNOS y YWIIAZ.

La expresi6n de iNOS  y LIFR se  estudi6 tambi6n por inmunofluorescencia,  las c6lulas  se

sembraron  a  una  densidad  de  300.000  cels./pocillo  en  cubreobjetos  circulares    de  vidrio

cubiertos con colageno IV (5  Lig/mL) y fueron cultivadas bajo las mismas condiciones que

en  el  punto  anterior.    Posteriormente  las  c6lulas  fueron  fijadas  con  PFA  al  4%,  para  asi

realizar la inmunofluorescencia, con anticuexpos anti-iNOS y anti-LIFR.

d) Analisis de la Expresi6i. de iNOS bloqueando la via LIF-LIFJL{NOS.

Se estudio el efecto del bloqueo del receptor de LIF sobre la expresi6n de iNOS mediante

inmunofluorescencia. Para esto se utiliz6 un anticuelpo bloqueador dirigido contra el LIFR

(Taupin y cols.,  1999).  Las  c6lulas se sembraron en placas de  6 pocillos con cubreobjetos

de  vidrio  circulares  cubiertas  de  colageno  IV  (5  mg/mL)  a  una  densidad  de  300.000

cels./pocillo y fueron cultivadas en medio DhffiM/F-12 + FCS  al  10% por 24 horas, luego
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las  c61ulas  se  incubaron  en medio minimo  y se agreg6  el  anticuerpo bloqueador de LIFR

(40 ng/mL) (R&D System) por 6 horas. Posteriormente, se agreg6 LIF (20 ng/mL) al medio

y se incub6 por 24 horas a 37°C, como control se utilizaron c6lulas incubadas con LIF (20

ng/mL)   por   24   horas   en   ausencia   del   anticuelpo   bloqueador.   Las   c61ulas   fueron

posteriormente fijadas y procesadas para inmunofluorescencia de LIFR e iNOS.

e) Curso temporal de la expresi6n de INOS en presencia de LIP

Para  determinar  el  tiempo  6ptimo  de  tratamiento  con  LIP,  las  c61ulas  se  crecieron  en

DMEM/F-12 + FCS al  10% hasta un 70% de confluencia, posteriormente se incubaron con

medio  DMEM/F-12  +  LIF  (20  ng/mL)    a  37°C por  0,  6,  12  y 24  horas;  la  expresi6n  de

iNOS fue detectada por RT-PCR e inmunofluorescencia ocupando partidores y anticuexpos

especificos para esta proteina.

f) Efecto de LIF sobre la Proliferaci6n de C6lulas derivadas de Neuroesiferas

Para estudiar el efecto de LIF sobre la proliferaci6n celular, se ocuparon dos m6todos:

1.-Conteo  celular:  Las  c6lulas  fueron  sembradas  en placas  de  60  mm  a una  densidad de

100.000 c6lulas por placa y se incubaron a 37°C por 0,12, 20, 24, 31, 48 y 72 horas en tres

tratamientos:

•     Medio DMEM/F-12 (medio minimo).
•     Medio DMEM/F-12 +EGF (25 ng/mL).
•     Medio DMEM/F-12 + LIF (20 ng/mL).

2.-   Incoiporaci6n   de   Brdu:   Las   c61ulas   se   sembraron   a   una   densidad   de   150.000

cels./pocillo y fueron crecidas en cubreobjetos  circulares  en medio DMEun-12 + FCS  al

10%  en  placas  de  6  pocillos  por  24  horas,  antes  de  ser  sometidas  a  los  tratamientos

experimentales.  Ademas  de  los  tres  tratamientos  anteriores,  se  utilizaron  los  siguientes

bloqueadores de la via LIF-iNOS:
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a) Anticuerpo bloqueador del receptor de LIF (anti-LIFR).   Se preincub6 por 6 horas con el

anticueipo bloqueador a rna concentraci6n de 40 ng/mL antes del tratamiento con LIF (20

ng/mL) por 24 horas a 37°C.

b) El bloqueador de la iNOS,   L-NIL (20  prM), incubado por 6 horas previo al tratamiento

con LIF (20 ng/mL) por 24 horas a 37 °C.

c)  - L-NIL  (20  Hho  incubado por 6  horas  antes  del tratamiento  con  LIF  (20  ng/mL)  y el

dador de NO, SNAP (50 prho agregado junto con LIP.

Seis  horas  antes  de  la  fijaci6n  de  las  c61ulas  se  dio  un  pulso  de  Brdu  (2,5  ng/mL),

posteriormente las c6lulas se fijaron con PFA al 4% y se realiz61a inmunofluorescencia con

anti-Brdu seg`in lo  descrito  anteriormente,  se  evaltio  la proliferaci6n como la raz6n  entre

los ndcleos positivos Brdu y los ndcleos totales tefiidos con DAPI.

g) Ef;ecto de LIF sobre la diferenciaci6n de las C6lulas deri:vadas de Neuroesiferas

Para  estudiar  los  efectos  de  LIF  sobre  la  diferenciaci6n  de  los  precursores  se  ocuparon

marcadores  de  diferenciaci6n  como  Tubulina-  P3  (Tub-P3)  para neuronas  y  GFAP  para

91ias; estos marcadores se detectaron a nivel de mRNA mediante RT-PCR y de proteina por

inmunofluorescencia  y  citometria  de  flujo.  Se  disefiaron partidores  especfficos  para  cada

marcador, 1os que estan detallados en la tabla 2 en la secci6n de materiales.

Las c61ulas derivadas de neuroesferas fueron crecidas en medio DMEM/F-12 + FCS al 10%

en  placas  de  6  pocillos  a  rna  densidad  de  300.000  cels/pocillo  por  24  horas  a  37°C;

posteriomente se realizaron tres tratamientos durante 24 horas mas, log que se describen a

continuaci6n.

•     Medio DMEM/F-12 (medio minimo).
•     Medio DMEM/F-12 +EGF (25 ng/mL).
•     Medio DMEM/F-12 + LIF (20 ng/mL).

Las  c6lulas  fueron  cosechadas  con Tripsina-EDTA  lox  y posteriormente  centrifugadas  a

1400 rpm por 5  minutos.  Con  el pellet celular obtenido  se realiz6  la extracci6n  de RNA,

estos RNAs fueron transcritos a CDNA por transcripci6n reversa y se realizaron PCRs para
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Tub-P3, GFAP y el control de carga YWIIAZ. Todos los PCRs se realizaron por 25  ciclos,

los programas de amplificaci6n por PCR se detallan en la Tabla 5.

TUB-P3 y GFAP YVVIRE

94OC 94oc         25C£C[°S          72oc
72:OC

94OC 94oc        25Cjct°S       72oc
72OC

5 50:30 0..30
10 10

62OC              0:30 55OC              0:30

'                            0:30 0:30

Tabla 5.Ciclos de amplificaci6n por PCR para los partidores de TUB-P3, GFAP  y YWHAZ

Para las  inmunofluorescencias y citometria de flujo se sembraron 300.000  eels./pocillo en

cubreobjetos   circulares   cubiertas  de  colageno   IV  las  que  fueron  cultivadas   en  medio

DMEM/F-12  +  FCS  al   10%  en  placa  de  6  pocillos  por  24  horas;  posteriormente  se

realizaron los mismos tratamientos que para los PCR. Las c6lulas fueron fijadas con PFA al

4%,  y procesadas  para  inmunofluorescencia  y citometria,  con  anticuerpos  anti-TUB-I)3  y

anti-GFAP.

28



6.- Resuthdos

6;1Einonpewichdec6halasDerivadasdeNeuToesfierasdeEifelioouatoriodeRon
Adutfo.

Loscultivosdeneuroesferasserealizaronsegthlodescntoenmaterialesym6todos.Ijas

c6luds  pasal.on  por  fa  etapa  de  expausi6n  y  de  selecci6n  tres  veces  para  asegirm  fa

homogeneidaddelasceluhasLamorfologfadelasneuroesferasobtehidassemuestranen

la figun 6,  en la que  se observan dos inagenes distintas de contraste de face 20x  estas

ag]omeracionesdec6lulassecancterizanporcrecerformandounaesferaquesemantiene

en   suspeusidn:   Las   neuroesferas   con   un   diinetro   apl'oxinndo   de   100   Hm   fueron

seleccionadas mediate succi6n con un micropipeta (P-200) y disociadas para volver a

sembrarlas,  obtehichdose  celulas  (figura  7)  que  fueron  sometidas  a  los  tratanientos

experinentales.

:ct¥;.6i##?:±apgi=o¥o¥odeRrfuAdulfacreeidsenmediominino+EGF(25ngfuL)+FGF.2(50

29



Fisura 7. Comparacich entre Celulas obtenjdas a partir de Neuroesfeus y la Li]m Celular OLF442 creeidas
en medio I)RIM F-12 + FCS al 10% a 37°C por 48 horas  (a) C6lulas derivadrs de Neurceferas; (b) Linca
Celular OLF442.

Cuando se comparan las celulas derivadas de neuroesferas q7igura 7(a)) con la linea celular

OLF442  (Figura  7a)))  se  observan  ciertas  diferencias.  Aunque  anbos  tipos  celulares

provienen del epitelio  olfatorio,  la linea OLF442 es un linea artificial  inmortalizada a
travts de la inserci6n del gen n-myc OvlacDonald, I 996). Estas celulas presentan un tanafio

=10 Hm con pequefias ramfficaciones, en cambio las celulas derivadas de neuroesferas, que

coiTesponden a una linea celular seleccionada, tienen un tamafio de aproxinadanente  15

pin y largas exteusiones citoplasmaticas.

Para detenninar  si  la poblaci6n  de  c6lulas  de neuroesfelas  es homogenea,  en   tamafio  y

morfologia  celular  fueron  analizadas  por  citometia  de  flujo  a]ACs).  Los  resultados

indiearon  que  las  c6lulas  obtenidas  son  de  un  tamafio  sinjlar  y  rna  estructun  extema

comth (figura 8). Por lo tanto, despu6s de casi 9 meses de cultivo se puede afimar que la

poblaci6n  celular  obtenida  es  homogchea,  de  ripido  crecimiento  y  con  capacidad  de

propagaci6n a travts de varios pasajes.
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Figun8AnalisisdeTamafoyMorfologiaceluharesprFACsenC6luLasdchvadsdeNeuroesfros.Ena2ulse
obeer`ra ha poblaci6n Pl ha cual foe amalizada.

6%.:n£„%is.fD3.ft^ELE%?ibndesox-2encehalasderivadasdeNeuroesiferasdeEpkeito
OlUatorio de RQfo Adrlm

Para    analizar    la    multipotencialidad    de    las    c6lulas    obtchdas,    se    estudi6    por

irmunofluorescencia la expresi6n del marcador de preeursores neuronales SOX-2, ya que

este marcador es un favor de transcripci6n cuya funcj6n es el mantenjmjento de la auto-

renovaci6ndelasc6lulasmadrenodiferenciadas(Chenycols.,2007;Ljycols.,2001).Se

exanin6SOX-2bajolasmismascondicionesutilizadasparaestudiarlaexpresi6ndeiNOS:

medio minino, EGF (25 ng/inL) y LIF (20 ng/EL) por 24 horas. Los resultados obtenidos

se muestran en la figura 9; en el]a se observa una clara marca positiva para SOX-2 en los

tres tratamientos realizados  (n= 4).  Se  dcterin6  que  en  las  celulas  tratadas  con  medio

mininoseproduceunadisminuci6ndelaexpresi6ndeSOX-2deun6,45%enrelaci6nen

trataniento  con  EGF  (25  ng/InL)  y  LIF  (20  ng/EL)  (Figura  10).  Este  efecto  ha  sido

ampliamente  descrito  en  la  literatura  (Li  y  cols.,  2009).   En  ausencia  de  factores  de

creciniento, 1as c6lulas tienden a diferenciarse; en cambio, en fas c6lulas tratadas con LIF

la expresi6n de SOX-2 se mantiene constante comparada con el control positivo con EGF.

En  los  resultados  obtenidos por FACs  para la  expresi6n  de  SOX-2,  observamos  que  la
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cantidad de  c6lulas  que expresan  SOX-2  no  van'a (Figun  11  (a)),  en  cambjo  cuando  se

analiz6 la inteusidad de fluorescencia se observa un aumento de 2,1 veces de LIF sobre el

trataniento con medio minimo (* p>0,005) (n=3) ¢igura 11 a)).

Este resultado  indica que  LIP  no promueve  la diferenciaci6n celular,  y  que  su rol  seria

inducir  la  proliferaci6n  celular,  como  ha  sido  descrito  anteriormente  en  otros  sistemas

(Takaki y cols., 2006).

REEEIRE
Figura9Expresi6ndesOX-2(a)Mediominimo;a)EGF(25ng/hl;);(c)LIP(20ngfu)par24Iioras.
hmnofluorescencinami§OX-2(violeta),enazultusichmclearconDAPI(nat).

ELun)#Z;Ph:¥n(f=3°*Xri,#]:=£no#=uTd:fld:=dene:anm#°_¥d°ri:[gFd(:5#L),LIT(20
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Figurall.AnalisisFACsdeSOX-2.(a)Glfficodeporaantajedeexpresi6ndec6lulasVstratriento.(b)
caficodehtesidaddeFluorescenciaVstratamiento.Mediominimo;IJF(20ng/EL)por24horas)(n=3).
**psO.005TestdeAnova(noparan6trico).

En resultados  obtenidos  en cultivos prinarios  de precursores neuronales,  LIF  induce un

aunento de  la expresi6n de INOS de aproximadamente 70%, comparado con las c6lulas

quesemantuvieronenmediomininoa.6pez2010,datosnopubljcados).Parareali2areste

experinento en neuroesferas fue necesario determinar si estas c5lulas expresan el receptor

deLIF(LIFR),ysieltratamientoconrminducelaexpresi6ndeiNOS,aligunlqueocrme

en los cultivos primarios. Como controles negativo y positivo, ]as c6lulas fueron crecidas

en   medio   min.mo   y   con   EGF   (25   ng/inL)   por   24   horas   respectivamente.   Por

irmunofluorescencia  se  observ6  rna  expresi6n  basal  de  LIFR  en  los  tratanrientos  con

medio  minino  y con EGF,  la  que  aument6  en las  c6lulas  crecidas  en presencia de LIE

(figura12).Iroanteriorsugierequeestascelulassoncapacesderesponderaestacitoquina,

pues ademas se observ6 rna inportante marca para iNOS en has c6lulas tratadas con LIF

(figura 13), comparadas con ]as c6]ulas crecidas en medio minino y en EGF (25 ng/mL).

Enlafigura14semuesha]aexpresi6ndeLrmeiNOSconuntratam.entoconLIFpor24

horas.Seobservaquelasc6lulasderivadasdeneuroesferascoexpresanambasproteinas.
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La  expresi6n  de  iNOS  y LIFR  fue  estudiada ademds  por RT-PCR,  utilrmdo partidores

especificos  para  estas  I)roteinas,   como  control  positivo  se  ocup6  mRNA  de  epitelio

olfatono  y  como  control  de  carga  partidores  para  fa  proteina  de  expresi6n  constrfutiva

YV-.
Log resultados  de  RT-PCR  muestran  rna  mayor inducci6n  del  mensajero  de  iNOS  y de

LIFR  en  las  celulas  tratadas  con  LIF,  comparado  con  los  tratamientos  controles,  medio

minimo y EGF (25 ng/mL) (n = 5) (Figura 15).

Figura 12. Expresien de LIFR en presencia de LIF por 24 horas. (a) Medio minimo, a) EGF (25 ng/mL); (c) LIF (20
ng/mL) por 24 lioras. Inmunofluorescencia anti-LIFR (verde),  azul tinci6n nuelear con DAPI.

La cuantificaci6n de los resultados de PCR se muestran en la figura 16 para LIFR y figura

17  para  iNOS;  ambos  fueron  normalizados  con  respecto  al  control  positivo  (extracto  de

epitelio olfatorio) y mostraron que para LIFR la expresi6n fue de 28,9 ± 9,6% en medio

minimo,  de  27,9  ±  7,4%  en  EGF  y de  59,4  ±  14,5% en  las  c6lulas  tratadas  con LIF.  La

expresj6n  de jNOS  en  medio  minimo  fue  de  58,3  ±  7,9% en EGF  fue  68,9  ±  8.8%  y en

medio con LIF aumento a 100,3 ± 5,5%.

Los resultados  obtenidos  por  FACs  se  muestran  en  la  figura  18,  en  ellos  se  observa  la

cantidad de celulas que expresan iNOS vs tratamiento (Figura 18 (a)), tambien se grafic6 la

intensidad  de  fluorescencia  vs  tratamiento  (medio  minimo  y  LIF  (20  ng/mL)  (Figura  18

(b)). En las celulas crecidas en medio minimo,  iNOS se expres6 en el 79,1  ± 0,12 °/o de las

celulas,1a que aument6 a 82,8 ± 4,51  % con el tratamiento con LIF.    Cundo se analiz6 la

intensidad de la fluorescencia en ambos tratamientos, se observd que la fluorescencia con el

tratamiento con LIF es 14 veces mayor que la obtenida en el tratamiento con medio minimo

(*** p> 0,005).   Todos estos datos apuntan a que LIF efectivamente induce la expresidn de

iNOS en las celulas derivadas de neuroesferas
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Figura15.Expre§16nddmRNAde"OSyZ/fRporRT-PCRenC61ulasderrvndasdeNeurcesferas.(MM)medio
minimo; EGF (25 ng/inL); LIF (20 ng/mL) par 24 horns. C in cnntTnl mc.hv^. ^vh^-:i~ I- n" .   .___i_v,`.`,,Ltyuli./,I,Lri4ung/mL/porHhoras.C(+)confrolpositivo;extracoi6ndeRNAdeepitelioolfatono,
C(-)controlneganvo.ELeetroforesisengeldeagarosaal2%.
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Fjgura]8.Expresi6ndeINOSmedjadrporLIF.AtiarsisdeCfrometri.adeFlujo.(a)Graficode%deexpesj6nde
c6lulasVstrataniento.®)GraficodehtesidaddeFluorescenciaVshatanriento.kediominino;rm(20ng/inL)por24
horas(n=3).***p>0,0005TestdeANOVA(noparan6dico).

6.4.-Expresi6nTeixporaldeINOSmedindaporLIF

Para determinar el curso temporal de la expresi6n de iNOS inducida por LIE las c61ulas se

incubaron  con  LIF  por  0,  6,  12  y  24  horas  y ]a  expresi6n  de  INOS  fue  evaluada por

inmunofluorescenciayRT-PCR.

El resultado obtenido por RT-PCR muestra la expresi6n basal del mensajero de iNOS al

tiempo0,1aqueaunentaalas6horas,conunmckimoalas12horasdetratamientoyque

decae a las 24 horas (n=3) ¢igura 19), como control positivo se utl.II.z6 exfrocci6n de RNA

de  epitelio  olfatorio  ®arinetro  utilizado  para  nomali2ar).  La  cuntificaci6n  de  los

resultados mostr6 que el porcentaje de expresi6n de INOS en el tiempo 0 fue de 52,83 ±

11,76%; a las 6  horas aument6 a 62,32 ±  12,99% y a las  12 y 24 holes fro de  89,54 ±

4,18%y73,41±10,68%respectivamente¢igun20).
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Fignra19.CunsotempQrddehexpresi6nde]mENAde"usa0,6,12y24hom§detnndentoconI,H(20ng/hi)
(n=3)C(+)controlposfro;extracci6ndeRNAdeeprteLinolfatorio;C(-)confrolneggivo.Eectroforesisengelde
agrrosa al 2%.

Curso temporal de la Expresi6n de iNOS

=1503I *

±al00a*aagsoauI£0

0               a              `fy             fyb
Tiempo (horas)

Figura20.Expresi6ntempouldelmRNAde"OSCuntificaci6ndeRT-PCRa0,6]2y24horasdetratanentocon
LIP(20ng/mL).*p>0,05TesideANOVAsegurdodetesidecompancionesmunphade~.

Los  resultados  obtenidos  por  jnmunofluorescenofa  muestran  resultados  similares  a  los

obtenidos con el mRNA, es decir, la expresidn basal de INOS anmenta fuertemente a las 12

horas de tratamiento, la que se mantiene a las 24 horas (n=3) q]igura 21). Estos resultados

sugieren  que  la  I-nducci6n   de  la  expresj6n  de  INOS  per  LIF  ocurre  en   un   tiempo

relativamente corto, por lo que esta via podria ser un candidato para activar la maquinaria

de renovaci6n celular del epitelio olfatorio. Se detemin6 que los experimentos posteriores
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se realizarian  a las  24  horas  de tratamiento, para asegurar que  la  via LIF-LIFR-iNOS  se

encuentre completamente activada`

Ffgura 21. Expresi6n  temporal de INOS a 0, 6, 12 y 24 horas de trataniento con LIF (20 ng/mL) (n=3)
Inn]unofluorescencia de anti- iNOS (rojo), en azul Linci6n nucJcar con DAPI.

6.5.-AndLisis de ha expresi4n de iNOS l]Loqueando la wh LIFLLIFR-iNOS.

Se estudi6 el efecto del bloqueo del receptor de LIF sobre la expresi6n de iNOS, utilizando

un  anticuerpo  que reconoce  espeofficamente  e  inactiva dl receptor de  LIF.  Las  c6lulas  se

incubaron en medio minimo y con el anticuerpo bloqueador anti-LIFR (40 ng/mL) 6 horas

antes del tratamiento con LIF (20 ng/inL).   Como control se utilizaron c6lulas tratades con

medio minimo y con LIF (20 ng/mL) en ausencia del anticuexpo bloqueador.

Figura 22. Efecto deL anticuerpo bloqueador de LIFR sobre la expresidn de iNOS. Control positivo: LIF (20 ng/mL) por
24 horas (a,b.c) (n=3); LIF +anti LIFR (d,e,f); sobreposici6n (c,I). Inmunofluorescencia antJ- LJFR (verde), anti-iNOS
(rojo);  en azuL tmci6n nuclear con DAPI,
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Los resultados mostraron que el bloqueo del receptor de LIF, inhibe la expresi6n de iNOS

inducida por LIF  (figura  22),  ademas  se  observ6  que  LIFR  e  iNOS  colocalizan  en  estas

c6lulas (figura 22 (C)), lo que no se observa cuando se bloquea LIFR (figura 22 (I)) (n = 3).

Este resultado apoya la hip6tesis que la inducci6n de la expresi6n de  iNOS es mediada por

LIF.

6.5.-Efiecto de LIP sobre la Proliferaci6n de C6lulas derivadas de Neuroesfieras

Para  evialuar  si  LIF  induce  la  proliferaci6n  de  las  c6lulas  derivadas  de  neuroesferas,  se

ocuparon dos estrategias. Primero se evalu6 la proliferaci6n por conteo celular, para lo cual

las  c6lulas  se  crecieron en medio minimo,  en EGF  (25  ng/mL)  o  en LIF  (20  ng/mL)  y se

realiz6 el conteo a las 0,12, 20, 24,  31, 48  y 72 horas de cultivo  (n=5). Los resultados se

muestran en la figura 23, donde se observa que a las 72 horas de tratamiento hay 1,6 veces

mas c6lulas con el tratamiento con EGF y 1,8 veces mas c61ulas con el tratamiento con LIP

con respecto a las c6lulas crecidas en medio minimo.

Proliferaci6n mediada por LIF

®        `fy       rLD       rLD`       0`        h$       |fy

Tiempo (horas)

+   Medio minimo
+EGF
+LIF

Figura 23.Curva temporal de la proliferaci6n inducida por LIE a 20 (ng/mL) a 0,  12, 20, 24, 31, 48 y 72 horas de
tratamiento.  * p>0,05 Test ANOVA.

La  segunda  estrategia  fue  utilizar  el  nucle6tido  Brdu,  el  cual  se  incoxpora  en  el  DNA

durante la replicaci6n. Los tratamientos utilizados fueron medio minimo; EGF (25 ng/mL)

o LIF (20 ng/mL) por 24 horas. Los resultados obtenidos se muestran en figura 24, en esta
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vemos  que LIF  aumenta  el  ndmero  de  celulas  que  incoporan  Brdu  comparado  con  los

tratanientos controles (medio minimo y EGF).

Figura 24. Efecto de LIF sobre la Proliferaci6n de las C6lulas derivadas de Neuroesferas. C6lulas crecidas en
medio minimo (a, d, g), EGF (25 ng/inL) (b, e, h) y LIT (20 ng/mL) (c, i i).  Inmunofluerescencia con anti-
BrdDU (verde) en azul tinci6n nuclear con DAPI.

El efecto del bloqueo de la posible via LIF-iNOS sobre la proliferaci6n celular fue evalundo

utilizando el anticuerpo bloqueador del LIFR, el bloqueador de la iNOS, L-NIL y el dador

de  NO,  SNAP  para  rescatar  el  bloqueo  de  la  via  con  NO  ex6geno.  Los  resultados  se

presentan en  la figura 25  y  muestran  que  tanto  el bloqueo  del receptor de  LIF  como  la

inhibici6n  de  la  enzima  iNOS  provocan  la  disminuci6n  en  las  celulas  Brdu  positivas,

mientras que un dador de NO las incrementa.
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Figura 25` Efecto de la aLteraci6n de la via LIF-INOS-NO sobre la Proliferaci6n de las Celulas derivadas de Neuroesferas.
Inmunofluorescencia anti- BRDU (verde) (e, £ g, h), en azuL tinci6n nuclear con DAPI.(a, b, c, d); (i, j, k, I)
sobreposici6n.

Los resultados  obteridos  fueron cuantificados  como  la raz6n entre  los  nhcleos  positivos

para  Brdu  y  los  nilcleos  totales  (n=  8).  Los  porcentajes  de  proliferaci6n  obtenidos  se

muestran en la tabla 6. En las celulas tratadas con LIF la proliferaci6n celular aumenta con

respecto  a  las  c6lulas  crecidas  en  medio  minimo;  el  bloqueo  del  LIFR  utilizando  el

anticuerpo  bloqueador  y  la  inhibici6n  de  la  iNOS  con  L-NIL    reduce  el  porcentaje  de

c6lulas en proliferaci6n, efecto que se revierte cunndo se trata con un dador de NO (SNAP)

(Figura 26).  Estos resultados concuerdan con la hip6tesis de esta tesis, mostrando que LIF
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Tratamiento MM EGF LIE LIE + anti LIF LJF + NIL LIE + NIL + SNAP

Nacleostota'es
1034 1294 1898 359 1287 228

Ndcleos BRDu 430 630 1139 71 517 120

%proliferacj±
40,9 ± 3 54,1± 3,1  * 66'8± 3,2 " 23 ± 3,3 43 ± 4,5 51 '5 ±  6'4 *
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6.6.-Eifecto de LIP sobre la Diferenciaci6n de las C6lulas derivadas de Neuroesiferas

Para  evaluar  si  LIF  afecta  la  diferenciaci6n  de  las  c61ulas  derivadas  de  neuroesferas,  se

estudi6 1a expresi6n de los marcadores de diferenciaci6n neuronal (Tub-83) y glial (GFAP)

por RT-PCR e inmunofluorescencia.

Los  resultados  obtenidos  por  RT-PCR  (Figura  27)  mostraron  que  en  estas  c6lulas  se

expresa el  mensajero  de  Tub-83  y GFAP,  esta expresi6n  aumenta  cuando  las  c61ulas  son

incubadas  con LIF.  La  cuantificaci6n de estos resultados  se muestra en la tabla 7  y en la

figura 28 .

Diferenciaci6n inducida por LIE
(%Expresi6n+_SEM)

MM EGF LIE

TUB-83 69,2 ±  10.5 58,7 ± 7.1 99,0 ±   14,2

GFAP 56,5± 7,1 52,4 ± 9.6 74,8 ±  11

Tabla   7.   Expresidn   de   los   mRNA   de   los   marcadores   de   diferenciaci6n   neuronales   (7'C/B-83)   y   glial   (GFAP)
Cuantificaci6n de RT-PCR de c6lulas crecidas en medio minimo (MM):  EGF (25 ng/mL);  LIF (20 ng/mL) por 24 horas (
n = 7). * p> 0,05 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones mtiltip]es de  Dunnett.

Figura 27. Expresi6n de los mRNA de rug-43 y GF4P por RT-PCR. C(+) control positivo; extracci6n de RNA de
epitelio olfatorio; C(-) control negativo. (MM) medio minimo; EGF; LIF (n = 7). Electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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Lo  anterior sugiere  que  LIF tiene un papel  en  la  diferenciaci6n de  estas  c61ulas  y que  en

presencia de esta citoquina las c61ulas expresan principalmente marcadores neuronales y en

menor cantidad marcadores gliales.

Para  determinar  si   las   c61ulas   coexpresan   ambos   marcadores   o   son   dos  poblaciones

diferentes  de celulas,  se estudio la expresi6n de estos por una doble inmunofluorescencia.

El porcentaje  de  c6lulas  que  expresan  ambos  marcadores  se  determin6  por conteo  de  las

c61ulas  que  presentaban  marca positiva  para  TUB-P3  y  GFAP.  Se  observ6  que  GFAP  y

TUB-P3 colocalizan en el 59,1 ±  1,4 % de las c6lulas tratadas con LIF. Ademas la TUB-P3

se  expresa  en  las  c61ulas  crecidas  en  los  tres  tratamientos  realizados  (MM;  EGF;  LIF),

observindose una mayor expresi6n en las c6lulas tratadas con LIF (Figura 29 (a) ;(d)  ;(g)).

La  marca  para  GFAP  fue  menor  que  para  TUB-P3  en  los  tres  tratamientos  realizados

(Figura 29  a);  (e)  ;(h)),  siendo nuevamente mayor en las c61ulas tratadas  con LIF (Figura

30  01))  (n  =  4).  Por  lo  tanto  las  c61ulas  derivadas  de  neuroesferas  del  epitelio  olfatorio

expresan a la vez marcadores de diferenciaci6n glial y neuronal.

Figura 28. Cuantificaci6n de la expresi6n de los mRNA de 7'C/a-43 y GFAP en medio minimo ; EGF (25 ng/mL) y LIF

(20 ngivmL) ( n = 7).* p>0,05 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones mtiltiples de Dunnett.
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Figura 29. Efecto de LIF sobre la Diferencinci6n de las C6lulas delrvadas de Neuroesferas.  Iimunofluorescencja de
TUB-pe (verde)  (a, d y g) y GFAP (rojo) a, e y h); en azul tiusi6n nuelear con  sobreposici6n (c, f e i ); (c; f; i)
sobreposici6n.

Este experimento fue analizado tambien por citometria de flujo. Se observ6 que la cantidad

de  c61ulas  que  expresaron  ambos  marcadores  despu6s  de  72  horas  de  tratamiento  no

presentaron cambios en ninguna de las tres condiciones (medio minimo; EGF (25 ng/mL) y

LIF (20 ng/mL) para GFAP (Figura 30(a)) y para TUB-I)3 ( Figura 30(b)).

El analisis de la inteusidad de fluorescencia obterida para los dos marcadores indica que la

intensidad  de  la  fluorescencia  es  5,5  veces  mayor para  TUB-P3  sobre  GFAP cunndo  las

celulas  se  crecieron  en  medio  minimo,  esta  diferencia  vari6  levemente  en  las  celulas

crecidas en EGF   (4,4 veces mas de TUB-P3  sobre GFAP) y aument6 a  11,  7 veces en las

c6lulas  tratadas  con  LIF,  (Figura  31).     Estos     resultados  fueron  concordantes  con  lo

obtehido por RT-PCR,  lo  que  sugiere  que las  celulas  que responden  a  LIF  tienen  como

destino principal diferenciarse a neuronas olfatorias.
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7.- Discusi6n

En  esta tesis  se  aisl6  y seleccion6 una linea de c61ulas  derivadas  de neuroesferas, para lo

cual fue necesario seleccionar y lograr crecer de forma estable y mantenida los precursores

neuronales  que  se  encuentran  en  las  capas  basales  del  epitelio  mediante  el  ensayo  de

neuroesferas.   Las c6lulas derivadas de neuroesferas presentan varias ventajas por sobre los

cultivos primarios de precursores neuronales, como la capacidad de autorenovaci6n, 1o que

permite generar una linea celular natural homog6nea,  capaz de producir una gran cantidad

de  c6lulas  que  sobreviven  a  repetidos  pasajes.  En  cambio,  en  los  cultivos  primarios  de

precursores   neuronales   se   obtienen  muy  pocas   c61ulas   (40.000   c61ulas  por  cultivo);

ademas en los cultivos primarios se obtienen distintos tipos celulares (Feron y cols.,  1999)

cuya sobrevida es  limitada (~5  dias), lo  que dificulta su manipulaci6n  experimental.  Otra

ventaja de las neuroesferas  es  que  no presentan ninguna intervenci6n  gen6mica,  como  la

linea  celular  OLF-442  derivada  de  precursores  neuronales  a  los  cuales  se  les  insert6  el

proto-oncogen  #-in)/c  para  generar  la  inmortalidad  (MacDonald,   1996).  Esta  inserci6n

puede   generar   cambios   en   el   genotipo   celular,   1o   que  podria   derivar   en   resultados

controversiales  que no necesariamente representan  lo  que  ocurre  en  el  sistema  estudiado.

Por estos motivos, en esta tesis se opt6 por el ensayo de neuroesferas, pues a pesar de que

se  necesita  un  largo  tiempo  de  cu!tivo,  las  c6lulas  obtenidas  presentan  rna  muy  buena

aproximaci6n   del   comportamiento   de   las   c6lulas   precursoras   neuronales   del   epitelio

olfatorio. (Murrel y cols., 2005).

Una  vez  que  se  obtuvieron  las  c61ulas,  se  estudi6  el  caracter  multipotencial  de  estas

mediante el analisis de la expresi6n del marcador de precursores neuronales SOX-2   (Chen

y cols., 2007; Li y cols., 2001).  La expresi6n de este marcador no vari6 con el tratamiento

con LIF, lo que sugiere que el LIF no tiene un papel esencial en la diferenciaci6n de estas

c6lulas  y que  su papel  seria promover la proliferaci6n celular,  efecto  que  esta de  acuerdo

con lo reportado para esta citoquina en otros sistemas (Li y cols., 2007).

La  via  por  la  oral  LIF  actha  en  estas  c6lulas  no  habia  sido  descrita  anteriomente;  sin

embargo,  estaba descrito que el NO estimula la proliferaci6n celular en el sistema nervioso

(Olivier y cols., 2010;  Sulz y cols., 2009), por lo que para validar la llip6tesis de esta tesis

fue  necesario  determinar  si  las  c61ulas  derivadas  de  neuroesferas   expresaban  tanto   el

receptor de LIF (LIFR) como la iNOS.

48



La  expresi6n  del  receptor  de  LIF  (LIFR)  y  de  iNOS  fue  determinada  por  RT-PCR  e

inmunodetecci6n.  Los  resultados  muestran  que  las  c6lulas  expresan  tanto  el  mensajero,

como la proteina del receptor de LIF cuya expresi6n aument6 con el tratamiento con LIF.

Esto muestra que en las c6lulas derivadas de neuroesferas, LIF induce la expresi6n de iNOS

y  que  estas  c61ulas  responden  a  LIF  aumentando  la  expresi6n  de  su  receptor,  lo  que

representaria una forma de amplificaci6n de la respuesta a esta citoquina.

LIF activa la via JAK/ STAT, en la cual el receptor de LIF fosforila a JAK, 1a que a su vez

activa mediante fosforilaci6n a la proteina STAT-3 (figura 3) que se transloca directamente

al  nticleo  induciendo  la  expresi6n  de  diferentes  genes  blancos,  como  podria  ser la  iNOS

(Char y Fiscus, 2004).  Consecuentemente con esto, determinamos que la iNOS se expresa

basalmente  en  estas  c6lulas,  y que  esta  expresi6n  se  ve  altamente  aumentada  cuando  las

c61ulas fueron tratadas con LIF e inhibida cuando se bloque6 el LIFR. De esta manera,  un

aumento en la expresi6n del receptor seria congruente con este masivo y rapido aumento de

iNOS,  teniendo  en cuenta que  este mecanismo  debe responder rapidamente  ante un  dafio

tisular.

Tambi6n se determin6 que el tiempo de acci6n de LIF es relativamente corto; a las 12 horas

de tratamiento se produce un aumento de la expresi6n del mensajero de iNOS, que decae a

las 24 horas. Esto mos indica la rdpida acci6n de LIF, dando indicios de que esta citoquina

seria uno de los primeros factores que actha ante un dafio del epitelio olfatorio, activando la

proliferaci6n de los precursores neuronales con el fin de reemplazar las ORNs dafiadas.

Que la acci6n de LIF sea mediada por esta via es significativo, debido a que se ha descrito

ampliamente en la literatura que el NO es un factor que promueve proliferaci6n (Moreno-

L6pez  y cols.,  2000;  Packer y cols.,  2003,  Sulz y cols.,  2009).    La rapida  acci6n  de NO

presenta  ventajas  en  su  mecanismo  de  acci6n  sobre  otras  vias  de  inducci6n  proteina-

proteinas como la via de inducci6n de EGF (Ciardiello  1998).

EI NO es un radical libre que actha sobre diferentes proteinas produciendo  S-nitrosilaci6n.

Se   ham   reportado   un   gran   ndmero   de   proteinas   que   presentan   grupos   de   cisteinas

susceptibles  a modificaci6n por NO  (Keynes  y  Garthwaite,  2004),  lo  que  permitiria rna

activaci6n  de  mtiltiples  proteinas  blanco,  masificando  la  respuesta  como  por  ejemplo
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proteinas involucradas en la regulaci6n del ciclo celular como  son p38  y p21  (Cuadrado  y

Nebreda,  2010;  Mester  y  cols.,  2008).  Ademas  el  6xido  nitrico,  es  un  gas,  que  difunde

rapidamente   intra   y   extracelularmente,   sin   necesitar   de   la   activaci6n   de   proteinas

suplementarias;  sin  embargo,  una  exposici6n  prolongada  puede  producir  dafio  celular  y

tisular  por  oxidaci6n   (Gui  y  cols.,  2007).   Los  resultados   obtenidos  muestran  que  la

inducci6n   de   iNOS   y   por   ende   la   producci6n   de   6xido   nitrico,   ocurre   ripida   y

transitoriamente, lo que es consistente con lo descrito en la literatura donde se ha mostrado

que   la producci6n de NO  seria masiva, pero por un corto tiempo  lo  que evitaria un dafio

tisular por estr6s oxidativo (Keynes, 2004).

En relaci6n a este dltimo punto, se ha descrito que en el sistema nervioso la isofoma neural

y  endotelial   de  la  NOS  producen  leves  y  localizados   aumentos   de   la  concentraci6n

intracelular de NO, la iNOS en cambio produce un aumento de NO masivo principalmente

frente   un   dafio   celular   (Sulz   y   cols.,   2009;   Corsani   y   cols.,   2008).   Lo   anterior   es

concordante  con  los  resultados  obtenidos  en  esta  tesis.  Este  mecanismo  tambi6n  se  ha

descrito en el sistema immune. Frente a un dafio tisular masivo, se desencadena un proceso

inflamatorio,  y las  c6lulas  dafiadas  pueden  liberar citoquinas  que  activan  la proliferaci6n

celular y modulan la reparaci6n del  tejido dafiado (Rock  y cols., 2010).

Los  experimentos  realizados  muestran  que  el  LIF  actha  sobre  las  c6lulas  derivadas  de

neuroesferas   aumentando   la  proliferaci6n;   1a  que   disminuye   drasticamente   cuando   se

bloquea el LIFR indicando que el LIF interactha especificamente con su receptor, iniciando

rna  cascada  de  transducci6n  que  deriva  finalmente  en  la  inducci6n  de  la  expresi6n  de

iNOS.   Sin embargo, ouando se bloquea la iNOS la disminuci6n de la proliferaci6n celular

es menor que la observada cuando se bloquea LIFR. Este efecto podria deberse a que el LIF

induciria  otros  factores  ademas  de  la  iNOS,  que  pudieran  actuar  sobre  la  proliferaci6n

celular, como por ejemplo otras citoquinas.

En presencia de  NO ex6geno se pudo revertir la disminuci6n de la proliferaci6n inducida

por el bloqueo del LIFR y de la iNOS, lo que apoya fuertemente la hip6tesis que   la via de

acci6n de LIF en la proliferaci6n celular seria a trav6s del incremento de los niveles de NO.

Tambi6n se investig6 si el   LIP tenia un efecto sobre la diferenciaci6n celular, ya que hay

reportes de que en cultivos de neuroesferas generadas a partir de NSCs aisladas de embri6n

de  rat6n,     el  LIF  induce  la  diferenciaci6n  hacia  astrocitos  (Pitman  y  cols.,  2004).  Lo
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anterior sugiere que esta citoquina tambi6n podria tener un papel en dirigir la neurogenesis

hacia un tipo celular determinado, que en el epitelio olfatorio seria la generaci6n de nuevas

neuronas olfatorias. Para estudiar esta posibilidad, se evalu6 1a diferenciaci6n celular por la

expresi6n de marcadores neuronales (TUB-P3) y gliales (GFAP). Los resultados obtenidos

muestran  que  ambos  marcadores  colocalizan  en  los  precursores  neurales,  se  expresan

basalmente y que la expresi6n de ambos aumenta cuando las celulas son tratadas con LIF,

siendo mucho mayor en el caso de los marcadores neuronales.   Esto podria indicar que las

c61ulas  estudiadas presentan un  fenotipo mixto  (entre c61ulas  glial y neuronal) previo  a la

diferenciaci6n hacia un tipo  celular determinado,  este  fen6meno ha sido  descrito  en otros

tipos  celulares   como   Hepatocitos   (Gascon  y  cols.,   2010).   Estos   experimentos   fueron

realizados  por  24  horas,  lo  que  es  un  tiempo  relativamente  corto  para  producir  rna

diferenciaci6n  a  un  fenotipo  celular  deteminado.  En  experimentos  realizados  durante  3

dias  en  presencia  de  LIF  se  encontr6  que  las  c61ulas  expresan mayormente  TUB-P3  (no

mostrado),   1o   que   seria  congruente   con  la  funci6n   atribuida  al   LIF   de  promover  la

proliferaci6n  de  precursores  neuronales,  que  posteriormente  se  diferencian  a  neuronas

olfatorias maduras.

Estos resultados no muestran que el LIF induzca la diferenciaci6n de las c6lulas a neuronas,

por lo que en el epitelio olfatorio habrian otros factores que promoverian la diferenciaci6n

de los precursores neuronales,  como podrian ser IGF-1y BDNF (Klein y cols., 2010; Yi y

cols., 2010). Los resultados confirman nuestra hip6tesis, apoyando la participaci6n del LIF

en  el  proceso  de  proliferaci6n  de  los  precursores  neuronales,   y  que  para  lograr  una

diferenciaci6n  efectiva,  se necesitaria de  tratamientos  combinados  con  otros  factores  que

induzcan la diferenciaci6n celular.

Se ha descrito la participaci6n  de LIF promoviendo no  s6lo  la mitosis  y la diferenciaci6n

celular sino   tambi6n estimulando la sobrevida celular en sistemas tan diversos como tejido

adiposo, tejido pancreatico, c61ulas troncales embrionarias y sistema immune (Chen y cols.,

2009; Gurda y cols., 2010; He y cols., 2006; Najar y cols., 2009).

LIF  ha  sido  implicado  en  la  neurog6nesis  promoviendo  la  proliferaci6n  de  precursores

neuronales  de  c6lulas  embrionarias  y  de  animales  adultos  (Bauer  y  cols.,  2003).   Sin

embargo, el mecanismo por el cual actha LIF en el epitelio olfatorio no habia sido descrito
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previamente.   En  esta  tesis  hemos   encontrado   evidencias   contundentes   que  LIF  actha

mediante  la  inducci6n  de  la  iNOS  y  que  es  a  traves  de  esta  via  que  se  produciria  un

aumento de la proliferaci6n de los precursores neuronales de forma rapida. En conclusion,

1os resultados obtenidos en esta tesis, demuestran que LIF, mediante la inducci6n de iNOS,

activa la proliferaci6n e influye en la diferenciaci6n en c61ulas derivadas de neuroesferas de

epitelio olfatorio.

Los resultados obtenidos muestran un tipo de mecanismo implicado en la regeneraci6n de

tejido  nervioso  dafiado,  identificando  especificamente  algunos  de  los  factores  que  estan

involucrados. Esto podria ser de gran importancia clinica, ya que estos factores podrian ser

utilizados  en  el  future  para  terapias  celulares  destinadas  a  la  renovaci6n  neuronal  de

diferentes enfermedades neurodegenerativas que afectan a la poblaci6n humana.
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