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RESUMEN

Papel de LIF en la Neurogénesis del Epitelio Olfatorio de Rata Adulta.

En el epitelio olfatorio, las neuronas olfatorias se regeneran durante toda la vida. El Factor
Inhibidor de la Leucemia (LIF) es una citoquina que acttia como agente mitogénico de los
precursores neuronales. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio demostraron que el
oxido nitrico (NO), un segundo mensajero gaseoso producido por la enzima dxido nitrico
sintasa (NOS), induce la proliferacién de los precursores neuronales. Lo anterior sugiere
que el NO podrfa actuar como un segundo mensajero del LIF, mediante un aumento de Ia
expresion de la isoforma inducible de la NOS (iNOS). El objetivo de este trabajo fue
determinar si los precursores neuronales del epitelio olfatorio expresan el receptor de LIF
(LIF-R) v si LIF induce la expresion de iNOS. Para esto se utilizaron cultivos primarios de
precursores neuronales del epitelio olfatorio de rata que fueron tratados con LIF
(20ng/mL) por 24 horas. Se determind la expresidn de LIF-R e iNOS mediante RT-PCR e
inmunofluorescencia indirecta. Los resultados obtenidos indican que la expresién de LIF-R
e iNOS aumentd en 45,28 y 95,48 % respectivamente, en relacidn a los tratamientos
controles (medio Iminimo sin factores de crecimiento y medio con EGF). Estos resultados
fueron corroborados por inmunofluorescencia. Lo anterior confirma que los precursores
neuronales expresan LIF-R y que el LIF induce la expresion de iNOS, sugiriendo que el
dxido nitrico mediaria el efecto de LIF sobre la proliferacién de los precursores neuronales

en la neurogénesis del epitelio olfatorio.




ABSTRACT

In the olfactory Epithelium, the olfactory neurons regenerate during the entire lifetime.
The Leukemia Inhibitor Factor (LIF) is a cytokine that promotes the proliferation of the
neuronal precursors. Previous results obtained in our laboratory demonstrated that nitric

oxide (NO), a second messenger produced by the enzyme nitric oxide synthase (NOS),

induce proliferation of the neuronal precursors. This suggests that the NO could act as a
second messenger of LIF. That leads to the expression of the inducible NOS isoform
(iNOS). The aim of this work was to determine whether neuronal precursors express LIF
receptor (LIF-R) aind whether LIF treatment induces the expression of iINOS. Using primary
cultures of olfactory neuronal precursors treated with LIF (20 ng/ uL) for 24 hours, the LIF-
R and iNOS expression was determined by RT-PCR and indirect inmunofluorescence. The
LIF-R and iNOS expression increased in 45.28 and 95.48% respectively, respect to the

control treatments (DMEN-F12 and EGF). Results that were corroborated by

inmunofiuorescence. These results confirm that neural precursors express LIF-R and that
LIF induces the expression of INOS, suggesting that nitric oxide would mediate the LIF
effect over neuronal precursor cells proliferation during the neurogenesis of the olfactory

epithelium,
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MARCO TEORICO
La neurogénesis es el proceso por el cual se generan nuevas células nerviosas. Este

proceso ocurre activamente en estadios tempranos del desarrollo, pero va disminuyendo
a medida que los individuos llegan a la adultez, condicién en que solo se produce en

lugares especificos del sistema nervioso como el hipocampo, epitelio olfatorio y bulbo

"
T

olfatorio (Altman y cols, 1965; Erikson y cols, 1998; Gould y cols, 1998; Graziadei, 1973;

Moulton, 1974; Graziadei y Monti Graziadei 1979).

El proceso de neurogénesis involucra la proliferacién de precursores neuronales
desde las células troncales, para luego migrar y diferenciarse a neuronas postmitéticas.
Las células troncales son células totipotenciales, es decir, son capaces de dar origen a
todos los tipos celulares de un organismo, o multipotenciales, las cuales tienen un
compromiso celular y pueden dar origen a diversos tipos celulares de un tejido
determinado. Por ejemplo, los precursores neuronales pueden dar origen a todas las
células del sistema nervioso; neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. En cultivo, las
células troncales nerviosas forman neuroesferas, estds son colonias de células derivadas
de una dnica célula troncal y que presentan caracteristicas tipicas de las células troncales
como son renovacion y multipotencialidad (Reynolds y Weiss, 1992). Hasta hace poco se
pensaba que en mamiferos la neurogénesis solo ocurrfa en periodos del desarrollo
embrionario, durante el cual se generan los diferentes tipos de células nerviosas. Sin
embargo, recientemente se ha descubierto que existe generacion de nuevas neuronas en

algunas zonas del sistema nervioso de animales adultos.
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La neurogénesis en mamiferos adultos se describié por primera vez en el hipocampo
de ratas y, mds recientemente, se ha encontrado también en el giro dentado de primates
(Erikson y cols, 1998; Gould y cols, 1998). Se ha planteado que la neurogénesis en adulto
permitiria aumentar el nimero de neuronas en la poblacién total y/o reemplazar
neuronas muertas (Gould y Tanapat, 1997). La capacidad de reemplazar las neuronas
perdidas en el adulto es una de las caracteristicas que diferencian al epitelio olfatorio,
junto al bulbo olfatorio y al hipocampo, del resto del sistema nervioso. En el cerebro se
generan [ocalmente nuevas células granulares en el giro dentado del hipocampo, entre el
borde del hilio y las capas de células granulares, mientras que en la zona subventricular
(ZSV) se generan neuronas que migran hacia el bulbo olfatorio vy que se diferencian en

interneuronas y células glomerulares {Lois y Alvarez-Buylla, 1993).

El epitelio olfatorio se encuentra en contacto directo con el medio externo, por lo
que constantemente pierde neuronas olfatorias (ORNs). El epitelio es seudoestratificado y
estda compuesto de varios tipos celulares, como células basales, células de soporte y
neuronas sensoriales (ORNs). Estas tltimas transducen los odorantes y conducen impulsos
eléctricos desde la nariz hacia el bulbo olfatorio del cerebro. A su vez se distinguen dos
tipos de células basales, ias globosas (GBC) y las horizontales (HBC). Las células basales
globosas han sido identificadas como precursores neurcnales y serian las encargadas de
dar origen tanto a fas neuronas sensoriales como a las células de soporte (Dannette y
Nicolay, 2006) (figura 1) de manera que durante la vida aduita las ORNs mueren Y son

reemplazadas por nuevas neuronas, existiendo asi una constante renovacidn.

Recientemente se han identificado a las HBC como progenitores multipotenciales del

i1




epitelio olfatorio, proponiéndose que estas células serian las encargadas de dar origen a
las células basales globosas, que a su vez dan origen a las neuronas olfatorias. También las
HBC podrian dar origen a otros tipos celulares del epitelio, como células de Bowman vy

células de soporte (figura 2) (Iwai y Zhou, 2008).
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Figura 1, Diagrama de proliferacién de los precursores neuronales (Dannetta y Nicolay, 2006).

En el estudio de la neurogénesis se han identificado diversos factores que
participarian induciendo la proliferacién de estas células. Entre estos factores se

encuentra el factor de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2), el factor de crecimiento

—_ -t

epidermai (EGF), ei factor de crecimiento nervioso {NGFj y ei facior inhibidor de ia
Leucemia (LIF); este dltimo factor serifa liberado por las ORNs en apoptésis (Getchell y cols,
2002). Entre los factores que inducen la diferenciacién neuronal, se encuentra el factor de
crecimiento nervioso derivado del cerebro (BDNF), a neurotrofina-3 (NT-3), la dopamina,

el factor de crecimiento transformante-R2 (TGF-R2) y el factor de crecimiento insulinico
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papel critico en la regulacién de la neurogénesis durante el desarrollo del sistema nervioso

central. La expresion de algunos factores de crecimiento y sus receptores contintia

12




durante la vida adulta en diversas regiones del sistema nervioso, que incluyen

hipocampo, la zona subventricular y el epitelio olfatorio (Rev. por Mackay-Sim, 1999).

ORN

f

() GBC
BG \ f
On

HBC

SUS

Figura 2. Modelo de diferenciacién de las células horizontales basales (HBS). En el epitelio Olfatorio las HBS darian origen

a todos los tipos celulares. BG: células de Bowman; GBS: células basales globosas; ORN: neurona receptora olfatoria;

SLIS: células de coparta [lwai v Zhan, 2008R)

Las neuronas en diferenciacion expresan distintos marcadores moleculares, segin el

estado en el que se encuentren. Las células troncales expresan citoqueratina-14 {CK14),

mientras que las neuronas postmitdticas expresan la molécula de adhesion celular neural

(nCAM). Las neuronas en proceso de diferenciacién inicialmente expresan la tubulina

espediiita neurvnai (TRIii) y fa proieiing 43 asuciada a credimieniv (GAF43). Cuandu esian

maduras, las neuronas pierden la inmunorreactividad para GAP43 y expresan marcadores
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tipicos de neuronas olfatorias maduras, como la OMP, la galactosa-nCAM (gal-nCAM)
(Pays y cols, 2000) y componentes de la cascada de transduccion, como la ACIlI y

receptores para odorantes.

El factor inhibidor de la Leucemia (LIF) es una citoquina que pertenece a la familia de
la interleuquina-6 (IL-6), que incluye ademds a IL-1, al factor neurotréfico ciliar {CNTF), a
Cardiotrofina-1 (CT-1) y a Oncostatina {OnM). Los receptores de estas citoquinas
comparten en comun la subunidad gp 130. Se han descrito 2 efectos contradictorios para
LIF sobre las células troncales nerviosas. Por un lado, se ha reportado que LIF (o CNTF)
actian directamente sobre las células troncales induciendo su diferenciacién hacia
astrocitos; y que el tratamiento de células precursoras con LIF inhibe la formacién de

neuroesferas (Pitman y cols, 2004; Hermanson y cols, 2002).

Por el otro lado, la via de sefializacion LIF también ha sido implicada en la
proliferacion de las células troncales nerviosas. En la ZSV del embridn de ratén, la
sefializacidn via gp 130 induce la duplicacién de las células progenitoras (Hatta y cols,
2002). Ademds, en el ratdn, la infusién de CNTF en los ventriculos laterales incrementa el
numero de células formadoras de neuroesferas (Shimazaki y cols, 2001). LIF ha sido
implicado en la regeneracién del epitelio, promoviendo la proliferacién de las células
precursoras nerviosas. Cuando se destruye el epitelio olfatorio mediante bulbectomia u
otro procedimiento, las ORN en apoptésis liberan rapida y transitoriamente LIF (Nan y
cols, 2001; Moon y cols, 2002; Bauer y cols, 2003). Ademds el receptor de LIF (gp130/LIFR)
se expresa también transitoriamente en las células basales, en los axones de las neuronas

en degeneracion y en macréfagos infiltrados en el estroma. Se ha descrito que los
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macréfagos pueden infiltrarse en el epitelio como respuesta a un dafio y fagocitar las
ORNs en apoptosis las cuales secretan citoquinas como LIF, promoviendo asi el desarrollo
de nuevas neuronas (Susuki y cols, 1995; Nan y cols, 2001). Recientemente se ha sugerido
qgue la disminucién de macréfagos en el epitelio olfatorio produce un incremento de la
muerte neuronal y una disminucién de la neurogénesis (Borders, 2007). Involucrando a LIF
en la proliferacion de las células basales y la inhibicién de la diferenciacién de las ORNs in

vitro e in vivo (Nan y Getchell, 2001).

Resultados de nuestro laboratorio indican que el éxido nitrico (NO), actia como un
agente mitdgeno de los precursores neuronales, por lo qgue podria ser uno de los
segundos mensajeros involucrados en los efectos proliferativos de LIF. El NO es un radical
libre, producido por la enzima 6xido nitrico sintasa {NOS), a partir del aminodcido L-
arginina. Se han descrito 3 isoformas de esta enzima, la isoforma inducible (iNOS), la cual
es independiente de la concentracidn intracelular de calcio, la isoforma epitelial (eNOS) y
la isoforma neural (nNOS), ambas dependientes de calcio. Resultados preliminares
muestran que luego de dafiar el epitelio oifatorio mediante la aplicacién intranasal de
Zn50,, iNOS se expresa en forma transitoria en las células basales y en las células del
estroma, que podrian corresponder a las células gliales que rodean los axones de las ORNs
0 a macrofagos infiltrados del estroma. Ademas observamos que en cultivos primarios de
precursores neuronales, una baja expresién de iNOS se correlaciona con una baja
proliferacién celular. La inhibicién de la iNOS y nNOS induce una disminucién de la
proliferacién de las células precursoras, efecto opuesto al provocado por el NO exdgeno.

Esa idea es apoyada por el hecho que el curso temporal de la expresion de LIF y su
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receptor, la localizacion de este ultimo, y su efecto proliferativo sobre las células basales

coinciden con lo observado por nosotros para iNOS.
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citoquinas, entre ellas LIF, a través de la via JAK/STAT (Kleinert H y cols, 2003). Asi mismo,
se ha descrito que LIF ejerce el efecto proliferativo y anti-diferenciativo en el epitelio

olfatorio mediante la cascada de transduccién JAK/STAT3. (Moon y cols, 2002).

Con estos antecedentes se puede postular que LIF induce la expresidn de la iNOS, lo
cual posteriormente llevaria a una produccién de NO por los precursores neuronales
(figura 3). Esta memoria de titulo se enfocara en determinar si LIF induce la expresién de

iNOS en precursores neuronales del epitelio olfatorio.

ORN apoptotica *
> duferencmcaon

N IGFI

* T6F-p2 (6D11)
.“ J prohferaaon/ ’

- J

Panw,
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.Q.l.‘.‘l. >
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mavesanen

Precursores Neuronales

Figura 3. Modelo propuesto para el efecto de LIF en los precursores neuronales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A. HIPOTESIS
LIF induce la expresion de iNOS en los precursores neuronales del epitelio olfatorio
B. OBIETIVO
General
Determinar si LIF induce la expresién de iNOS durante la neurogénesis en el epitelio
olfatorio in vitro.
Especificos
1) Optimizar los métodos de cultivos primarios de precursores neuronales de epitelio
olfatorio, purificacién de RNA y RT-PCR
2) Determinar si ios precursores neuronales expresan el receptor de LIF (LIF-R) in vitro

3) Determinar si LIF induce la expresién de INOS en los precursores neuronales in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Materiales
1. Animales y Cultivo celular
Los precursores neuronales fueron obtenidas a partir de cultivos primarios de
epitelio olfatorio de ratas macho (20 a 30 dias) los cuales fueron cultivados 5 dias en
medio DMEM/F12 con ITS (insulina-transferrina-selenio) suplementado con EGF 25ng/pL.
También se utilizé la linea celular OLF 442, derivadas de precursores neuronales de raton,

obtenidas desde el laboratorio del Dr. Mackay-Sim, Brisbane, Australia. Estas células
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fueron cultivadas en medio DMEM/F12 + FCS {(suero fetal bovino) al 10% a 37°C

(MacDonald y cols, 1996)

Acidos Nucleicos

Como estandar de tamafio molecular se utilizé Bench top 100pb Ladder (Promega),

dNTP 100mM (invitrogen), Hexameros {(Amersham). Los Partidores utilizados para las

reacciones de PCR fueron fabricados por Integrated DNA Technologies {IDTdna) a través

de la empresa Fermelo (tabla 1). El kit utilizado para la purificacidn de RNA fue RNeasy Kit

y RNase-free Dnase {Qiagen).

Nombre Secuencia (5" 3") Funcién
LIF-RECEPTOR(LIR-r) forward | GGAGAAAGGTTCCTTCAAACAGCAG | Partidor
LIF-RECEPTOR (LIF-r} reverse | CTCAGTGTCTTCTGGGATATGTCAG | Partidor
iNOS forward CTTTCTGGCAGCAGCGGCTC Partidor
iNOS reverse GCTCCTCGTAAGTICAGC Partidor
YWHAZ forward GTCATCTTGGAGGGTCGTCT Partidor, control de carga
YWHAZ reverse GCTTCTTGGTATGCTTGCTGT Partidor, Control de carga

. Enzimas

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en cada uno de los pasos especificados.

las enzimas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: SuperScript I Reverse

Transcriptase, Taq DNA polymerase recombinant (Invitrogen), Dispasa i1 (Boeringer).

18




4,

Inmunofluorescencia.

Los anticuerpos utilizados y su funcién se detallan en la tabla 2.

Nombre Descripcidn Marca Funcién
LIF-R LIF-R ratén Sigma Anticuerpo
primario
iNOS iNOS conejo Sigma Anticuerpo
primario
cabra anti-ratén cabra  anti-ratén  alexa | Molecular Anticuerpo
488nm, verde Probes secundario
cabra anti-conejo r}:abra anti-conejo  alexa | Molecular Anticuerpo
594nm, rojo Probes secundario

Tabla 2. Anticuerpos utilizadas en cada uno de los pascs especificados

Cultivo celular

Para realizar el cultivo celular se extrajo la mucosa olfatoria septal de cuatro ratas

machos de 20 a 30 dias,
(Invitrogen), se incubé con
separd el epitelio de la
epiteliales obtenidas se d

centrifugaron por 5 minu

medio DMEM/F-12 con ITS y EGF 25 ng/pt, se plaguearon a una concentracion de 5.000
células por placa de 35 mm (8.8 cm?), fueron crecidas por 5 dias con cambio de medio al

tercer dia. En estas condiciones el cultivo consta principalmente de precursores

Métodos

Estandarizacion de Técnicas
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el tejido obtenido se lavd 3 veces en solucidn salina Hank's
la enzima Dispasa Il por 45 minutos a 37°C ¥ posteriormente se
ldmina propia raspando con una espatula fina. Las células
isociaron mecdnicamente con una pipeta de aspiracion y se

tos a 300xg. Las células obtenidas fueron resuspendidas en




neuronales y en un menor grado de células troncales y células de soporte (Feron y cols,
1999).

Las células OLF 442 son células inmortalizadas derivadas de precursores neuronales
de ratén, las cuales fueron utilizadas para estandarizar los métodos de extraccidn de RNA.
Conteo de Células.

Las células del epitelio olfatorio fueron crecidas en dos tipos de placas. Las placas
utilizadas fueron 1.9 mm (cuatro pocillos) (Nunc) y de 35mm (Nunc). Las células fueron
observadas en un microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss OX10 VERT 200M) con un
objetivo de 10x. El conteo se realizé en una camara de Neubauer, con el promedio de las
células, tomando en cuenta cuatro cuadrantes.

Para calcular el nimero de céluias obtenidas se ocuparon las siguientes formulas.

numero de céluelas cel
1072 = X x 106 =
numereo de cuadrantes x x mnl
numero de £&L
mL 196 cel

superficie cms =XX—-=
las diferencias entre los grupos fueron evaluadas con el test de t-student,

considerandose un p-value de p<0,05 como nivel de significancia. Los analisis estadisticos

se realizaron con el programa Prism 4.0.3 (GraphPad Software Inc).
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2. Extraccion de RNA

Debido a bajo nuimero de células obtenidas desde los cultivos primarios de
precursores neuronales de epitelio olfatorio, elegimos un método de extraccién de RNA
que permitiera obtener RNA en mayor cantidad y calidad. Se probaron tres protocolos
distintos: Schomzysky-Sashi, Trizol y RNeasy mini kit. Para probar los protocolos se utilizé
la linea celular OLF442, la cual permite obtener un gran niimero de células en un corto
tiempo. Las células OLF442 fueron cultivadas en placas de 35 mm hasta confluencia y
cosechadas con tripsina-EDTA 10X. Las células colectadas fueron centrifugadas a 300xg

por 5 minutos y se tomaron 1x10° células para la realizacién de cada protocolo.

a. Método de Schomczysky-Sashi

Las células OLF442 fueron centrifugadas y se agregd 500 puL de solucién de
Schomeczysky (solucion D +151 pl de B~mercabto etanol; acetato de Na 2M pH 4,0; fenol
acido, para 10mL: 1ImL: 10mL respectivamente), mas 5 pL de perlas de vidrio. (Por cada 50
mL de solucién D, se agregaron 360 pL de B-mercapto etanol). Se agitdé a velocidad
méxima por 5 minutos, luego se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se agregaron 0,2 pb de cloroformo (0,2 mL por cada 1 mL de solucién de
Schomczysky), se centrifugd a 10.000 rpm por 15 minutos y se transfirié la fase acuosa a
un tubo limpio. Se lavé con fenol: cloroformo (desde este punto en adelante todo estuvo
tratado con DEPC), para luego centrifugar a 10.000 rpm por 15 minutos. Se transfirid Ia
fase acuosa obtenida a un tubo limpio y se agregaron un volumen de isopropanol.

Posteriormente se dejd a temperatura ambiente por 10 minutos, se centrifugd
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nuevamente por 10 minutos a 4°C y el precipitado obtenido fue lavado con etanol al 75%
y secado por 1 hora a 37°C. El RNA obtenido se resuspendié en 40 pL de agua tratada con

DEPCy fue almacenado a -80°C hasta su utilizacién.

. Método de Trizol

Las células fueron colectadas y homogenizadas en presencia de 1 mL de Trizol, luego
se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadié 0,2 mL de cloroformo por
1 mL de Trizol. Las muestras fueron transferidas a un tubo limpio y se agité por 15 s, se
incubd a temperatura ambiente por 2 a 3 minutos, posteriormente se centrifugd 12.000xg
por 2 a 3 minutos. Esta centrifugacidn separd una fase roja fenol-cloroformo, una
interface y una fase superior transparente donde se encontraba el RNA. Se transfiri6 la
fase acuosa a un tubo limpio y se precipité el RNA de la fase acuosa con alcohol
isopropilico (se usé 0,5 mL de alcohol! isopropilico por 1 mL de Trizol), se incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos, para posteriormente centrifugar a 12.000xg por
10 minutos a una temperatura entre 2 a 8°C. Se descarté el sobrenadante, el precipitado
obtenido fue lavado con etanol al 75% (se agregd 1 mL de etanol por cada 1 mL de Trizol),
y se centrifugo a 7.500xg por 5 minutos. Finalmente el precipitado fue resuspendido en 40

uL de agua DEPC. El RNA obtenido fue almacenado a -80°C hasta su utilizacidn.
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¢. Método Qiagen RNeasy mini Kit.

Se agregd a cada muestra 200 pL de buffers RTL (10 pL de B-mercaptoetanol/mL de RTL),
luego las muestras se pasaron por una aguja 20g 10 veces, se agrego etanol al 70 % (grado
biologfa molecular en H,0 libre de RNasa), se transfirié a las columnas RNeasy en tubos de
2 mL y se centrifugd a por 15 s a 13.000 rpm. Se descarté el sobrenadante, luego se lavé
dos veces con buffers RW1 por 15 s a 13.000 rpm y se incubé por 15 minutos con DNasa 1.
Posteriormente se lavé la columna con buffer RW1 a 13.000 rpm por 15 s y con buffer RPE
dos veces a 13.000 rpm por 15 s y 2 minutos, respectivamente. Finalmente, se eluyd el
RNA en 40 ul de agua RNasa-free (del kit) centrifugando 1 minuto a 13.000 rpm.

Para todos los métodos de extraccién de RNA se cuantificé la cantidad de RNA por
espectrofotometria a 260 nm vy la calidad de los RNA obtenidos por la relacién 260/280
utilizando el equipo Shimatzu UV 150-02 Espectrophotometer. También se chequeo la

calidad de los RNA por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

3. Sintesis de cDNA a partir de RNA
A partir de los RNA obtenidos se realizé la sintesis de cDNA. Para esto se utilizé |a

siguiente mezcla:

Hexdmeros {1pg/uL) 1ub
DNTP’s (10mM) 2 UL
H,0 3l
RNA (1000 ng) 20 pL
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Se Completd hasta un volumen de 26 pL, luego incubé a 65°C por 10 minutos y

transfiriéndose inmediatamente a hielo donde se agrego lo siguiente:

5x first strand buffers 8uL
0,1 M DTT Apl
RNasin 40U/uL 1ul

Transcriptasa reversa 200 U/ul. 1l

Se obtuvo un volumen final de 40 pi, el cual se Incubd por 1 hora a 42°C, y luego a
75°C por 10 minutos para inactivar la transcriptasa reversa,

4. Reaccién de PCR

Para las reacciones de PCR se utiliz la siguiente mezcla, la reaccién fue llevada a
cabo en termociclador (Applied Biositems 2027). Como control de carga se utilizé
partidores YWHAZ (protelna de activacién zeta péptido  tirosina  3-

monaooxygenasa/triptéfano 5-monooxygenasa)

H20 12,56 uL
MgCL2 (50mM) 1pul
10x PCR rxn buffers 2l
Primers forward {10mM) 0,8 uL
Primers reverse {10mM) 0,8 uL
DNA (400 ng) 2L

TAq 5U/pL 0,2 pL




Los ciclos de amplificacién utilizados para los distintos partidores se detallan en la tabla 3.

LIF-R iNOS YWHAZ

94°C —» 5 min 94°C — 5 min 94°C—» 5 min

94°C — 30seg 94°C —> 30seg 94°C—> 30seg

59°C — 30seg 40 | 65°C ~ 30seg 140 55°C—» 30seg 40
72°C T > 30 seg j{iclos 72°C —» 30 seg iclos | 72°C—> 30seg :I ciclos
72°C —» 10 min 72°C—» 10 min 72°C—> 10 min

Tabla 3. Programa de amplificacién por PCR para los partidores utilizados.

5. Electroforesis de Acidos nucleicos

Tanto las moléculas purificadas de RNA, como los productos de PCR fueron

visualizados en geles de agarosa al 2% con et-brx, se utilizé buffer de carga 6x (0,25% de

bromofenol, 30% de glicerol, 15% de ficoll) para cada una de muestras y como buffer de

corrida se utilizé TAE 1x (44,5 nM &cido bérico, 44,5 nM Tris, 1M EDTA, pH 8.0). La

cuantificacién se realizé por densitografia optica utilizando el software NIH Image J

(Rasband, 1997) los resultados fueron expresados como porcentaje de expresion, respecto

al control de carga + SEM. Para determinar diferencias significativas entre los grupos se

utilizo el test de ANOVA de una via, seguido del test de Bonferroni, se consideraron

diferencias significativas a un valor de p<0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron con el

programa Prism 4,0.3 (GrapdhPad Software Inc).
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6. inmunofluorescencia

Se crecieron cultivos primarios de epitelio olfatoric de rata, en cubreocbjetos
circulares de vidrio cubiertos con coldgeno IV (Sug/mL). Después de los respectivos
tratamientos, las células fueron fijadas con PFA al 4% en PBS y iavadas 3 veces con PBS 1X
por 5 minutos.  Posteriormente los cubreobjetos fueron incubados en solucién de
bloqueo (2% BSA, 10% suero normal de cabra 5%, 0,1 tritén x-100 en PBS) por 1 h, seguido
de los anticuerpos primarios anti LIF-R (1:250) e iNOS (1:125) por toda la noche.
Posteriormente se lavé 3 veces con PBS 1X y se incubé con anticuerpo secundario cabra-
anti-ratdn (alexa 488 verde) 1:500 y cabra anti-conejo {alexa 594 rojo) 1:500 por 1 hora en
oscuridad, para finalmente hacer una tincién nuclear con Dapi 1:7000. Las muestras
fueron montadas con Fluoromount (Electron Microscopy Sciencies) y observadas con un

objetivo de 40x en un microscopio de epifiuorescencia Carl Zeiss OX10 VERT 200M.

7. Protocolo Experimental
Expresién de LIF-R e iINOS en presencia de LIF

Para determinar la expresién de LIF-R e iNOS en presencia de LIF, los cultivos
primarios fueron crecidos por 5 dias en medio DMEM/F-12 con ITS y EGF 25 ng/uL;
posteriormente se reemplazd el EGF por LIF 20 ng/pL y se incubé por 24 h, Después del
tratamiento con LIF, las células fueron colectadas y se analizé la expresién de LIF-R e iNOS

por RT-PCR e inmunofluorescencia, segln lo descrito en Materiales y Métodos.
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RESULTADOS
1. Estandarizacidn de cultivo primario

Con el objetivo de determinar las condiciones dptimas de crecimiento de los
precursores neuranales obtenidos en el cultivo primario de epitelio olfatorio de rata, las
células se crecieron en dos tipos de placas, y se comparé la cantidad de células que se
obtuvo en cada caso. Los resultados del conteo de células se muestran en la tabla 4.
Los resultados obtenidos mostraron que en la placa de 35mm (Nunc) crece un mayor
nimero de células por cm? que en la placa de 4 pocillos, la cantidad de células obtenidas
en la placa de 35mm es alrededor de 4,5 veces mds que en la placa de 4 pocillos {grafico |,
p<0,05). Por lo tanto se eligid este tipo de placa para realizar los cultivos primarios y asf

poder tener una mayor cantidad de células.

Cultivo Placa de 4 pocillos | Placa 35mm

cel/mL | cel/cm? cel/mL cel/cm?
1 42.500 (16.776 142,500 |[97.159
2 62.500 |4.112 115.000 |6.534
3 45.000 |5.921 207.500 [23.579
4 32.500 (4.276 127.500 |16.776
promedio 45,625 | 7.771 148.125 36.012
desviacién estandar 12.479 {6.059 41.149 41.362
error estandar de la media  |3.120 |1.515 10.287 10.341

Tabla 4. Datos obtenidos del conteo de células
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Por otra parte, se observd que las células que crecieron en la placa de 35 mm

tienden a crecer juntas, formando aglomeraciones, en cambio en la placa de cuatro

pocillos solamente se encuentran células en forma discreta y en menor cantidad (figura 4,

n=4).

6 Densidad de Células en Cultivo
|
50 * '
8 40
o
— |
x |
E 30
3 |
¢ 20 :
* |
10 |
_ |
0 !
\
placa 1,9mm (4 pocillos) placa 35mm ‘

Grafico I. Cantidad de células por cm’para las placas de 1,9 mm (4 pocillos) y 35 mm respectivamente. *
significativamente diferentes, p<0,05 test de t-Student
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(a) (b)

§0 pm

Figura 4. Cultivo primario de epitelio olfatorio de rata, 5 dias de cultivo en medio con EGF (25 ng/uL). (a) Placa de 35
mm, (b) Placa de 1,9 mm (4 pocillos). Barra: 50pm

2. Purificacién de RNA
Debido a que la cantidad de células obtenidas a través de este tipo de cultivo es
baja, (aproximadamente 40.000 células), se realizaron extracciones por 3 métodos
distintos, de manera de determinar con cuai de estos se obtenia ia mayor cantidad de
RNA; el método de Schomzysky-Sashi; extraccién por Trizol y extraccion por Qiagen
RNeasy mini Kit. Los RNA obtenidos fueron cuantificados por espectrofotometria a 260 nm
y su fueron chequeados por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla 5.

29




Muestra

Absorbancia 260nm

Concentracion de RNA (ng/uL)

Qiagen RNeasy mini Kit

0,253

1012

Trizol

0,094

376

Schomazysky-Sashi

0,092

368

Tabla 5. Concentracién de RNA obtenida a través de los distintos métodos de extraccién.

Las mayores cantidades de RNA fueron obtenidas a través de la extraccién por
Qiagen RNeasy mini Kit, que fue alrededor de 3 veces la cantidad de RNA obtenida por el
método de Schomzysky-Sashi y por el método del Trizol. Se analizo la presencia de DNA
genomico en las muestras de RNA por electroforesis en geles de agarosa al 2%. Los
resultados muestran que en la extraccién por Schomzysky-Sashi y Trizol contenian
contaminaciones con DNA gendmico y no se observé la presencia de bandas ribosomales
debido a la baja concentracién obtenida. En el caso de extraccién por Qiagen RNeasy mini
Kit, no contenian contaminacién por ADN gendmico, y se observaron bandas ribosomales

{figura 5). Por lo tanto, la extraccién por kit fue elegida para las posteriores purificaciones

de RNA,
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Contaminacion por ADN gendmico

Bandas

Ribosomales

3.

Figura 5. Purificacion de RNA por 3 métodos distintos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Estandarizacion de R1-FCR

Para llevar a cabo la transcripcién reversa y la amplificacion por PCR se probaron
distintas mezclas de los reactivos utilizados, de manera de optimizar ambas reacciones.
Para la transcripcion reversa el criterio utilizado fue la obtencion de aproximadamente

1.000 ng de cDNA. El cDNA obtenido se midié por espectrofotometria a 260 nm; la

encuentra descrita en la seccion 2 de Materiales y Métodos.

Para la reaccion de PCR se probaron distintos volimenes de reaccién vy distintas
concentraciones de magnesio de manera de optimizar la amplificacion. Las
concentraciones de cDNA de también fueron analizadas. Finalmente se utilizd una

ronrantrarian final da ma
concantrarcin a

gnacin da 25 1M v anravimadamanta ANN ne da ~NNA n
annal Qe magnesio ce Lo UV y aproximacamente 400 ng de D

nara i
ey e e

volumen final de reaccién de 20 uL; esta reaccién esta descrita en la seccién 2 de

Materiales y Métodos.
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4. Determinacion de la expresién de LIF-R en presencia de LiF.

Para determinar la presencia del receptor de LIF en cultivos primarios de epitelio
olfatorio de rata, se crecieron las células en tres condiciones experimentales: medio
minimo (DMEM/F-12 + ITS); medio minimo con EGF 25 ng/pl; medio minimo con LIF 20
ng/ul por 24 horas. Las células fueron colectadas y se extrajo el RNA utilizando el kit
RNeasy. Se estudié la expresién de LIF-R por RT-PCR utilizando partidores especificos
(tabla 1), Como control de carga se utilizaron partidores para YWHAZ (proteina de
activacién zeta péptido tirosina 3-monooxygenasa/triptéfanc 5-monooxygenasa, gen
house-keeping). Los resultados muestran que en los cultivos tratados con ITS y EGF no se
expresa el LIF-R, en cambio los cultivos tratado con LIF (20 ng/pl) se observd una leve
expresion del receptor (figura 6). La cuantificacion de los resultados mostré que la
expresion de LIF-R para los tres tratamientos fue: 22,92t 6,5% medio minimo; 20,99 +
3,7% para medio con EGF y 45,28 * 6,8 para medio con LIF. Se observé una tendencia al
aumento de la expresién de LIF-R en presencia de LIF en relacidn a los tratamientos

controles, (medio minimo y medio con EGF; Gréfico II, n=4).
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270pb

LIF-R

(b)

500pb

370pb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2%.(a) Control de carga. RT-PCR con partidores para YWHAZ. (b) RT-PCR con
partidores para LIF-R, para tratamientos por 24 horas. Medio minimo, EGF y LIF.

LIF-R

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% de expresion + SEM

MM EGF LIF

Grafico Il. Porcentaje de expresion de LIF-R con respecto al control de carga (YWHAZ), para 3 tratamientos: MM: medio
minimo; EGF y LIF. Sin diferencias significativas entre los grupos.




5. Expresion de iNOS en presencia de LIF.

Para determinar si LIF induce la expresion de iNOS, se realizaron cultivos primarios
de epitelio olfatorio de rata, los cuales fueron crecidos por 24 horas en 3 medios
diferentes, medio minimo (DMEM/F-12 + ITS), medio minimo con EGF (25 ng/pl), y medio
minimo mas LIF (20 ng/ul). Se extrajo el RNA de las células colectadas utilizando el Kit
RNeasy, la expresion de iNOS se determino por RT-PCR ocupando partidores para iNOS
{tabla 1), como control de carga se ocuparon partidores para YWHAZ. Los resultados
mostraron una débil expresion de iINOS en cultivos que fueron tratados por 24 horas con
medio minimo y con EGF (figura 7), en cambio el cultivo que fue tratade con LIF, mostré
una mayor expresion de iNOS (figura 7). La cuantificacion de este aumento determiné que
el aumento de la expresion en cada uno de los tratamientos fue la siguiente: 28, 61 £ 6,7%
medio minimo; 63,01 + 8,4 medio con EGF y 95,48 + 3,8% medio con LIF, observandose un
aumento en [a expresion de INOS de 70,4% en relacién al cultivo control crecido en medio

minimo (grafico lll, n= 4},
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6. Deteccion de iNOS y LIF-R por inmunofluorescencia.

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos por RT-PCR, se estudié la
expresion de LIF-R e iNOS por inmunofluorescencia indirecta. Los cultivos primarios de
epitelio olfatorio de rata fueron crecidos en cubreohjetos de vidrio cubiertos con coldgeno
IV y crecidos por 24 horas con: medio minimo (DMEM/F-12 + ITS}; medio minimo con EGF
(25 ng/ul); medio minimo mas LIF (20 ng/l). Posteriormente las células fueron fijadas con
PFA 4% en PBS por 5 minutos y se realizé un doble marcaje con anticuerpos para LIF-R e
iNOS. Los resultados fueron analizados en el microscopio invertido de epifluorescencia
(Carl Zeiss OX10 VERT 200M) ocupando el objetivo de 40x. Al igual que lo obtenido en los
experimentos de RT-PCR; se observé una débil tincidén en las células crecidas en medio
minimo y medio con EGF (figuras 8a y 8 b). En los cultivos tratados con LIF, en cambio se

observo una fuerte tincion para iNOS y LIF-R {figura 9).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 2%. (a) control de carga RT-PCR con partidores para YWHAZ. {b) RT-PCR con
partidos para iNOS para 3 tratamientos medio minimo, EGF y LIF.
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Grafico IIl. Porcentaje de expresion de iNOS en relacidn al control de carga (YWHAZ), para 3 tratamientos: MM: medio
minimo; EGF y LIF. * diferencias significativas entre los grupos, p<0,05, ANOVA.
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gura 8 :Innmnofliorescencia con doble marcaje para iINOS en rojo ¥ LIF-R en verde. A. Medio Minimo B. Medio
m EGF (25nghall). Azl tincidén mclear con DAPI. Aumento 40x.
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Figura 9: Inmunofluorescencia con doble marcaje; iNOS en rojo y LIF-R en verde, de cultivos tratados
con LIF (20ng/ul.) por 24 horas. Azul tincion nuclaer con DAPI. Aumento 40x




DISCUSION

La via por la cual se produce la generacion de nuevas neuronas en el epitelio
olfatorio en animales adultos es un proceso complejo, que involucra una gran cantidad de
factores, los cuales deben actuar concertadamente de manera de hacer que los
precursores neuronales proliferen y posteriormente se diferencien, dando origen a nuevas
neuronas olfatorias.

En este trabajo analizamos la participacién de una citoquina, el factor inhibidor de la
leucemia (LIF} en la neurogénesis en el epitelio olfatorio. Este factor seria liberado por las
neuronas apoptéticas y difundirfa hacia las capas basales del epitelio, estimulando Ia
proliferacién (Getchell y cols, 2002). LIF, al igual que lo que se observa en el sistema
inmune, inducirfa la expresién de iNOS. Esta enzima a su vez genera oxido nitrico,
promoviendo la proliferacién de los precursores heuronales.

En este trabajo primeramente optimizamos el cultivo celular de precursores
primarios, de forma de obtener la mayor cantidad de células de donde extraer RNA. Para
esto las células fueron cultivadas en dos tipos de placas, placa de 35mm y placa de 4
pacillos (2,9mm por pocillo). Los resultados muestran que la mayor cantidad de células
fueron obtenidas en la placa de 35 mm, Esto podria deberse a que este tipo de placa
presenta una mayor superficie donde las células pueden adherirse y crecer en forma de
ctimulos de células. En cambio, la placa de 1,9 mm presenta una menor superficie, por lo
cual el crecimiento de las células solo se produce en forma aislada, sin la formacién de

cimulos. Ademds las citoquinas y factores de crecimiento que estan involucrados en el
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desarrollo neuronal pueden ser secretados por las células precursoras, particularmente el
LIF aplicado enddgenamente en cultivos de neuroesferas produce que estas células
secreten mas LIF de manera que esta citoquina puede actuar sobre las misma célula o
sobre células vecinas por un mecanismo autocrino/paracrino. Este mecanismo de accion
podria explicar el crecimiento en ctimulos observado en los cultivos de precursores
neuronales, particularmente este tipo de crecimiento es observado en los tratamientos
con LIF {figura 9) (Baver, Kerr y Patterson 2007).

Luego elegimos un método de extraccién de RNA de alta eficiencia, ya que los
cultivos primarios de precursores neuronales se obtienen en un numero reducido de
células, era necesario obtener la mayor cantidad de RNA y de la mejor calidad posible. Se
probaron 3 métodos de extraccién. Los mejores resultados se obtuvieron con el Kit de
extraccién Qjagen RNeasy, por lo tanto éste fue el elegido para ser usado en los
experimentos posteriores.

De acuerdo a Ja hipétesis de este trabajo, si LIF induce la expresion de iNOS, los
precursores neuronales debieran expresar el receptor de LIF. Los resultados obtenidos con
RT-PCR indicaron que los cultivos primarios de precursores neuronales crecidos en los
medios controles (medio minimo y con EGF) muestran una expresion basal del mensajero
de LIF-R (21% con respecto al control de carga) y que en presencia de LIF su expresion
tiende a aumentar a 45,28 * 6,8%. Ademads, bajo estas condiciones experimentales, se
detect6 la expresion de LIF-R por inmunofluorescencia, lo que confirma que el receptor se

encuentra presente en las membranas celulares de los cultivos de precursores neuronales.
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Los resultados obtenidos por RT-PCR para iNOS indican que en presencia de LIF se
induce un gran incremento en la expresién de esta proteina (95,48 £ 3,8 % de aumento,
p<0,05). Este resultado fue corroborado a través de doble inmunofluorescencia, en la cual
se observé una marca de gran intensidad para iNOS, en relacién a los tratamientos
controles utilizados (figura 8 y 9) confirmando que LIF aumenta la expresién de iNOS a
nivel de la proteina.

Ademis, se observé que los cultivos tratados con medio minimo y con medio con
EGF son positivos para iNOS y LIF-R, aunque las marcas obtenidas en estos casos fueron
tenues, lo que hace suponer que existiria una expresién basal de ambas proteinas, y que
en presencia de LIF aumentan su expresion.

Los resultados obtenidos en esta memoria de titulo sugieren que el LIF induce la
expresion de la iNOS y que este evento podria desencadenar posteriormente la
proliferacion de los precursores neuronales a través del incremento de los niveles de
oxido nitrico. Por lo tanto en este trabajo hemos encontrado evidencias que sugieren la
via por la cual LIF induciria la proliferacién de los precursores neuronales en el epitelio

olfatorio.
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CONCLUSION

El LIF induce la expresién de iNOS en los precursores neuronales de epitelio
olfatorio. Esto podria tener gran relevancia ya que iNOS y el oxido nitrico participan en la
neurogénesis de! epitelio, induciendo la proliferacién de los precursores neuronales. Por
lo tanto en este trabajo hemos encontrado evidencias que sugieren gue el oxido nitrico
puede ser un elemento rio abajo de [a accion de LIF, activando la proliferacién de los

precursores neuronales del epitelio olfatorio.
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