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Resumen

La generacion de nuevas neuronas se denomina neurogénesis. En individuos adultos este
proceso ocurre s6lo en lugares especificos del sistema nervioso, tales como el hipocampo,
la zona subventricular (SVZ) y el epitelio olfatorio. En este 1ltimo, el proceso de
neurogénesis involucra la proliferacion de precursores neuronales que provienen de las
células troncales que se encuentran en la capa basal del epitelio, estos precursores migran y
se diferencian hasta neuronas sensoriales maduras. Se han identificado diferentes factores
involucrados en la neurogénesis, como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor
de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF). El LIF es
una citoquina hematopoyética que ha sido implicada en la regeneracién del epitelio
olfatorio estimulando la proliferacién de los precursores neuronales. Resultados obtenidos
con cuitivos primarios de precursores neuronales del epitelio olfatorio indican que LIF
actuaria aumentando la expresién de iNOS, sugiriendo que el 6xido nitrico (NO) podria ser
un segundo mensajero de LIF. El objetivo de esta tesis fue determinar si LIF estimula la
proliferacion de los precursores neuronales y células troncales del epitelio olfatorio, a
través de un aumento de la expresion de iNOS. Como modelo experimental se utilizaron
cultivos de células derivadas de neurcesferas. En estas células se evalué la expresion de
iNOS, ademas de la proliferacion y diferenciacion celular en respuesta a LIF. Nuestros
resultados indican que las células derivadas de neuroesferas, expresan el receptor de LIF
(LIFR) ¢ iNOS en respuesta al tratamiento con LIF. Ademas LIF incrementa en 26% la
proliferacién celular en comparacion a los tratamientos controles, efecto que es revertido
por la inhibicién de la via LIF-LIFR-INOS y es rescatado con NO exdgeno. También se
evalud el efecto de LIF sobre la diferenciacion celular, encontrandose que LIF no tiene un
papel claro en la diferenciacién hacia un destino celular determinado, como son neuronas o
glias, lo que confirma que esta citoquina actiia principalmente promoviendo la proliferacién
celular. Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que LIF actila a través de la
induccién de iNOS con el consiguiente aumento de NO, estimulando la proliferacién 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 this 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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1.- Antecedentes Bibliogrdificos

1.1.- Marco tedrico

El proceso de generacion de nuevas neuronas se denomina neurogénesis. Este proceso
ocurre activamente en estadios tempranos del desarrollo y va disminuyendo a medida que
los individuos llegan a la adultez. Sin embargo, en el sistema nervioso existen zonas que
conservan la capacidad neurogénica, tales como el hipocampo, la zona subventricular
(ZSV) y el epitelio olfatorio. (Altman y cols., 1965; Erikson y cols., 1998: Gould y cols,,
1998; Graziadei, 1973; Mouiton, 1974; Graziadei y cols.,1979).

El epitelio olfatorio es un epitelio seudoestratificado, compuesto por varios tipos celulares
como células basales, encargadas de la regeneracion del tejido, las células de soporte o
sustentaculares y las Neuronas Receptoras Olfatorias (ORNs). Las ORNs se encuentran en
contacto directo con él medio externo, lo que las hace susceptibles de daiio por
componentes toxicos del medio ambiente, y requieren ser reemplazadas constantemente.
Las células troncales responsables de este recambio se encuentran en las capas basales del
epitelio, las cuales proliferan, migran y se diferencian a neuronas olfatorias adultas (Figura
1). Las células troncales basales son multipotenciales, es decir, pueden dar origen a varios
tipos celulares del sistema nervioso como son las neuronas, los astrocitos y los

oligodendrocitos.

Figura 1. Esquema del epitelio olfatorio Humano. Se representan los diferentes tipos celulares que conforman el epitelio
seudoestratificado. Células Basales: Células Sustentaculares; Células Receptoras Olfatorias. (Modificado de e-
ciencias.com).

10




En cultivo, las células troncales neuronales pueden formar neuroesferas. Estas son colonias
de células en suspension derivadas de una tnica célula troncal, las que presentan
caracteristicas tipicas de las células troncales, como son autorrenovacién y
multipotencialidad (Reynolds y Weiss, 1992). Los ensayos de neuroesferas han sido
ampliamente utilizados en el estudio de la biologia de las células troncales neuronales en

mamiferos adultos (Kinoshita y cols., 2009; Murrel y cols., 2005 ; Palma y cols., 2005).

En el epitelio olfatorio se han identificado dos tipos de células basales responsables del
recambio celular, las células basales horizontales (HBC) y las células basales globosas
(GBC). Se ha descrito a las HBC como las células troncales del epitelio olfatorio. Este tipo
celular daria origen a las GBC, las que posteriormente se diferenciarian a neuronas

olfatorias, células glandulares y células de soporte. (Figura 2) (Iwai y Zhou, 2008).

ORN

f SUS§

9]

BG ‘\‘fh /

HBC

Figura 2. Modelo de Diferenciacion en el epitelio olfatorio. Las células horizontales basales (HBS) dan origen a los tipos
celulares del epitelio olfatorio. BG: células de Bowman; GBS: células basales globosas; ORN: neurona receptora
olfatoria; SUS: células sustentaculares (Iwai y Zhou, 2008).

Existen diversos factores que participan en el proceso de neurogénesis en el epitelio
olfatorio y que regulan los procesos de proliferacion y diferenciacion de los precursores
neuronales. Entre los factores involucrados en procesos proliferativos se encuentran el
factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2), Sonic Hedgehog (Shh) (Ruiz i Altalba y cols.,

2002) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF), este ltimo es liberado por las neuronas
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de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2), Sonic Hedgehog (Shh) (Ruiz i Altalba y cols.,
2002) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF), este ultimo es liberado por las neuronas
olfatorias en apopt6sis (Getchell y cols., 2002). El factor de crecimiento nervioso derivado
del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3), la dopamina, el factor de crecimiento
transformante-B2 (TGF-82) v el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) han sido

relacionados con los procesos de diferenciacion.

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

ademds a IL-1, al factor neurotrofico 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 han descrito efectos contradictorios del LIF sobre las células troncales
neurales. Por una parte, se ha reportado que LIF (o CNTF) actia directamente sobre las
células troncales neurales de embriones de ratén induciendo su diferenciacién hacia
astrocitos e inhibiendo la formacién de neuroesferas (Pitman y cols., 2004; Hermanson y
cols., 2002). También la via de sefializacién de LIF ha sido implicada en la proliferacién de
las células troncales nerviosas. En la ZSV de embrion de ratdn, la sefializacion via GP-130
induce la duplicacién de las células progenitoras (Hatta y cols., 2002). Ademds, en el raton,
la infusién de CNTF en los ventriculos laterales incrementa el nimero de células

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

En el epitelio olfatorio, LIF ha sido relacionado con la mantencion y la proliferacién de los
precursores neuronales. En experimentos realizados in vivo en donde se dafia el cpitelio
olfatorio, ya sea de forma fisica, quimica o por bulbectomia, la expresion de LIF es
inducida rapidamente en macréfagos infiltrados y en las ORNs (Bauer y cols., 2003;
Getchell y cols., 2002), lo que resulta en un anmento de la neurogénesis en el epitelio
dafiado (Takaki y cols., 2006). Consecuente con esto, el receptor de LIF es expresado por
las células basales del epitelio olfatorio (Kim y cols., 2005). Experimentos in vitro
muestran que el tratamiento con LIF induce la proliferacion de los precursores neuronales
del epitelio olfatorio (Satoh y Yoshida 1997; Kim y cols., 2005). Estos antecedentes
indican que el LIF serfa producido por las neuronas olfatorias en apopt6sis, estimulando la

proliferacién de las células progenitoras neuronales como parte de un mecanismo de

reparacién en respuesta al dafio.
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EI'NO es un radical libre producido por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), a partir del
aminoicido L-arginina. Se han descrito 3 isoformas de esta enzima, la isoforma inducible
(INOS), la cual es independiente de Ia concentracion intracelular de calcio, la isoforma
epitelial (eNOS) y la isoforma neural (nNOS), ambas dependientes de calcio. En el sistema
inmune y otros sistemas, la expresion de iNOS es inducida por citoquinas, entre ellas LIF a
través de la via JAK/STAT (Figura 3) (Kleinert y cols., 2003). Asi mismo, se ha descrito
que LIF induce la proliferacion e inhibe la diferenciacion celular en el epitelio olfatorio

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

Figura 3. Via de transduccion de la familia de citoquinas IL-6. LIF actia mediante la via JAK/STAT-3. en el cual al

entrar en contacto con el receptor de citoquina, s activa la proteina JAK, este a su vez fosforila a STAT-3, la que
dimeriza y se transloca al nicleo, activando la expresién de iNOS. (Patanias LC, 2005).

Resultados de nuestro laboratorio indican que el 6xido nitrico (NO) actda como un agente
mitogeno de los precursores neuronales olfatorios (Sulz y cols., 2009), por lo que podria ser
uno de los segundos mensajeros involucrados en los efectos proliferativos de LIF. Ademas,
en cultivos primarios de precursores neuronales, una baja expresion de iNOS se
correlaciona con una baja proliferacion celular. La inhibicion de la iNOS induce una
disminucion de la proliferacién de las células precursoras, efecto opuesto al provocado por

el NO exogeno (Sulz y cols., 2009). Estudios preliminares muestran que luego de dafiar el
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epitelio olfatorio mediante la aplicacién intranasal de ZnSQy, la 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 o a macrofagos infiltrados del estroma

(no mostrado).

s HEC D G

; Neprona Nourena
nmadprs madera

. -Neturona
24 apoptotica

LA )

Figura 4.Expresién de. iNOS inducida por LIF en el szitelio olfatorio. LIF seria liberado por las neuronas en
apoptésisapoptésis, difundiendo hasta las capas basales del epitelio donde activaria la expresién de iNOS. (Modificado de

Sulz y Bacigalupo, 2006).

El objetivo de esta tesis fue analizar si 6‘1 LIF induce la proliferacion en células derivadas de
neurcesferas de rata adulta mediante la induccién de la expresion iINOS (Figura 4). Para
esto se utilizaron cultivos de células derivadas de neuroesferas y se analizo si estas células
expresan LIFR e iNOS. Ademas se examiné si las células expresaban marcadores propios
de precursores neuronales como SOX-2 (Komitova y cols., 2005). La proliferacién celular
se estudié por conteo celular y por la incorporacién de 5-bromo-2-deoxyuridina (BrdU).
Para evaluar el posible papel de LIF en la diferenciacion, se analizé la expresion por RT-
PCR e inmunofluorescencia de la expresion de TuB-f3 como marcador de neuronas

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

LIF Produce un Aumento en la Proliferacion Celular en Células Troncales del Epitelio
Olfatorio de Rata Adulta mediante la Induccion de la Expresion de iNOS.

3.~

1.

2.

3.

4.

Objetivos

Determinar si LIF produce un aumento en la proliferacion celular mediante la
induccion de la expresion de iNOS en cultivos de células derivadas de neuroesferas de
epitelio olfatorio de Rata Adulta.

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

Analizar la expresion de iNOS utilizando bloqueadores de Ia via LIF-LIFR-iNOS.
Analizar si LIF tiene algiin efecto sobre la diferenciacion celular mediante la induccion

de iNOS en cultivos de células derivadas de neuroesferas de epitelio olfatorio de rata
adulta,
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4.- Materiales
4.1.- Cultivo celular
Se utilizaron dos tipos celulares; células 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
4432, células derivadas de precursores neuronales de raton obtenidas desde el laboratorio del
Dr. Mackay-Sim, Brisbane, Australia. (MacDonald y cols., 1996). Se utilizé medio de
cultivo DMEM/F-12 (Gibco) con ITS Ix (insulina-transferrina-selenio) (Gibco) mas
Penicilina/estreptomicina (100 mg/mL) (Sigma). Se utilizaron diferentes factores de
crecimiento y bloqueadores farmacoldgicos, los cuales se detallan a continuacién.

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

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

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

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

e) SNAP, dador de NO (Sigma).

f) Anticuerpo bloqueador Anti-LIFR (Cabra) (R&D system).

4.2.- Acidos Nucleicos

Para realizar la extraccion de mRNA se utilizé 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 libre de nucleasas (Promega). El estandar de peso
molecular que se utilizo 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 través de la empresa Fermelo (Tabla 1).
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Nombre de Partidor Funcidn Secuencia 5~ 3°¢
LIF-R Receptor de LIF 5-GGAGAAAGGTTCCTTCAAACAGCAG-3
5-CTCAGTGTCTTCTGGGATATGTCAG-3
iNOS Oxido Nitrico Sintasa 5-CTTTCTGGCAGCAGCGGCTC-2
Inducible |
5-GCTCCTCGTAAGTTCAGC-3 |
YWHAZ Control de Carga 5-GTCATCTTGGAGGGTCGTCT-3
5-GCTTCTTGGTATGCTTGCTGT-3
GFAP Proteina acida Fibrilar Glial 5- CCTGGGCTTCTCAACCTGGA-3
Marcador Glial 5-CTCCACACCAGGCTGCTTGA-3
TUB-f3 Tubulina Beta 3 5-TGCCCTCACCCAAAGTGTCA-3
Marcadot Neuronal 5-AGGTCCCCGTAGGTGGGTGT-3

Tabla 1. Partidores utilizados para las reacciones de PCRs.

4.3.-Enzimas

En cultivo celular se ocuparon las siguientes enzimas:
a) Tripsina EDTA (100 mg/mL) (Sigma).

b) Colagenasa (5 pg/mL) (Sigma).
c) Dispasa Il (10 ng/mL) (Boeringer).
d) Tryp E (100 mg/mL) (Gibco).

Para la sintesis de ¢cDNA y PCR se utilizaron las enzimas: SuperScript II Reverse

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

4.4.- Inmunofluorescencia.

Para las inmunofluorescencia se utilizaron los siguientes materiales.

a) Cubreobjetos circulares y portaobjetos de vidrio.

b) PFA al 4% en PBS, pH 7.4.

¢) Tampdn fosfato salino (PBS).

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

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

f) 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 anticuerpos

secundarios utilizados.

Nombre Dilucion Marca
a-LIF- R cabra 1:400 R&D-Systermn
o- iNOS Conejo 1:500 Sigma
o-TUB-B3 Ratén 1:400 Sigma
a-GFAP Congjo 1:1000 Chemicom
t-SoX-2 Conejo 1:200 Chemicom
a-Brdu Ratén 1:200 Dako
Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para las inmunofluorescencias.
Nombre Dilucion Marca
cabra anti-raton 1:500 Alexa fluor 438 Molecular Probes
1:500 Alexa fluor 594 Molecular Probes

cabra anti-conejo

Burro anti- ratén

1:500 Alexa fluor 488

Molecular Probes

Burro anti-cabra

1:500 Alexa Fluor 488

Molecular Probes

Tablz 3. Anticuerpos secundarios utilizados para las inmunofluorescencias.

5.- Métodos

5.1.- Cultivo de Neuroesferas de Epitelio Olfatorio de Rata Adulta{ XE “Cultivo de
Neuroesferas de Epitelio Olfatorio 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 solucién salina Hank’s
(Invitrogen), posteriormente se incubé el tejido con la enzima Dispasa I (10 ng/mL.) por 40
minutos a 37°C. Una vez terminada la incubacion, el epitelio se raspdé con una espatula
fina, con el fin de separar las células del epitelio de la lamina propria, las células obtenidas

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

Por otro lado la l4mina propria se incubd con la enzima colagenasa (5 pg/mL), a 37°C en
agitacién por 5 minutos y Inego se disocié mecdnicamente con una micropipeta (P-1000

Gilson), las células obtenidas se centrifugaron a 1400 rpm por 5 minutos.
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Las células del epitelio y de la lamina propria se resuspendieron en 1 mL de medio
DMEM/F-12 + FCS al 10% y ambos pellets se juntaron, obteniéndose un volumen de 2
mL, €l que se sembrd en una placa de 6 pocillos (35 mm por pocillo, (Nunc)). Al dia
siguiente se sacé 1 mL de la placa y se transfirié a un pocillo continuo para lograr que un
mayor nimero de células se adhieran a la superficie de la placa, y se complet6 el volumen
con medio fresco DMEM/F-12 + FCS al 10 %. Estas células se dejaron crecer a 37 °C con
cambio de medio cada 2 o 3 dias, hasta confluencia. Una vez confluentes las células fueron
cambiadas sucesivamente a botellas de cultivo de 75 mL, 125 mL y 175 mL (Nunc),

obteniéndose alrededor de 10x10° células.

Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos tratada con poli-lisina (8.3 ng/mL) a
una densidad de 400.000 células 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 observo
la formacién de neuroesferas, las que fueron seleccionadas por tamafio (~ 100 pm)
(Deleyrolle and Reynolds, 2009) mediante la succién con una 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 pL de la enzima Tryp E (Gibco) por 10 minutos con agitacién y luego se disociaron
mecénicamente con una micropipeta (P-200), hasta que ya no se observaron conglomerados
de células. Las células 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 células completaron alrededor de 2 meses de cultivo,
obteniéndose ncuroesferas primarias, Para evitar la posible contaminacién con otras células
fue necesario repetir el proceso de expansién en medio DMEM/F-12 + FCS al 10% y de
seleccién en medio DMEM/F-12 + EGF 50 ng/mL+ FGF-2 25 ng/mL. En las células
utilizadas para los experimentos, el proceso de expansién y de seleccién se llevd a cabo 3

veces, completdndose un tiempo total de cultivo de 9 meses. (Figura 5).



Obtencion de Neuroesferas

Epitelio Olfatorio
Macho 30 dias —— i
Lamina Propria
Piaca 35 mm
Botellas de cultivo ; \
Expancion 4 ‘ ‘\\ !
(DME-F.’2 + FCS 10% ——— / \i / i _
75 125 173
Seleccion
(DMEN-F-12 +EGF 25 ng/mL +- - .
FGF-2 50 ng/ml.)

Neuroesferas

Figura 5. Protocolo de obtencién de Neuroesferas de epitelio olfatorio de Rata Adulta, A partir de una rata adulta, se
aislaron las células del epitelio y de la lamina propria, se realizaron dos etapas; expansion en medio DMEM/F-12 + FCS
al 10%: Seleccion DMEM/F-12 + EGF (50 ng/mL) + FGF-2 (25 ng/mL).

3.2.- Extraccion de RNA por RNeasy mini Kit.

A cada muestra de células se le agrego 200 uL de tampon RTL (10 pL de B-
mercaptoetanol/mL de RTL). Luego las muestras se homogenizaron con repetidos pasajes
por una aguja 20 G, se agregé etanol al 70% (grado biologia molecular en H,O libre de
RNasa), se transfirieron a las columnas RNeasy en tubos de 2 mL y se centrifugaron por 15
s a 13.000 rpm.

Se descart6 el sobrenadante, luego se lavo dos veces con tampon RW1 por 15 segundos 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 segundos y con buffer RPE dos veces a 13.000 rpm
por 15 sy 2 minutos, respectivamente. Finalmente, se eluyo el RNA en 40 pL de agua libre
de RNAsa (del kit) centrifugando 1 minuto a 13.000 rpm.
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degradacion de los RNAs obtenidos, estos fueron inmediatamente transcritos a cDNA por

transcripcion reversa como se describe a continuacion.

5.3.- Sintesis de cDNA a partir de RNA
A partir de los RNA obtenidos se realizo la sintesis de ¢cDNA utilizando la siguiente

reaccion:
e Hexameros (1pg/pL)1 pl
e DNTP's(10mM) 2pL
o H,O 3ul
e RNA(1000ng) 20pL

Se completd hasta un volumen de 26 plL, luego se incubd a 65°C por 10 minutos y se

trasfirié a hielo inmediatamente. Posteriormente se realizé la siguiente reaccion:

e 5x first strand buffers 8 uL
e 0,IMDTIT 4 uL
e RNasin 40 U/uL Igne

e Transcriptasa reversa 200 U/pL 1pL

Se obtuvo un volumen final de 40 pL, el cual se incubo por 1 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 interés. La
concentracién de cDNAs utilizada fue de alrededor de 400 ng, utilizando esta

concentracion en todas las reacciones.

5.4.-Reaccion de PCR

Para las reacciones de PCR se utilizo la siguiente reaccion:

o HO 12,5 uL
e MgCL; (50 mM) 1 pL
o 10x PCR rxn tampones 2 uL
¢  Primers forward (10 mM) 0,8 pL
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e Primers reverse (10 mM) 0,8 pL
e DNA (400 ng) 2 uL
e TAq5U/pL 0,2 uL

5.5.- Electroforesis de Acidos Nucleicos

Tanto las molécnlas purificadas de RNA, como los productos de PCR fueron visualizados
en geles de agarosa al 2% con Et-Brx, se utilizo 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
utilizé TAE 1x (44,5 nM 4cido borico, 44,5 nM Tris, IM EDTA, pH 8,0). La cuantificacion
se realizé por densitografia dptica utilizando el software NIH Image J (Rasband, 1997). Los
resultados fueron expresados como porcentaje de expresidn respecto al control de carga +
SEM. Para determinar diferencias significativas entre los grupos se utilizd el test de
ANOVA de una via, seguido del test de comparaciones mmiltiples 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.- Protocolos inmunofluorescencia

a) Inmunofluorescencia indirecta

Células crecidas en cubreobjetos circulares cubiertas con coldgeno IV fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4% por 5 minutos, lavadas 3 veces con PBS, pH 74 ¢
incubadas con solucidn de bloqueo (2% BSA, 10% suero de cabra, 0,1 % Triton-X 100) por
wna hora. Luego se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C.
Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario por 1 hora en oscuridad. Los nicleos se tifieron con DAPI (1:7000) por 5
minutos y se lavd 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
Células crecidas en cubreobjetos circulares cubiertas con coldgeno IV (5 mg/mlL) se

incubaron con BrdU por 6 horas (2,5 ng/mL). Las células 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% (PBT) por 5 minutos. Las muestras fiieron incubadas por 30 minutos
con HCI 2N a temperatura ambiente seguido de 3 lavados con PBT por 5 minutos, 3
lavados con buffer Borato 0,1 M pH 8.5 durante 5 minutos y finalmente tres lavados con
PBT por 5 minutos. LLas células se incubaron con solucién de bloqueo (2% BSA, 10%
suero de cabra.01% Triton-X100) por una hora. Como anticuerpo primario se ocup¢ anti-
BrdU (Ratén, Dako) 1:200, el que se dejo toda la noche a 4°C. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con PBT por 5 minutos seguido de la incubacion con el anticuerpo
secundario cabra anti-raton 1:500 Alexa-Fluor 488 nm (Molecular Probes) por una hora.
Los ntcleos fireron tefiidos con DAPI 1:7000 por 5 mimitos y se lavo 3 veces con PBT por
5 minutos. Las inmunofinorescencias fueron montadas en portaobjetos ocupando como.

medio de montaje Fluoromount (Electron Microscopy Sciencies).
¢) Inmunofluorescencia por Citometria de Flujo

Células fueron crecidas en placas de 6 pocillos en medio DMEM/F-12 + FCS al 10 % y
luego fireron incubadas con los tratamientos correspondientes por 24 horas. Para analizar
las muestras en el citémetro de flujo, las células deben estar en suspension por lo que
fueron sacadas de las placas con Tripsina-EDTA 10X, por 15 minutos, posteriormente se
centrifugo por 5 minutos a 800 rpm. El pellet obtenido fue fijado por 10 min en 300 pL de
PFA al 4%, Inego se centrifugd a 1300 rpm por 3 minutos; las células fueron lavadas 3
veces en 300 pL de PBS 1X + FCS al 2%. Posteriormente, se bloque6 durante dos horas
con solucién de blogueo (2% BSA, 10% Suero de cabra, 0.01% Triton-X 100) seguido de
la incubacion con el anticuerpo primario correspondiente, en agitacion toda la noche, a 4°C.
Las células se lavaron nuevamente 3 veces con PBS 1X + FCS al 2% y se incubaron con el
anticuerpo segundario correspondiente por una hora, con agitacién y en oscuridad.
Finalmente las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X + FCS 2% y se analizaron por

citometria de flujo (BD FACS Canto II Flow Cytometer) en el laboratorio de la Dr Maria

Rosa Bono.




5.7.- Protocolos Experimentales

a) Andlisis de Células derivadas de Neuroesferas.

Se estudid por citometria de flujo, el tamafio y morfologia de las células obtenidas a partir
de las neuroesferas. Para esto las células se crecieron en medio DMEM/F-12 + FCS al 10%
a 37°C en una placa de 100 mm hasta confluencia, y se tomaron 1x10° células, las que se

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

La morfologia celular se estudié también por microscopia; las células fueron fotografiadas
en el microscopio de epiflucrescencia utilizando contraste de fase con aumentos de 20x y

40x.

b) Andlisis de SOX-2 en presencia de LIF por RI-PCR; Inmunofluorescencia y
Citometria de Flujo.

Con el objetivo de estudiar el cardcter multipotencial de las células derivadas de
neuroesferas, se analizé por inmunofluorescencia la expresion de la region marcadora de
sexoY-box 2 (SOX-2). Se sembraron 300.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos
con cubreobjetos circulares de vidrio cubiertos con colageno IV (5 mg/mL) en medio
DMEM/F-12 + FCS al 10%. Las células se crecieron durante 24 horas y posteriormente se
realizaron los siguientes tratamientos durante otras 24 horas:

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

Posteriormente las células se fijaron en PFA 4% en PBS y se realizd la

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

¢) Expresion de INOS y LIFR por RT-PCR; Inmunofluorescencia y Citometria de Flujo.

Para determinar la expresion de LIFR e iNOS, las células 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, las células se
extrajeron de la placa con Tripsina-EDTA 10X y se centrifugaron a 1400 rpm por 5
mimutos. Se realizo la extraccién de RNA del pellet celular obtenido ocupando el RNeasy
mini Kit (Quiagen), estos RNAs fueron trancritos a cDNA por transcripcion reversa y se
realizaron PCRs para iNOS, LIFR y el control de carga YWHAZ. Todos los PCRs fueron

realizados en 25 ciclos, los programas de amplificacién por PCR se detallan en la Tabla 4.

LIF-R iNOS YWHAZ

' | ! 1 : ! ' 1

ol oo 25 ciclos i ol Ao 25 ciclos i o 25 ciclos i
94°C!_og°C C| mec | 2ECL o4 mrc | e | 2l s SR

5 5 5 1030 e

' 65°C ! 55°C 0:30 !

: ! ! ' :

! 0:30 ' ! 0:30 ' : 0:30 '

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

La expresion de iNOS y LIFR se estudié también por inmunofluorescencia, ias células se
sembraron a una densidad de 300.000 cels./pocillo en cubreobjetos circulares de vidrio
cubiertos con colageno IV (5 ng/mL) y fueron cultivadas bajo las mismas condiciones que
en el punto anterior. Posteriormente las células fueron fijadas con PFA al 4%, para asi

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

d) Andlisis de la Expresion de iNOS bloqueando la via LIF-LIFR-iNOS.

Se estudio el efecto del bloqueo del receptor de LIF sobre la expresion de iNOS mediante
inmunofluorescencia. Para esto se utilizod un anticuerpo bloqueador dirigido contra el LIFR
(Taupin y cols., 1999). Las células 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 DMEM/F-12 -+ FCS al 10% por 24 horas, luego
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las células se incubaron en medio minimo y se agregd el anticuerpo bloqueador de LIFR
(40 ng/mL) (R&D System) por 6 horas. Posteriormente, se agregd LIF (20 ng/mL) al medio
y se incub6 por 24 horas a 37°C, como control se utilizaren células incubadas con LIF (20
ng/mL) por 24 horas en ausencia del anticuerpo bloqueador. Las células fueron

posteriormente fijadas y procesadas para inmunofluorescencia de LIFR e iNOS.

&) Curso temporal de la expresion de INOS en presencia de LIF

Para determinar el tiempo dptimo de tratamiento con LIF, las células 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 expresion de
iNOS fue detectada por RT-PCR e inmunofluorescencia ocupando partidores y anticuerpos

especificos para esta proteina.

J) Efecto de LIF sobre la Proliferacion de Células derivadas de Neuroesferas

Para estudiar el efecto de LIF sobre la proliferacion celular, se ocuparon dos métodos:

1.- Conteo celular: Las células fueron sembradas en placas de 60 mm a una densidad de
100.000 células por placa y se incubaron a 37°C por 0, 12, 20, 24, 31, 48 y 72 horas en tres

tratamientos:

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

2.- Incorporacion de BrdU: Las células se sembraron a una densidad de 150.000
cels./pocillo y fueron crecidas en cubreobjetos circulares en medio DMEM/F-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-iINOS:




a) Anticuerpo blogueador del receptor de LIF (anti-LIFR). Se preincubé por 6 horas con el
anticuerpo bloqueador a una concentracién de 40 ng/mL antes del tratamiento con LIF (20

ng/mL) por 24 horas a 37°C.

b) El blogueador de la iNOS, L-NIL (20 puM), incubado por 6 horas previo al tratamiento
con LIF (20 ng/mL} por 24 horas a 37 °C.

c) - L-NIL (20 pM) incubado por 6 horas antes del tratamiento con LIF (20 ng/mL) y el
dador de NO, SNAP (50 uM) agregado junto con LIF.

Seis horas antes de la fijacién de las células se dio un pulso de BrdU (2,5 ng/mL),
posteriormente las células se fijaron con PFA al 4% y se realizé la inmunofluorescencia con
anti-BrdU seguin lo descrito anteriormente, se evaltio la proliferaciéon como la razén entre

los micleos positivos BrdU y los nicleos totales tefiidos con DAPIL.

g) Efecto de LIF sobre la diferenciacion de las Células derivadas de Neuroesferas

Para estudiar los efectos de LIF sobre la diferenciacién de los precursores se ocuparon
marcadores de diferenciacién como Tubulina- B3 (Tub-B3) para neuronas y GFAP para
glias; estos marcadores se detectaron a nivel de mRNA mediante RT-PCR y de proteina por
inmunofluorescencia y citometria de flujo. Se disefiaron partidores especificos para cada

marcador, los que estdn detallados en la tabla 2 en la seccion de materiales.

Las células derivadas de neuroesferas fueron crecidas en medio DMEM/F-12 + FCS al 10%
en placas de 6 pocillos a una densidad de 300.000 cels/pocillo por 24 horas a 37°C;
posteriormente se realizaron tres tratamientos durante 24 horas mas, los que se describen a
continuacién,

¢ Medio DMEM/F-12 (medio minimo).

s Medio DMEM/F-12 + EGF (25 ng/mL).
e Medio DMEM/F-12 + LIF (20 ng/mL).

Las células fueron cosechadas con Tripsina-EDTA 10X y posteriormente centrifugadas a
1400 rpm por 5 minutos. Con el pellet celular obtenido se realiz6 la extraccion de RNA,

estos RNAs fueron transcritos a cDNA por transcripcion reversa y se realizaron PCRs para
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Tub-B3, GFAP y el control de carga YWHAZ. Todos los PCRs se realizaron por 25 ciclos,

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

TUB-B3 y GFAP YWHAZ

]
25 ciclos i
72°C T 72°C

25 ciclos i
72°C v 72°C

1 [
94°C! 94°C 94°Ct 94°C

Tabla 5.Ciclos de amplificacion por PCR para los partidores de TUB-B3, GFAP y YWHAZ

Para las inmunofluorescencias y citometria de flujo se sembraron 300.000 cels./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 células fueron fijadas con PFA al
4%, y procesadas para inmunofluorescencia y citometria, con anticuerpos anti-TUB-B3 y

anti-GFAP.
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6.- Resultados

6.1.- Obtencion de Células Derivadas de Neuroesferas de Epitelio Olfatorio de Rata
Adulta.

Los cultivos de neuroesferas se realizaron segiin lo descrito en materiales y métodos. Las
células pasaron por la etapa de expansién y de seleccion tres veces para asegurar la
homogeneidad de las células. La morfologia de las neuroesferas obtenidas se muestran en
la figura 6, en la que se observan dos imagenes distintas de contraste de fase 20x, estas
aglomeraciones de células se caracterizan por crecer formando una esfera que se mantiene
en suspension: Las neuroesferas con un didmetro aproximado de 100 pum  fueron
seleccionadas mediante succién con una micropipeta (P-200) y disociadas para volver a

sembrarlas, obteniéndose células (figura 7) que fueron sometidas a los tratamientos
experimentales.

Figura 6. Neuroesferas de epitelio olfatorio de Rata Adulta crecidas en medio minimo + EGF (25 ng/mL) + FGF-2 (50
ng/mL). Imagen de contraste de fase 20X




Figura 7. Comparacion entre Células obtenidas a partir de Neuroesferas y la Linea Celular OLF-442 crecidas
en medio DMEM F-12 + FCS al 10% a 37°C por 48 horas. (a) Células derivadas de Neuroesferas; (b) Linea
Celular OLF-442.

Cuando se comparan las células derivadas de neuroesferas (Figura 7(a)) con la linea celular
OLF-442 (Figura 7(b)) se observan ciertas diferencias. Aunque ambos tipos celulares
provienen del epitelio olfatorio, la linea OLF-442 es una linea artificial inmortalizada a
través de la insercion del gen n-myc (MacDonald, 1996). Estas células presentan un tamafio
=10 pm con pequeiias ramificaciones, en cambio las células derivadas de neuroesferas, que
corresponden a una linea celular seleccionada, tienen un tamaiio de aproximadamente 15

um y largas extensiones citoplasmaticas.

Para determinar si la poblacion de células de neuroesferas es homogénea, en tamaiio y
morfologia celular fueron analizadas por citometria de flujo (FACs). Los resultados
indicaron que las células obtenidas son de un tamafio similar y una estructura externa
comun (figura 8). Por lo tanto, después de casi 9 meses de cultivo se puede afirmar que la
poblacioén celular obtenida es homogénea, de rapido crecimiento y con capacidad de

propagacion a través de varios pasajes.
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Figura 8. Andlisis de Tamaiio y Morfologia celulares por FACs en Células derivadas de Neuroesferas. En azul se
observa la poblacion P1 la cual fue analizada.

6.2.- Andlisis de la Expresion de SOX-2 en Células derivadas de Neuroesferas de Epitelio
Olfatorio de Rata Adulta.

Para analizar la multipotencialidad de las células obtenidas, se estudi6 por
inmunofluorescencia la expresion del marcador de precursores neuronales SOX-2, ya que
este marcador es un factor de transcripcion cuya funcion es el mantenimiento de la auto-
renovacion de las células madre no diferenciadas (Chen y cols., 2007; Li y cols., 2001 ). Se
examiné SOX-2 bajo las mismas condiciones utilizadas para estudiar la expresion de iNOS:
medio minimo, EGF (25 ng/mL) y LIF (20 ng/mL) por 24 horas. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 9; en ella se observa una clara marca positiva para SOX-2 en los
tres tratamientos realizados (n= 4). Se determiné que en las células tratadas con medio
minimo se produce una disminucién de la expresion de SOX-2 de un 6,45 % en relacion en
tratamiento con EGF (25 ng/mL) y LIF (20 ng/mL) (Figura 10). Este efecto ha sido
ampliamente descrito en la literatura (L1 y cols., 2009). En ausencia de factores de
crecimiento, las células tienden a diferenciarse; en cambio, en las células tratadas con LIF
la expresion de SOX-2 se mantiene constante comparada con el control positivo con EGF.

En los resultados obtenidos por FACs para la expresion de SOX-2, observamos que la

31




cantidad de células que expresan SOX-2 no varia (Figura 11 (a)), en cambio cuando se
analizo la intensidad de fluorescencia se observa un aumento de 2,1 veces de LIF sobre el

tratamiento con medio minimo (* p>0,005) (n=3) (Figura 11 (b)).

Este resultado indica que LIF no promueve la diferenciacién celular, y que su rol seria

inducir la proliferacion celular, como ha sido descrito anteriormente en otros sistemas
(Takaki y cols., 2006).

50 pm

Figura 9 Expresién de SOX-2. (a) Medio minimo; (b) EGF (25 ng/mL); (¢) LIF (20 ng/mL) por 24 horas.
Inmunofluorescencia anti-SQX-2 (violeta), en azul tinsion nuclear con DAPI (n=4).
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Figura 10. Expresion de SOX-2. Cuantificacién de inmunofluorescencias. Medio minimo; EGF (25 ng/mL); LIF (20
ng/mL) por 24 horas (n=4). *p>0.,05 Test de Anova seguido de test de comparaciones multiples de Dunnett.
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Figura 11. Analisis FACs de SOX-2. (a) Grafico de porcentaje de expresion de células Vs tratamiento. {b)
Grafico de Intesidad de Fluorescencia Vs tratamiento. Medio minimo; LIF (20 ng/mL) por 24 horas) (n =3).
**p>0,005 Test de Anova (no paramétrico).

En resultados obtenidos en cultivos primarios de precursores neuronales, LIF induce un
anmento de la expresion de iNOS de aproximadamente 70%, comparado con las células
que se mantuvieron en medio minimo (L6pez 2010, datos no publicados). Para realizar este
experimento en neuroesferas fue necesario determinar si estas células expresan el receptor
de LIF (LIFR), y si el tratamiento con LIF induce la expresion de iNOS, al igual que ocurre
en los cultivos primarios. Como controles negativo y positivo, las células fueron crecidas
en medio minimo y con EGF (25 ng/ml) por 24 horas respectivamente. Por
mmunofluorescencia se observd una expresion basal de LIFR en los tratamientos con
medio minimo y con EGF, Ia que aumenté en las células crecidas en presencia de LIF
(figura 12). Lo anterior sugiere que estas células son capaces de responder a esta citoquina,
pues ademas se observé una importante marca para iNOS en Ias células tratadas con LIF
{figura 13), comparadas con las células crecidas en medio minimo y en EGF (25 ng/mL).
En Ia figura 14 se muestra la expresion de LIFR e iNOS con un tratamiento con LIF por 24

horas. Se observa que Ias cétulas derivadas de nenroesferas coexpresan ambas protefnas.
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La expresion de iNOS y LIFR fue estudiada ademas por RT-PCR, utilizando partidores
especificos para estas proteinas, como control positivo se ocupé mRNA de epitelio

olfatorio y como control de carga partidores para la proteina de expresion constitutiva
YWHAZ.

Los resultados de RT-PCR muestran una mayor induccion del mensajero de iNOS v de

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

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

Figura 12. Expresién de LIFR en presencia de LIF por 24 horas. (a) Medio minimo: (b) EGF (25 ng/mL): (¢) LIF (20
ng/mL) por 24 horas. Inmunofluorescencia anti-LIFR (verde), azul tincion nuclear con DAPI.

La cuantificacion de los resultados de PCR se muestran en la figura 16 para LIFR vy figura
17 para iNOS; ambos fueron normalizados con respecto al control positivo (extracto de
epitelio olfatorio) y mostraron que para LIFR la expresion fue de 28,9 + 9.6% en medio
minimo, de 27,9 + 7.4% en EGF y de 59.4 + 14.5% en las células tratadas con LIF. La
expresion de iNOS en medio minimo fue de 58,3 + 7,9% en EGF fue 68,9 + 8.8% y en

medio con LIF aument6 a 100,3 + 5,5%.

Los resultados obtenidos por FACs se muestran en la figura 18, en ellos se observa la
cantidad de células que expresan iNOS vs tratamiento (Figura 18 (a)), también se grafico la
intensidad de fluorescencia vs tratamiento (medio minimo y LIF (20 ng/mL) (Figura 18
(b)). En las células crecidas en medio minimo, iNOS se expresé en el 79.1 + 0.12 % de las
células, la que aumento a 82,8 + 4,51 % con el tratamiento con LIF. Cuando se analizo la
intensidad de la fluorescencia en ambos tratamientos, se observo 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 expresion de

INOS en las células derivadas de neuroesferas
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Figura 13. Expresion de iNOS en presencia de LIF. (a) Medio minimo; (b) EGF (25 ng/mL): (¢) LIF (20 ng/mL) por 24

horas. Inmunofluorescencia de anti-iNOS (rojo). en azul tincién nuclear con DAPI.

Figura 14. Coexpresion de iNOS v LIFR en células tratadas con LIF, (a) Expresion de LIFR: (b) expresion de iNOS: (c)
coexpresion LIFR ¢ iNOS por 24 horas. Inmunofluorescencia de anti- LIFR (verde) ¢ anti-iNOS (rojo). en azul tincién
nuclear con DAPIL

MW C(+) C(-) MM EGF LIF

iNOS

- W 350pb

FH
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|
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Figura 15 Expresion del mRNA de iNOS'y LIFR por RT-PCR en Celulas derivadas de Neuroesferas. (MM) medio
minimo: EGF (25 ng/mL); LIF (20 ng/mL) por 24 horas. C (+) control positivo; extraccion de RNA de epitelio olfatorio;

C () control negativo. Electroforesis cn gel de agarosa al 2%,
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Figura 16. Expresién del mRNA de LIFR inducida por LIF. Cuantificacion de los resultados de RT-PCR. Medio minimo;
EGF (25 ng/mL); LIF (20 ng/mL) por 24 horas (1n=5) **p>0,005 Test de ANOVA scguido de test de comparaciones
mizltiples de Dunnett,
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Figura 17, Expresién de iNOS mediada por LIF. Cuantificacion de los resultados de RT-PCR. Medio minimo; EGF (25
ng/mL}; LIF (20 ng/mL) por 24 haras (n=5) ** 1>0,005 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones multiples de
Dunnet,
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Figura 18. Expresién de iNOS mediada por LIF .Anilisis de Citometria de Flujo. (a) Grafico de % de expresién de
células Vs tratamiento. (b} Grafico de Intesidad de Fluorescencia Vs tratamiento. Medio minimo; LIF (20 ng/mL) por 24
horas (n=3), *** p>0,0005 Test de ANOVA (no paramétrico).

6.4.-Expresion Temporal de iNOS mediada por LIF
Para determinar ¢l curso temporal de Ta expresién de iNOS inducida por LIF las células se
incubaron con LIF por 0, 6, 12 y 24 horas y la expresién de iNOS fue evaluada por

mmunofluorescencia y RT-PCR.

El resultado obtenido por RT-PCR muestra la expresién basal del mensajero de INOS al
tiempo 0, la que aumenta a las 6 horas, con un maximo a las 12 horas de tratamiento y que
decae a las 24 horas (n=3) (Figura 19), como control positivo se utilizd extraccion de RNA

de epitelio olfatorio (pardmetro utilizado para normalizar). La cuantificacién de los

resultados mostrd que el porcentaje de expresion de iNOS en el tiempo 0 fue de 52,83
11,76%; a las 6 horas aument6 a 62,32 + 1299% y a las 12 y 24 horas fue de 89,54 +
4,18% y 73,41 + 10,68% respectivamente (Figura 20).
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Figura 19. Curso temporal de la expresion del mRNA de iNOS a 0,6, 12 y 24 horas de tratamiento con LIF (20 ng/mL)
(n=3) C (+) control positivo; extracciéon de RNA de epitelio olfatorio; C (-) control negativo. Electroforesis en gel de

agarosa al 2%.
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Figura.20. Expresion temporal del mRNA de iNOS Cuantificacién de RT-PCR a 0, 6 12 'y 24 horas de tratamiento con
LIF (20 ng/mL). * p>0,05 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones multiples de Dunnett.

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia muestran resultados similares a los
obtenidos con el mRNA, es decir, la expresion basal de iNOS aumenta fuertemente a las 12
horas de tratamiento, la que se mantiene a las 24 horas (n=3) (Figura 21). Estos resultados
sugieren que la induccion de la expresion de iNOS por LIF ocurre en un tiempo
relativamente corto, por lo que estd via podria ser un candidato para activar la maquinaria

de renovacion celular del epitelio olfatorio. Se determiné que los experimentos posteriores

38




se realizarian a las 24 horas de tratamiento, para asegurar que la via LIF-LIFR-INOS se

encuentre completamente activada.

Figura 21. Expresion temporal de iNOS a 0. 6. 12 v 24 horas de tratamiento con LIF (20 ng/mL) (n=3).
Inmunofluorescencia de anti- INOS (rojo), en azul tincion nuclear con DAPI.

6.5.- Andlisis de la expresién de iNOS blogqueando la via LIF-LIFR-iNOS.

Se estudi6 el efecto del bloqueo del receptor de LIF sobre la expresion de iNOS, utilizando
un anticuerpo que reconoce especificamente e inactiva al receptor de LIF. Las células se
incubaron en medio minimo y con el anticuerpo bloqueador anti-LIFR (40 ng/mL) 6 horas
antes del tratamiento con LIF (20 ng/mL). Como control se utilizaron células tratadas con

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

LIF

LIF +
anti-LIFR

Figura 22. Efecto del anticuerpo bloqueador de LIFR sobre la expresion de iNOS. Control positivo: LIF (20 ng/mL) por
24 horas (a.b.c) (n=3): LIF +anti LIFR (d.e.f): sobreposicion (c.f). Inmunofiuorescencia anti- LIFR (verde). anti-INOS
(rojo): en azul tincion nuclear con DAPI




Los resultados mostraron que el bloqueo del receptor de LIF, inhibe la expresion de iNOS
inducida por LIF (figura 22), ademas se observd que LIFR e iNOS colocalizan en estas
células (figura 22 (C)), lo que no se observa cuando se bloquea LIFR (figura 22 (f)) (n = 3).
Este resultado apoya la hipétesis que la induccién de Ia expresion de iNOS es mediada por

LIF.

6.5.- Efecto de LIF sobre la Proliferacion de Celulas derivadas de Neuroesferas

Para evaluar si LIF induce la proliferacién de las células derivadas de neurcesferas, se
ocuparon dos estrategias. Primero se evalu6 la proliferacién por conteo celular, para lo cual
las células se crecieron en medio minimo, en EGF (25 ng/mL} o en LIF (20 ng/mL) y se
realizd 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
més células con el tratamiento con EGF y 1,8 veces mas células con el tratamiento con LIF

con respecto a las células crecidas en medio minimo.

Proliferacion mediada por LIF
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Figura 23.Curva temporal de Ia proliferacion 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 nucleétido BrdU, el cual se incorpora en el DNA
durante la replicacion. 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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\!. . A .
emos que LIF aumenta el namero de células que mcorporan BrdU comparado con los

tratamientos controles (medio minimo vy EGF).

Medio
Minimo

EGF

LIF

Figura 24. Efecto de LIF sobre la Proliferacion de las Células derivadas de Neuroesferas. Células crecidas en
medio minimo (a, d, g), EGF (25 ng/mL) (b, e, h) y LIF (20 ng/mL) (c, f, i). Inmunofluorescencia con anti-
BrdDU (verde) en azul tincion nuclear con DAPL

El efecto del bloqueo de la posible via LIF-iINOS sobre la proliferacion celular fue evaluado
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 exdgeno. Los resultados se
presentan en la figura 25 y muestran que tanto el bloqueo del receptor de LIF como la
inhibicion de la enzima iNOS provocan la disminucion en las células BrdU positivas,

mientras que un dador de NO las incrementa.
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Figura 25. Efecto de la alteracion de la via LIF-iINOS-NO sobre la Proliferacion de las Células derivadas de Neuroesferas.
Inmunofluorescencia anti- BRDU (verde) (e, f. g, h). en azul tincion nuclear con DAPIL.(a, b, c. d): (1. ). k. 1)
sobreposicion.

Los resultados obtenidos fueron cuantificados como la razon entre los nucleos positivos
para BrdU y los nicleos totales (n= 8). Los porcentajes de proliferacion obtenidos se
muestran en la tabla 6. En las células tratadas con LIF la proliferacion celular aumenta con
respecto a las células crecidas en medio minimo; el bloqueo del LIFR utilizando el
anticuerpo bloqueador y la inhibicion de la iNOS con L-NIL reduce el porcentaje de
células en proliferacion, efecto que se revierte cuando se trata con un dador de NO (SNAP)

(Figura 26). Estos resultados concuerdan con la hipotesis de esta tesis, mostrando que LIF
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induce la proliferacion mediante la induccién de iNOS, siendo esta citoquina un iniciador

de la neurogénesis en el epitelio olfatorio.

Tratamiento MM EGF LIF LIF + anti LIF LIF+ NIL LIF + NIL + SNAP
Niicleos

totales 1034 1294 1898 359 1287 228
Ntcleos BRDU 430 630 1139 71 517 120

%

proliferacion 409%3 54,1+ 3,1* 66,8+ 32™ 2333 43+ 4,5 51,5+64"

Tabla 6. Porcentaje de proliferacién inducido por LIF. Raz6n entre los nicleos totales y los miicleos positivos BrdU +
SEM. * p>0,05; ** p> 0,005 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones niltiples de Dunnett.
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Figura 26, Proliferacion en las células tratadas con LIF y con inhibidores de Ia via LIF-iNOS-NO. Cuantificacién de la
inmunofluorescencia de BrdU. * p>0,05; ** p> 0,005 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones multiples de
Dunnett,

43




6.6.- Efecto de LIF sobre la Diferenciacion de las Células derivadas de Neuroesferas
Para evaluar si LIF afecta la diferenciacion de las células derivadas de neuroesferas, se
estudi6 la expresion de los marcadores de diferenciacién neuronal (Tub-33) y glial (GFAP)
por RT-PCR e inmunofluorescencia.

Los resultados obtenidos por RT-PCR (Figura 27) mostraron que en estas células se
expresa el mensajero de Tub-B83 y GFAP, esta expresion aumenta cuando las células son

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

figura 28.
Diferenciacion inducida por LIF
(% Expresion * SENM)
MM EGF LIF
TUB-B3 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. Expresion de los mRNA de los marcadores de diferenciacion neuronales (TUB-B3) y glial (GFAF)
Cuantificacion de RT-PCR de células crecidas en medio minimo (MM): EGF (25 ng/mL); LIF (20 ng/mL} por 24 horas (
n=7). * p> 0,05 Test Je ANOVA seguido de test de comparaciones multiples de Dunnett.

MW C{F} Cf~) MM EGF LIF MM EGF LIF

YWHAZ

GFAP TUB~b3

Figura 27. Expresion de los mRNA de TUB-#3 y GFAP por RT-PCR. C(#) control positivo; extraccion de RNA de
epitelio olfatorio; C(-) control negative. (MM) medio minimo; EGF; LIF (n =7). Electroforesis en gel de agarosa al 2%.

44



Lo anterior sugiere que LIF tiene un papel en la diferenciacion de estas células y que en
presencia de esta citoquina las células expresan principalmente marcadores neuronales y en
menor cantidad marcadores gliales.

Para determinar si las células coexpresan ambos marcadores o son dos poblaciones
diferentes de células, se estudio la expresion de estos por una doble inmunofluorescencia.
El porcentaje de células que expresan ambos marcadores se determiné por conteo de las
células que presentaban marca positiva para TUB-B3 y GFAP. Se observo que GFAP y
TUB-B3 colocalizan en el 59,1 + 1,4 % de las células tratadas con LIF. Ademas la TUB-p3
se expresa en las células crecidas en los tres tratamientos realizados (MM; EGF; LIF),
observandose una mayor expresion en las células tratadas con LIF (Figura 29 (a) ;(d) ;(g)).
La marca para GFAP fue menor que para TUB-B3 en los tres tratamientos realizados
(Figura 29 (b); (e) ;(h)), siendo nuevamente mayor en las células tratadas con LIF (Figura
30 (h)) (n = 4). Por lo tanto las células derivadas de neuroesferas del epitelio olfatorio

expresan a la vez marcadores de diferenciacién glial y neuronal.

Diferenciacion mediada por LIF
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Figura 28, Cuantificacién de la expresion de los mRNA de TUB-f3 y GFAP en medio minimo ; EGF (25 ng/mL) y LIF
(20 ng/mL) ( n="7).* p>0,05 Test de ANOVA seguido de test de comparaciones miltiples de Dunnett.
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Figura 29. Efecto de LIF sobre la Diferenciacion de las Células derivadas de Neuroesferas. Inmunofluorescencia de
TUB-B3 (verde) (a,d v g) v GFAP (rojo) (b, ¢ v h): en azul tinsion nuclear con sobreposicion (¢, e i); (c; [ 1)
sobreposicion.

Este experimento fue analizado también por citometria de flujo. Se observé que la cantidad
de células que expresaron ambos marcadores después 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-B3 ( Figura 30(b)).

El analisis de la intensidad de fluorescencia obtenida para los dos marcadores indica que la
intensidad de la fluorescencia es 5.5 veces mayor para TUB-B3 sobre GFAP cuando las
células se crecieron en medio minimo, esta diferencia vario levemente en las células
crecidas en EGF (4.4 veces mas de TUB-B3 sobre GFAP) y aument6 a 11, 7 veces en las
células tratadas con LIF, (Figura 31). Estos resultados fueron concordantes con lo
obtenido por RT-PCR, lo que sugiere que las células que responden a LIF tienen como

destino principal diferenciarse a neuronas olfatorias.
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Figura 30. Porcentaje de Expresion de Marcadores de Diferenciacion en Células derivadas de Neuroesferas
en (a) expresion de GFAP; (b) TUB-B3. Tratamientos: medio minimo; EGF (25 ng/mL) y LIF (20 ng/mL)
por 72 horas. Cuantificacién de los resultados obtenidos por Citometria de Flujo (n=3).
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Figura 31, Expresitn de Marcadores de Diferenciacion GFAP y TUB-B3 en Células derivadas de Neuroesferas. Medio
minimo; EGF (25 ng/mL) y LIF (20 ng/mL) por 72 horas, Cuantificacién de los resultados obtenidos por Citometria de
Flujo (n=3). *** p>(,0005. Test de ANOVA (no paramétrica).
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7.- Discusion

En esta tesis se aislé y selecciond una linea de células 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 células derivadas de neuroesferas presentan varias ventajas por sobre los
cultivos primarios de precursores neuronales, como la capacidad de autorenovacion, lo que
permite generar una linea celular natural homogénea, capaz de producir una gran cantidad
de células que sobreviven a repetidos pasajes. En cambio, en los cultivos primarios de
precursores neuronales se obtienen muy pocas células (~40.000 células por cultivo);
ademés en los cultivos primarios se obtienen distintos tipos celulares (Feron y cols., 1999)
cuya sobrevida es limitada {(~5 dias), lo que dificulta su manipulacién experimental. Otra
ventaja de las neuroesferas es que no presentan ninguna intervencidén gendmica, como la
linea celular OLF-442 derivada de precursores neuronales a los cuales se les insert6 el
proto-oncogen n-myc para generar la inmortalidad (MacDonald, 1996). Esta insercion
puede generar cambios en el genotipo celular, lo que podria derivar en resultados
controversiales que no necesariamente representan lo que ocurre en el sistema estudiado.
Por estos motivos, en esta tesis se optd por el ensayo de neuroesferas, pues a pesar de que
se necesita un largo tiempo de cultivo, las células obtenidas presentan una muy buena
aproximacion del comportamiento de las células precursoras neuronales del epitelio
olfatorio, (Murrel y cols., 2005).

Una vez que se obtuvieron las células, se estudid el cardcter multipotencial de estas
mediante el analisis de la expresién del marcador de precursores neuronales SOX-2 (Chen
y cols., 2007; Li y cols., 2001). La expresion de este marcador no varié con cl tratamiento
con LIF, Io que sugiere que el LIF no tiene un papel esencial en la diferenciacion de estas
células y que su papel serfa promover la proliferacién celular, efecto que estd de acuerdo

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

La via por la cual LIF actia en estas células no habia sido descrita anteriormente; sin
embargo, estaba descrito que el NO estimula la proliferacién celular en el sistema nervioso
(Olivier y cols., 2010; Sulz y cols., 2009), por lo que para validar la hipdtesis de esta tesis
foe necesario determinar si las células derivadas de neuroesferas expiesaban tanto el

receptor de LIF (LIFR) como la iNOS.

48




La expresion del receptor de LIF (LIFR) y de iNOS fue determinada por RT-PCR e
inmunodeteccién, Los resultados muestran que las células expresan tanto el mensajero,
como la proteina del receptor de LIF cuya expresion aumenté con el tratamiento con LIF,
Esto muestra que en las células derivadas de neuroesferas, LIF induce la expresién de iNOS
y que estas células responden a LIF aumentando la expresion de su receptor, lo que

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

LIF activa la via JAK/ STAT, en la cual el receptor de LIF fosforila a JAK, la que a su vez
activa mediante fosforilacion a la proteina STAT-3 (figura 3) que se transloca directamente
al nidcleo induciendo la expresion de diferentes genes blancos, como podria ser la iNOS
(Chan y Fiscus, 2004). Consecuentemente con esto, determinamos que la iNOS se expresa
basalmente en estas células, y que esta expresion se ve altamente aumentada cuando las
células fueron tratadas con LIF e inhibida cnando se bloqueé el LIFR. De esta manera, un
aumento en la expresion 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.

También se determiné que el tiempo de accidén de LIF es relativamente corto; a las 12 horas
de tratamiento se produce un aumento de la expresién del mensajero de iNOS, que decae a
las 24 horas. Esto nos indica la rapida accion de LIF, dando indicios de que esta citoquina
serfa uno de los primeros factores que actiia ante un dafio del epitelio olfatorio, activando la

proliferacién de los precursores neuronales con el fin de reemplazar las ORNSs dafiadas.

Que la accién 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 proliferaciéon (Moreno-
Lopez y cols., 2000; Packer y cols., 2003, Sulz y cols., 2009). La rapida acciéon de NO
presenta ventajas en su mecanismo de accion sobre otras vias de induccién proteina-

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

El NO es un radical libre que actia sobre diferentes proteinas produciendo S-nitrosilacion,
Se han reportado un gran nimero de proteinas que presentan grupos de cisteinas
susceptibles a modificacion por NO (Keynes y Garthwaite, 2004), lo que permitirfa una

activacién de multiples proteinas blanco, masificando la respuesta como por ejemplo
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proteinas involucradas en la regulacién del ciclo celular como son p38 y p21 (Cuadrado y
Nebreda, 2010; Mester y cols., 2008). Ademas el &xido nitrico, es un gas, que difunde
rapidamente intra y extracelularmente, sin necesitar de la activacién de proteinas
suplementarias; sin embargo, una exposicion prolongada puede producir dafio celular y
tisular por oxidacién (Gui y cols., 2007). Los resultados obtenidos muestran que la
induccién de iNOS y por ende la produccion de oxido nitrico, ocurre rapida y
transitoriamente, lo que es consistente con lo descrito en la literatura donde se ha mostrado
que la produccién de NO seria masiva, pero por un corto tiempo lo que evitaria un dafio

tisular por estrés oxidativo (Keynes, 2004).

En relacién a este ditimo punto, se ha descrito que en el sistema nervioso la isoforma neural
y endotelial de la NOS producen leves y localizados aumentos de la conceniracién
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 también se ha
descrito en el sistema inmune. Frente a un dafio tisular masivo, se desencadena un proceso
inflamatorio, y las células dafiadas pueden liberar citoquinas que activan la proliferacién

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

Los experimentos realizados muestran que el LIF actiia sobre las células derivadas de
neuroesferas aumentando la proliferacién; la que disminuye drasticamente cuando se
bloquea el LIFR indicando que el LIF interactia especificamente con su receptor, iniciando
una cascada de transduccion que deriva finalmente en la induccion de la expresion de
iNOS. Sin embargo, cuando se bloquea la iNOS la disminucién de Ia proliferacion 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 proliferacién
celular, como por ejemplo otras citoquinas.

En presencia de NO exdgeno se pudo revertir la disminucion de la proliferacién inducida
por el bloqueo del LIFR y de la iNOS, lo que apoya fuertemente la hipétesis que la via de
accién de LIF en la proliferacién celular seria a través del incremento de los niveles de NO.
También se investigd si el LIF tenia un efecto sobre la diferenciacién celular, ya que hay
reportes de que en cultivos de neuroesferas generadas a partir de NSCs aisladas de embrién

de ratén, el LIF induce la diferenciacion hacia astrocitos (Pitman y cols., 2004). Lo
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anterior sugiere que esta citoquina también podria tener un papel en dirigir la neurogénesis
hacia un tipo celular determinado, que en ¢l epitelio olfatorio seria la generacion de nuevas
neuronas olfatorias. Para estudiar esta posibilidad, se evalué la diferenciacion celular por la
expresion de marcadores neuronales (TUB-B3) y gliales (GFAP). Los resultados obtenidos
muestran que ambos marcadores colocalizan en los precursores neurales, se expresan
basalmente y que la expresién de ambos aumenta cuando las células son tratadas con LIF,
siendo mucho mayor en el caso de los marcadores neuronales. Esto podria indicar que las
células estudiadas presentan un fenotipo mixto (entre células glial y neuronal) previo a la
diferenciacién hacia un tipo celular determinado, este fenémeno 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 una
diferenciacién a un fenotipo celular determinado. En experimentos realizados durante 3
dias en presencia de LIF se encontré que las células expresan mayormente TUB-B3 (no
mostrado), lo que serfa congruente con la funcién atribuida al LIF de promover la
proliferacién de precursores neuronales, que posteriormente se diferencian a neuronas

olfatorias maduras.

Estos resultados no muestran que el LIF induzca la diferenciacion de las células a neuronas,
por lo que en el epitelio olfatorio habrian otros factores que promoverian la diferenciacién
de los precursores neuronales, como podrian ser IGF-1y BDNF (Klein y cols., 2010; Yiy
cols., 2010). Los resultados confirman nuestra hipétesis, apoyando la participacion del LIF
en el proceso de proliferacién de los precursores neuronales, y que para lograr una
diferenciacion efectiva, se necesitaria de tratamientos combinados con otros factores que

induzcan la diferenciacion celular.

Se ha descrito la participacién de LIF promoviendo no sélo la mitosis y la diferenciacion
celular sino también estimulando la sobrevida celular en sistemas tan diversos como tejido
adiposo, tejido pancreitico, células troncales embrionarias y sistema inmune {Chen y cols.,

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

LIF ha sido implicado en la neurogénesis promoviendo la proliferacion de precursores
neuronales de células embrionarias y de animales adultos (Bauer y cols., 2003). Sin

embargo, el mecanismo por el cual actiia LIF en el epitelio olfatorio no habia sido descrito
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previamente. En esta tesis hemos encontrado evidencias contundentes que LIF actia
mediante la induccién de Ia iNOS y que es a través de esta via que se produciria un
aumento de la proliferacion de los precursores neuronales de forma rapida. En conclusion,
los resultados obtenidos en esta tesis, demuestran que LIF, mediante la induccion de iNOS,
activa la proliferacion e influye en la diferenciacién en células derivadas de neuroesferas de

epitelio olfatorio.

Los resultados obtenidos muestran un tipo de mecanismo implicado en la regeneracién de
tejido nervioso dafiado, identificando especificamente algunos de los factores que estén
involucrados. Esto podria ser de gran importancia clinica, ya que estos factores podrian ser
utilizados en el futuro para terapias celulares destinadas a la renovacién neuronal de

diferentes enfermedades neurodegenerativas que afectan a la poblacion humana,
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