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Resumen y Abstract IX

Resumen

Las células de la glia envolvente olfatoria (CGEO) son promotoras de la regeneracion
celular en el sistema nervioso debido a su inherente capacidad de fomentar la continua
regeneracion de neuronas olfatorias. Su mecanismo de accion se ha estudiado en
modelos animales para favorecer la recuperacion de la funcién locomotora en lesién
medular. Estas células secretan proteinas como factores de crecimiento, factores
proangiogénicos Yy angiogénicos, que ayudan a que ocurran procesos de
neuroregeneraciéon pero también factores que son inhibitorios de dichos procesos.
Aunque se ha evaluado el efecto de estos factores en los procesos de
neuroregeneracion mediados por CGEO, no existen estudios en la literatura que
cuantifiquen la concentracion de los mismos en medios de cultivos celulares con el fin de
identificar cuales serian mas idoneos como blancos terapéuticos en modelos
experimentales de regeneracion medular. La presente investigacion tuvo como finalidad
la evaluacion cuantitativa (analisis estadistico) de la expresion in vitro de factores de
crecimiento solubles promotores como factor de crecimiento fibroblastico acido (aFGF),
Neurotrofina-3 (NT-3) y Neurotrofina-4 (NT-4) asi como de factores proteicos solubles
inhibidores tales como glicoproteinas asociadas a la mielina MAG entre ellas NOGO-A,
mediante el uso de una tecnologia nanosensora, tanto en medios de cultivo como en
CGEO en suspension obtenidas de cultivos primarios de lamina propia (LP) y bulbo
olfatorio (BO) de ratas Wistar neonatales y en CGEO transfectadas (TEG3), obtenidas de
BO de ratas Wistar adultas. Los biosensores permitieron identificar que NT-3 fue el factor
promotor en CGEO de LP con mayor concentracion de 21,1 ug/mL en medios
condicionados y 23,7 ug/mL en CGEO de BO como suspensién celular, mientras que el
factor inhibidor con mayor concentracion fue NOGO-A con 76,4 ug/mL en medios
condicionados de LP y 125,5 ug/mL en CGEO de LP como suspension celular. Los
resultados mostraron para todas las concentraciones de los factores estimuladores e
inhibidores una diferencia altamente significativa (p<0.01) en medios condicionados entre
las células de BO y de LP en relacién al tiempo. Adicionalmente, en las CGEO como
analito se encontrd una diferencia significativa de (p<0.05) en la expresion de NOGO-A ,
los demas factores presentaron concentraciones similares en ambos tipos celulares (LP
y BO) con un (P>0.05). Finalmente, en las TEG3 como analito NOGO-A tuvo una
concentracion de 3,35 ug/mL y el resto de factores presentd concentraciones muy bajas.
De lo anterior se concluye que la potenciacién de la NT-3 como factor estimulador y la
modulacion de NOGO-A como factor inhibidor, en CGEO obtenidas de LP y BO
neonatales, serian objetivos terapéuticos idéneos en modelos experimentales de
neuroregeneracion.

Palabras Clave : Células de la glia envolvente olfatoria (CGEO), Neuroregeneracion,
Factor de crecimiento fibroblastico acido (aFGF), Neurotrofina 3 (NT-3), Neurotrofina 4
(NT-4), Proteina asociada a la mielina presente en reticulo endoplasmatico (NOGO-A),
Glicoproteina asociada a la mielina (MAG), Resonancia de Plasmén Superficial (SPR).
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Abstract

The olfactory ensheathing cells (OECs) are promoters of cell regeneration in the nervous
system due to its inherent ability to support continuous regeneration of olfactory neurons.
Its mechanism of action has been studied in animal models to assist the recovery of
locomotive function in spinal cord injury. These cells secrete proteins such as growth
factors, angiogenic and pro angiogenic factors, which help neuroregeneration processes
to occur but they also secrete factors that are inhibitory to these processes. Although the
impact of these factors on the neuroregeneration processes mediated by OECs has been
assessed, there are no studies in the literature that quantify the concentration there of in
cell cultures in order to identify which would be more suitable as therapeutic targets in
experimental models for spinal cord regeneration. This research was aimed at the
guantitative evaluation and in vitro expression of soluble growth factors promoters such
as acidic fibroblast growth factor (aFGF), Neurotrophin-3 (NT-3) and Neurotrophin-4 (NT-
4) as well as soluble protein inhibitor factors as myelin-associated glycoprotein MAG
among them NOGO-A, using a Nano sensing technology, both in conditioned culture
media as in a OECs suspension obtained from primary cultures of lamina propria and
neonatal Wistar rat olfactory bulb and transfected OECs (TEG3) obtained from the
olfactory bulb of adult Wistar rats. The biosensors allowed the identification of NT-3 as
the promoter factor in OECs LP with the highest concentration (21,1 ug/mL in conditioned
media and 23,7ug/mL in OECs as a cellular suspension), while the inhibitor factor with
the highest concentration was NOGO-A (76,4 ug/mL in conditioned media in LP and 4,54
ug/mL in OECs as a LP cellular suspension). The results showed for all concentrations of
the promoters and inhibitory factors a highly significant difference (p <0.01) between the
cells conditioned BO and LP in relation to time. Additionally, in CGEO as analyte
significant difference (p<0.05) in the expression of NOGO-A, other factors had similar
concentrations in both cell types (LP and BO) with a (P> 0.05). Finally, as the analyte
TEG3 NOGO-A had a concentration of 3.35 ug / mL and other factors presented very low
concentrations. From the above it is concluded that the empowerment of NT-3 as
stimulating factor and the modulation of NOGO-A inhibitor factor, in OECs obtained from
neonatal lamina propria, would be ideal therapeutic targets in experimental models of
neuroregeneration.

Key words: Olfactory Ensheathing Cells (OECs), Neuroregeneration, Acid Fibroblast
Growth Factor (aFGF), Neurotrophin 3 (NT-3), Neurothophin 4 (NT-4), Myelin-associated
protein present in the endoplasmic reticulum (NOGO-A), myelin-associated Glycoprotein
and Surface Plasmon Resonance (SPR).
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Introduccioén

Estudios recientes han evaluado, en modelos in vivo e in vitro, las diferencias
biolégicas de la CGEO tomadas de diferentes tejidos olfatorios y usadas en modelos
animales con lesién medular, mostrando cambios en el grupo que utilizaron células de
la lamina propia (Kubasak et al.) y BO con una disminucidon en el tamafio de la
cavidad de la lesién en la médula espinal (Richter et al., 2005). Simultaneamente, a
nivel molecular se han observado la expresion de diferentes proteinas que se utilizan
como marcadores gliales en la CGEO de la LP, como del BO in vitro. Por ejemplo; en
LP como en la capa externa del BO las CGEO son positivas para P75"'F (receptor de
Neurotrofinas) S100R (Proteina asociada a calcio) y GFAP (proteina acida fibrilar
glial) (Richter et al., 2005). Con respecto a los factores proteicos solubles inhibidores
como glicoproteinas asociadas a la mielina MAG entre ellas NOGO; que forma parte
de la familia proteica que estd asociada a mielina codificada por el gen RTN4
(reticulon family) con mayor efecto inhibidor sobre el sistema nervioso y ligadas al
reticulo endoplasmatico (Chen et al., 2000). En cuanto NOGO-A, esta involucrada en
la secrecion neuroendocrina y en el transporte transmembranal en las células del
sistema neuroendocrino. Esta proteina se localiza en la materia blanca del SNC,
concretamente en la superficie de los oligodendrocitos y en el “loop” interno de
la mielina fue descrita en 1994 como inhibidor del crecimiento axonal que impacta en

la neuroregeneracion (Domeniconi et al., 2002).

Para entender los mecanismos asociados a los procesos de neuroregeneracion, se
hace necesario poder detectar y cuantificar las proteinas presentes en cultivos
celulares de las CGEO ya que aun no se encuentran estudios de cuantificacion de
estos factores proteicos en células de este tipo en tiempo real. Por otro lado, ensayos
experimentales de interaccién molecular en tiempo real como cuantificacion, relacion
estructura-actividad, union a ligando, entre otros, han utilizado muestras con
diferentes biomoléculas sin pretratamiento, sin el uso de marcadores y reveladores.

Asi mismo, el andlisis simultaneo de varios marcadores bioldgicos utilizando una
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2 Introduccién

misma superficie de deteccién por medio del uso de agentes de regeneracién quimica
permite resultados mas rapidos y a bajo costo. Por lo anterior, esta investigacion
plantea el uso de biosensores como dispositivos que permiten evaluar parametros
biolégicos o quimicos que combinan dos componentes, uno de caracter biologico
tales como (enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos) y otro de cardcter fisico
(transductor). Es asi como, las medidas de concentracion de los factores proteicos
objeto de este estudio, se conocen en tiempo real con un minimo de muestra que
facilitan eficazmente evaluar cuantitativamente la presencia y expresion de factores
promotores e inhibidores solubles de neuroregeneracibn en las CGEO.
Adicionalmente, se hizo una evaluacién cuantitativa de los factores expresados por
las CGEO vivas y las TEG3 dentro del sistema biosensor utilizados como analito,
estudiando asi los resultados obtenidos de la concentracion de los factores
producidos por las células mencionadas. Por ejemplo, en el area de cuantificaciéon de
biomarcadores; el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) se ha evaluado en
células de carcinoma (Liu et al., 2012). Ademas, en medios de cultivo se ha visto
como la interleuquina 6 (IL-6) esta relacionada con procesos de inflamaciéon (Chou et
al.,, 2010). Dichas mediciones se han realizado en escala manométrica, utilizando

bajos volimenes de muestra proporcionando una alta sensibilidad y especificidad.

No obstante, no se ha evaluado en forma cuantitativa, la concentracién de estos
factores estimuladores (aFGF, NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) de
neuroregeneracion en medios de cultivo de CGEO y sus medios condicionados por
medio de biosensores. Por lo tanto, para lograr una aproximacion del mecanismo de
neuroregeneracion se requiere como primer paso la deteccion y cuantificaciéon de las
proteinas previamente mencionadas presentes en dichos cultivos (in vitro) asi como
la evaluacién de la expresién de biomarcadores directamente sobre las CGEO vy
TEG3 (in vivo). Asi mismo, el analisis e interaccion de proteinas por medio del uso de
biosensores, ha venido siendo desarrollado por primera vez en el pais con trabajos
de investigacién en la evaluacion de biomarcadores en procesos de regeneracion de
heridas (Bustos et al.,, 2014). Es asi como, este trabajo pretende lograr una
aproximacion de la presencia y concentraciones de los factores proteicos
anteriormente mencionadas en cultivos de CGEO en sus medios condicionados y en
la linea celular TEGS3 utilizando un tipo de tecnologia innovadora, evaluando la

presencia y expresion de factores estimuladores aFGF, NT-3 y NT-4 e inhibidores
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NOGO-A y MAG de neuroregeneracion presentes en células de CGEO y sus medios
condicionados, lo cual podria contribuir al mejoramiento en los procesos

neuroregenerativos en enfermedades del sistema nervioso.






Objetivos

Objetivo general

Evaluar la presencia y expresion de factores estimuladores (aFGF, NT-3 y NT-4) e
inhibidores (NOGO-A y MAG) de neuroregeneracion presentes en cultivos de CGEO y

sus medios condicionados.

Objetivos especificos

e Estandarizar la metodologia de cuantificacion de factores estimuladores (aFGF, NT-3
y NT-4) e inhibidor (NOGO-A y MAG) de neuroregeneracion presentes en cultivos de

CGEO y sus medios condicionados por medio de nanotecnologia (Biosensor).

e Analizar y evaluar los factores estimuladores e inhibidores de las CGEO con el uso

del biosensor.

e Validar la metodologia de cuantificacion del biosensor mediante la aplicacién del
método de ELISA.






1.Marco tedrico

Los capitulos son las principales divisiones del documento. En estos, se desarrolla el
tema del documento. Cada capitulo debe corresponder a uno de los temas o aspectos
tratados en el documento y por tanto debe llevar un titulo que indique el contenido del

capitulo.

La recuperacion funcional en lesiones medulares ha sido evaluada con diferentes
estrategias terapéuticas tales como: trasplante de células nerviosas (mayor aplicacién),
implante de factores neurotréficos y una combinacién de implante de células nerviosas y
factores neurotréficos (Ramon-Cueto and Avila, 1998). Sin embargo, la confiabilidad de
las células para trasplantar ha sido un reto cientifico y ético ya que las mismas deben
expresar caracteristicas tales como la plasticidad obtenida de tejidos fetales o la

capacidad natural de soportar la regeneracion axonal como la CGEO. (Chou et al., 2014)

Estudios han reportado resultados prometedores en modelos animales de lesién medular
de distinta severidad utilizando diferentes lineas celulares como, células de Schwann
(CS) (Cheng et al., 1996), células neuronales (Lee et al., 2006), células mesenquimales
(MSC) (Zurita and Vaquero, 2006) y fibroblastos genéticamente modificados (GMF) (Girill
et al.,, 1997). Ademas, de las caracteristicas anteriormente mencionadas se debe tener
en cuenta que una vez que las células estan listas para trasplantar, se debe obtener
confluencia de las mismas en los cultivos, viabilidad y que logren producir y extender
fibras, en ocasiones por largas distancias con el fin de alcanzar y restablecer los

circuitos dafiados (Ziemba et al., 2008).

Por otro lado, la literatura reporta estudios evaluando, en modelos in vivo e in vitro las
diferencias biolégicas de la CGEO tomadas de diferentes tejidos olfatorios y usadas en
modelos animales con lesion medular, mostrando cambios en el grupo que utilizaron
células de la LP y BO con una disminucién en el tamafio de la cavidad de la lesion en la

médula espinal (Richter et al., 2005). A nivel molecular, se ha observado la expresion de
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diferentes proteinas que se utilizan como marcadores gliales en la CGEO de la LP, como
del BO in vitro. Por ejemplo, en la LP como en la capa externa del BO las CGEO son

positivas para P75"®

(receptor de neurotrofinas) S100 (proteina asociada a calcio) y
GFAP (proteina acida fibrilar glial) (Richter et al., 2005). Es asi como, el interés cientifico
en el area de neuroregeneracion se ha enfocado en las CGEO ya que son estimuladoras
de la regeneracion del SNC debido a su inherente capacidad en el sistema olfatorio de

apoyar la continua regeneracion de neuronas olfatorias (Barnett and Riddell, 2004).

1.1. Células de la glia envolvente olfatoria (CGEOQO)

Las CGEO son un tipo de macroglia y Gnicamente se encuentran en el sistema olfatorio;
en los nervios olfatorios, la LP y el BO. Estas células comparten varias caracteristicas
con los astrocitos, las CS, y la glia entérica pero son consideradas un tipo Unico y distinto
de glia. Las CGEO son un tipo especializado de glia, que envuelven los axones olfatorios
desde la LP cruzando el sistema nervioso periférico (SNP) y el SNC hasta el BO (Boe et
al., 1991; Gomez et al., 2007; Ramon-Cueto, 2011). Su desarrollo embriolégico evidencia
dos origenes ectodérmicos distintos: las placodas olfatorias (Imaizumi et al., 1998;
Ramon-Cueto et al., 1998; Imaizumi et al., 2000b) que aparecen en la region rostro-
lateral de la cabeza embrionaria y el bulbo olfatorio, que se origina del manto del
prosencéfalo (Doucette, 1990, 1996).

El epitelio olfatorio (EO) esta formado por dos tipos de células madre neurales, las
células basales globosas (CBG) y las células basales horizontales (CBH) las primeras
son la principal fuente para la neurogénesis guiando desde el nacimiento las neuronas y
otras poblaciones celulares como las CGEO, a diferencia del segundo tipo celular, las
células basales horizontales CBH que son cominmente inactivas pueden ser activadas
para generar nuevas GBC y reconstruir la poblacién celular del EO después de la lesion
(Carter et al., 2004; Leung et al., 2007). Hasta hace algunos afios se pensaba que estas
células se originaban de la placa olfatoria (Doucette, 1990; Ramon-Cueto and Avila,
1998). Sin embargo, actualmente se cree que tienen un origen dual originAndose en
mayor medida de la cresta neural al igual que todas las células del EO (Forni et al.,
2011; Katoh et al., 2011).
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Adicionalmente, estas células exhiben desarrollo, morfologia, receptores de membrana y
propiedades funcionales que no comparten con otros tipos celulares de glia y por esto
constituye un anico tipo celular no clasificado dentro de cualquier poblacién celular glial
(Lakatos et al., 2003; Gomez et al., 2014; Gomez et al., 2015). Asi mismo, envuelven los
axones olfatorios durante el camino del EO al BO (Yan et al., 2001; Chuah and West,
2002) produciendo factores neurotroficos y neuriticos promotores para medir la
supervivencia neuronal y la elongacién axonal. Dentro de estos factores neurotréficos se
encuentra: el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el factor neurotréfico
derivado de las células de la glia (GNF) y el factor de crecimiento neuronal (NGF) asi
como NT-3 y NT-4. (Bregman et al., 1997; Bregman et al., 2002; Au and Roskams, 2003;
Chung et al., 2004; Sasaki et al., 2011).

Cabe destacar que una linea celular inmortalizada de las CGEO es una linea clonal, la
TEG3; que posee un antigeno T de SV40 estable transfectadas de la CGEO de cultivos
primarios de BO de ratas adultas. Con esta linea celular en modelos experimentales con
lesion medular a nivel de C3 se realizo un estudio con el fin de evaluar la capacidad de
las células TEG3 para promover la reparaciéon en el SNC lesionado. Observandose que
esta linea clonal inmortalizada retiene la capacidad para promover la regeneracion
axonal (Goodman et al., 1993; Boruch et al., 2001; Moreno-Flores et al.,, 2002),
mostrando que mantienen las propiedades de un cultivo primario de CGEO con respecto
a la regeneracién axonal, neuritogénesis, expresando que la linea TEG3 es la que mejor
conserva dichas propiedades (Moreno-Flores et al., 2003a, b), y que pueden sobrevivir
en la médula espinal lesionada durante al menos 10 semanas después del trasplante.
Ademas, se pueden integrar en los sitios de lesién y adoptar morfologias similares a los
encontrados en los cultivos primarios, sin la formacion de tumores. Indicando que las
células TEG3 pueden promover la reparacion del axén de las vias sensoriales y motoras
en la columna dorsal de la médula espinal, lo que permite la recuperacion de la funcién
motora y sensorial. Por lo tanto, esta linea clonal de CGEO inmortalizada derivada de
una sola célula es capaz de promover la recuperaciéon de la médula espinal lesionada

(Moreno-Flores et al., 2003a; Moreno-Flores et al., 2006).

Las CGEO presentan propiedad remielinizante de manera directa a través de la
produccion de mielina (Boyd et al., 2005) o de forma indirecta por la inducciéon de la

proliferacion de los oligodendrocitos (Masgutova et al., 2010). Estudios en 1992 y 1995
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realizados por Devon y Col, mostraron como las CGEO fetales al igual que las CS
pueden sintetizar mielina (Devon and Doucette, 1992). Afios después en el 2011 Radtke
y col, observaron que estas células en cultivo tienen la capacidad de expresar CNPasa,
un marcador de células formadoras de mielina, tanto en la membrana como en
microtubulos, confirmando que estas células tienen la capacidad intrinseca de producir
mielina (Radtke et al., 2011).

Por otro lado, un aspecto importante para la regeneracion axonal es la cicatriz glial,
tomando en cuenta que dicha regeneracibn se da en un ambiente con factores
promotores e inhibidores con predominio de factores promotores en las mismas. Estudios
de Lu y colaboradores, demostraron como independientemente de la formacion de la
cicatriz glial, pasados tres meses de la lesion medular, al implantar CGEO la produccién
de factores estimuladores de regeneracion en el sitio de la lesion puede hacer
innecesaria la remocion de la cicatriz glial, ya que alli se produce un balance positivo de
factores estimuladores, que disminuye la tendencia inhibitoria e induce la regeneraciéon
axonal. Estos autores proponen que las CGEOQO, al igual que las CS que migran desde la
raices dorsales de los nervios espinales, también podrian ser una fuente de estos

factores in vivo (Lu et al., 2015).

1.1.1. El efecto promotor en neuroregeneracion

El efecto promotor de factores neurotréficos ha sido estudiado en ratas adultas con
hemiseccion de la médula espinal, donde se observd que BDNF, NT-3, NT-4 son
responsables de la regulacibn del crecimiento y mantenimiento de proyecciones
axonales en un trasplante de tejidos de la médula espinal fetal (Bregman et al., 1997).
Otros estudios (Cheng et al., 2002; Chung et al., 2004), sugiere que la acciéon de NT-3
esta asociada con una respuesta inmune que se desencadena después de una lesién en
la médula espinal, tomando en cuenta que se evaluo la presencia de dicha proteina en
médula con y sin lesion a nivel lumbar, se encontré que no tiene ningun efecto sobre la
médula espinal en procesos crénicos o degenerativos a diferencia de la médula
lesionada. Roskams y colaboradores en 1996, demostraron que las CGEO cultivadas
producen NT-3, estableciendo diferencias en la expresion del gen de NT-3 con diferentes
concentraciones de suero. Adicionalmente, otros autores han reportado que otras

neurotrofinas, como las neurotrofinas 3 y 4 (NT-3, NT-4) también estdn presentes en
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epitelio olfatorio y estan relacionadas con regeneracion axonal (Boruch et al, 2001),
observando que las células cultivadas sin suero producian menos NT-3 que cuando se
cultivaban con concentraciones altas de suero entre un 15-20% (Lu et al., 2015)
mostrando influencia y relacién en el proceso de regeneracién axonal (Boruch et al,
2001).

1.1.2 Efecto inhibidor en neuroregeneracion

El efecto inhibidor est4 dado por proteinas como Nogo-A (Freund et al., 2006)que han
sido encontradas como potentes inhibidores sobre el crecimiento neuronal in vitro (Nyatia
and Lang, 2007; Su et al, 2007) y forman parte de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, expresdndose ampliamente durante el desarrollo embrionario y
jugando un papel importante en el desarrollo axonal (Pineau et al., 2010; Cho et al.,
2012) y por la proteina MAG que es una molécula bifuncional, cuyo efecto en el
crecimiento neuritico depende del tipo celular con el que contacta y de la edad de dichas
células. Por ejemplo, en neuronas neonatales de DRG (Ganglio de la raiz dorsal)
promueve el crecimiento neuritico, mientras que en estadios adultos inhibe su
crecimiento (Cao et al., 2010). La caracterizacibn morfolégica y biomolecular de estas
células y de su expresion de proteinas han sido evaluadas con diferentes metodologias
de analisis como microscopia electrénica, inmunohistoquimica y microscopia confocal y
RT-PCR (expresion de biomarcadores) (Chung et al., 2004). En cuanto a la cuantificacion
de otras proteinas como neurotrofinas, estas han sido evaluadas por ELISA (Mandel et
al.,, 2011). Por otra parte ha sido estudiado el papel inhibitorio de estas proteinas
después de la lesion medular, mostrando como dichas moléculas bloguean la
regeneracion axonal por medio de su accién a través de un receptor comun: el complejo
receptor Nogo. Este receptor de membrana esta formado por la proteina GPI NgR1 y tres
correceptores putativos (p75 V%, Troy y Lingo-1)(Su Z, 2007; Chuah MI, 2011; J, 2014).

Diversos estudios han demostrado que las CGEO tienen la capacidad de promover

regeneracion axonal (Li et al., 1997; Ramon-Cueto et al., 2000; Richter et al., 2005;
Gorrie et al., 2010; Li et al., 2011; Lu et al., 2015) y a su vez remielinizacion de axones
danados (Imaizumi et al., 1998; Imaizumi et al., 2000a; Radtke et al., 2004; Sasaki et al.,
2007; Esmaeili et al., 2014). Sin embargo, dichos mecanismos por los cuales se logran

dichos efectos no estan del todo claros. Existen descritas dos vias principales por las
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cuales se puede restablecer la conexién neuronal; en la primera via existe una
regeneracion de axones dafiados y en la segunda hay una formacién de vias de
reconexion (Deumens et al., 2005; Pellitteri et al., 2009; Sandvig et al., 2012).

Los mecanismos directos hace referencia a que las CGEO pueden actuar como sustrato
fisico para el crecimiento de neuritas; se ha demostrado que el crecimiento de las
mismas se promueve mas efectivamente cuando las CGEO estan en estrecho contacto
con las neuronas (Chung et al., 2004; Pellitteri et al., 2009). Adicionalmente, Li y cols.,
reportaron que las CGEO ejercen un efecto de puente entre ellas mismas y con los
axones regenerados en la raiz dorsal de la médula espinal (Li et al., 2007). Por otro lado,
los mecanismos indirectos tienen que ver con la produccién de factores de crecimiento y

neurotrofinas y con la activacion de otras células gliales y de CS (Au et al., 2007).

1.2. Nanotecnologia: biosensores

Los biosensores son dispositivos que reconoce interacciones moleculares mediante la
union especifica de analitos (componente biol6gico) a través de un componente
fisicoquimico que actia como transductor de las sefiales, determinando la concentracion
o actividad de especies bioquimicas en una muestra (Reyes and Cavalieri, 2003). Por
todo lo anterior, un biosensor no es mas que un dispositivo capaz de transformar una
variable fisica o quimica en una sefial medible y tangible por nuestros sentidos (Regatos,
2012). Permitiendo, sensar moléculas biol6gicas dentro de modelos biolégicos en tiempo
real, a baja concentracion utilizando sistemas fisicos Opticos, electroquimicos, acusticos

y hanomecanicos.

Las caracteristicas mas destacables de estos dispositivos, que los convierten en
opciones altamente atractivas como herramientas analiticas, son: su especificidad, alta
sensibilidad, capacidad de respuesta que conduce a un corto tiempo de analisis, su
capacidad de inclusién en sistemas integrados, facilidad de automatizacion, capacidad

de trabajar en tiempo real, su versatilidad y bajo costo, entre otras (Apodaca, 2006).

La figura 1. Muestra cémo funcionan los biosensores; la muestra a analizar se pone en
contacto con el dispositivo, siendo posible detectar el analito (la sustancia a determinar)

para el cual esta disefiado el receptor biolégico. Cuando tiene lugar la reaccién de
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reconocimiento bioldgico se producen una serie de cambios fisico-quimicos detectados
por el transductor, produciendo este Ultimo una sefal cuantificable proporcional a la

concentracion del analito detectado (Gomez, 2013).

Figura 1. Esquema basico de funcionamiento de un biosensor. Tomado de: (Gémez,
2013).
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La clasificacion de los Biosensores varia dependiendo del tipo de interaccién que se
establece entre el elemento de reconocimiento y el analito; el método utilizado para
detectar dicha interaccion; la naturaleza del elemento de reconocimiento; o del sistema
de transduccion. (Gonzalez and Garcia, 2005). Dentro de estos biosensores, se
encuentran los de Resonancia de Plasmdén Superficial (SPR) que han tenido una gran
utilizacion en campos biotecnolégico, farmacolégico, de alimentos, entre otros
(Thillaivinayagalingam et al., 2007; Rich and Myszka, 2010; Thillaivinayagalingam et al.,
2010). Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios de clasificacion de los Biosensores. Cuadro Tomado de: (Apodaca, 2006).

Criterios de clasificacion

Mecanismo de interaccion | Catalitico y por afinidad.

Metodologia de deteccion | Directa e Indirecta.

Sistema de reconocimiento | Enzima.

Orgéanulo, tejido o célula. Receptor biolégico
Anticuerpo.

Acidos nucleicos.

*PIM, *PNA, haptamero.

Sistema de transduccion Electroquimico.
Optico.
Piezoeléctrico.
Termomeétrico.
Magnético.

Nanomecanicos.

*PIM y PNA: elementos de reconocimiento biomimético.

1.2.1. Transductor

Los transductores son dispositivos que convierten la informacién correspondiente a las
variaciones de las propiedades fisicoquimicas, inducidas como consecuencia de la
interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito, en magnitudes eléctricas
cuantificables. Esta transformacion permite que las sefales puedan ser amplificadas,

almacenadas y registradas (Apodaca, 2006).

Existen varios tipos de transductores que pueden emplearse en la fabricacion de
biosensores, como transductores electroquimicos, Opticos, piezoeléctricos (masicos,

gravimétricos, acusticos), termométricos, magnéticos y nanomecanicos. La utilizacién de
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un transductor u otro, dependera del propio elemento de reconocimiento empleado, de la
naturaleza de la interaccion entre éste y el analito y del mecanismo de sefializacion

producido por el marcador utilizado si lo hubiere.

Dentro de la clasificacion de los transductores se encuentran los transductores Opticos, estos
se basan en la medicion de las variaciones que se producen en las propiedades de una
radiacion electromagnética, como efecto de la interaccion entre el analito y el elemento de
reconocimiento del biosensor. Dicha interaccioén puede inducir cambios en las caracteristicas
de absorcion, emision, dispersion, polarizacion, refraccion o reflexion de la radiaciéon, cuando
ésta incide sobre la superficie donde se encuentra el elemento de reconocimiento. Se utilizan
tanto métodos de deteccion directa como métodos de deteccion indirecta, en la que es
necesario utilizar marcadores, adaptandose igualmente a sistemas biocataliticos como de
bioafinidad. Entre los transductores que utilizan propiedades 6pticas se incluyen los sensores
de fibra Optica (optrodos) y los sensores de onda evanescente. Varios son los biosensores que
se basan en este principio de transduccién, como los sensores de resonancia de plasmon
superficial (SPR) (Thevenot et al., 2001).

1.2.2. Biosensor optico

Son oscilaciones colectivas que involucran al campo electromagnético y a los electrones
de la banda de conduccién de un metal. Se produce cuando un haz de luz polarizada,
procedente de un medio de mayor indice de refraccion (prisma), incide sobre la
superficie de una capa metdlica delgada (oro o plata) sobre la cual se encuentra
depositada la muestra, denominado angulo de resonancia. Posteriormente, se producira
la excitacion de los plasmones del metal, registrandose la correspondiente pérdida de
potencia del haz reflejado. Este angulo de resonancia es poderosamente dependiente
del indice de refraccion del medio adyacente a la ldmina metalica. Las variaciones que
se produzcan en el indice de refraccibn del mismo seran registradas como
desplazamientos en el angulo de resonancia y a su vez relacionados con las variaciones
de masa producidas en la superficie sensora. La interaccion entre el analito y el elemento
de reconocimiento, podra cuantificarse directamente sin necesidad de recurrir al empleo

de marcadores ni de reactivos adicionales (Sasaki et al., 1998; Lopez et al., 1999).
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1.2.2.1. Resonancia de plasmones superficiales (SPR)

La introduccién a principios de los afios 90 de una nueva tecnologia basada en el
fendbmeno de resonancia de plasmén de superficie del inglés (surface plasmon
resonance) ha permitido la visualizacién en tiempo real del proceso de interaccion entre

biomoléculas (Pérez Escoda, 2007).

Uno de los tipos de transduccion Optica de Resonancia de Plasmones de Superficie
(SPR) es el Biacore®, el cual identifica las interacciones moleculares en tiempo real,
utilizando una tecnologia no invasiva que responde a los cambios en la concentracion de
moléculas en superficie del sensor. El principio de deteccion es sensible a cambios en el
indice de refraccion dentro de aproximadamente 150 nm desde la superficie del sensor.
En el biosensor éptico, se pueden utilizar para estudiar las interacciones que implican en
principio cualquier tipo de molécula, de candidatos a farmacos orgénicos a proteinas,
acidos nucleicos, glicoproteinas e incluso virus y células enteras. El principio de
deteccién no requiere ninguno marcador, y las mediciones se pueden realizar en mezclas
complejas tales como sobrenadantes de cultivo celular o extractos celulares. La
identificacion de la interaccion en una matriz es determinada por la especificidad de
interaccion en la superficie. El biosensor SPR tiene cuatro aspectos importantes que
permiten su funcionamiento, un chip de inmovilizacién, un sistema de microfluido, un

transductor y un software de andlisis.

Figura 2. Muestra el fendbmeno de resonancia del plasmén de superficie. La resonancia
del plasmén de superficie se produce por una reflexion total del haz de luz incidente al
interaccionar con los plasmones por lo que se observa una reduccion de la intensidad de

la luz reflejada. Imagen tomada de (Pérez Escoda, 2007).
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El uso de biosensores Opticos SPR presenta algunas ventajas a diferencia de otras
técnicas utilizadas para deteccion y cuantificacién de proteinas como ELISA, FIA, RIA
los cuales son tradicionalmente usados para procesos de desarrollo y control de calidad
de productos biofarmacéuticos (Schwab, 2002). Este tipo de tecnologia no requiere
reportar moléculas como enzimas/substratos, fluorocromos o radioisétopos
(Thillaivinayagalingam et al., 2007; Chou et al., 2014). Asi mismo, permite el andlisis de
muestras en concentraciones a nivel de nanogramos (ng) y picogramos (pg) haciendo de
esta una metodologia por excelencia para la evaluacion de interacciones moleculares

con una alta sensibilidad y selectividad.

1.2.2.2. El ciclo experimental del SPR Biacore®

e Inmovilizacion

Es la unién del ligando (covalente) a la superficie del chip sensor CM5. Existen diversas
métodos de inmovilizaciébn como: adsorcion, atrapamiento, uniéon enlaces covalentes,
inclusion en bicapa lipidica, entre otros (Apodaca, 2006). No se hace necesario, modificar
previamente el ligando, tomando en cuenta que el nivel de inmovilizacion es facil de
controlar y el consumo de la molécula a unir es bajo. El proceso de acoplamiento basico
se da entre los grupos aminas y tioles del ligando y de la superficie de inmovilizacién (-
NH2,-SH,-COH), normalmente termina en una orientacion aleatoria del ligando. (Carrefio,
2011).

Para esta fase se debe tener en cuenta:

1. Preparacién de la muestra, seleccionando el ligando con el grado de pureza
adecuado.
Escoger el procedimiento de inmovilizacién basado en el ligando.

3. Realizar el andlisis de pre-concentracion con el fin de establecer el buffer con el pH

Optimo para la inmovilizacion.

e Asociacion
Es la unién de la molecular analizada con el ligando. La asociacion es la primera fase del
ciclo experimental de interaccion biomolecular. La unién se produce cuando el analito y el

ligando interaccionan debido a la difusién, y cuando la union tiene la orientacién correcta
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y suficiente energia. La tasa de asociacion; es el nimero de eventos de unién por unidad
de tiempo (Graphpad, 1998; GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2012).

e Disociacion
Hace referencia a la separacién del analito con el ligando. Cuando el analito no se ha
unido a la superficie del chip se sustituye por el tampdn de flujo, la concentracion libre
del analito comienza a disminuir a cero y el complejo comenzara a disociarse. La
velocidad de disociacion; es igual al nimero de eventos de la disociacién por unidad de
tiempo. Posteriormente, el ligando y el analito quedan con sus enlaces terminales libres
(Graphpad, 1998; GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2012).

e Regeneracion
Es la disociacién forzada del analito con el fin de reutilizar la superficie del chip sensor.
El analito debe ser retirado, pero el ligando debe permanecer intacto a las condiciones de
regeneracion y no causando un dafio irreversible al ligando (Andersson et al., 1999).
Para esta fase normalmente se utiliza glicina mM con un pH 1.5 - 2,5 tomando en cuenta
gue la mayoria de las proteinas en su configuracion primaria y secundaria presentan
carga positiva a pH bajo (Andersson et al., 1999). Por otra lado, también se puede utilizar
soluciones con pH alto, productos quimicos especificos para romper la interaccién o con
alto contenido de sal. Se debe realizar la adecuada regeneracién tomado en cuenta las
condiciones mas suaves de la misma que se disocian completamente en el complejo.
Ademas, otras moléculas pueden ser afiadidos tales como anticuerpos, ligando y
anélogos de ligando que se unen al analito para disminuir reconsolidacién del analito
durante la disociacion (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2012). Finalmente, los
resultados obtenidos en el sensograma son analizados. Los procesos previamente

descritos se observan en la figura 3.
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Figura 3. Andlisis de la interaccién antigeno anticuerpo sobre el chip CM5. Inyeccion del
factor analizar 1. Formacion de un enlace covalente con la superficie, 2. Se inyecta la
muestra que contiene los anticuerpos, 3. Se analiza el cambio en la sefial de resonancia.
Finalmente se lava la superficie para eliminar los anticuerpos, permaneciendo la proteina
unida, 4. La superficie esta preparada para un nuevo ensayo. Tomado de (Pérez Escoda,
2007)
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1.2.3. Chip de Inmovilizacion CM5

Se utiliza para analizar interacciones de biomoléculas, como proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos. Permitiendo obtener datos para el estudio cuantitativo
de interacciones cinéticas, afinidad, concentracion y relaciones vinculantes de los
reactivos. El chip esta compuesto por una lamina de vidrio cubierta por una delgada
pelicula de oro la cual se une covalentemente a una matriz superficial de dextrano
carboximetilado, y a ella se une covalentemente el ligando a través de las fracciones
carboxilo del dextrano. Estos son grupos funcionales (-NH2, -SH, -CHO y — COOH) en el
gue el ligando puede ser utilizado para el acoplamiento. El chip se puede regenerar por
medios quimicos, establecidos previamente logrando la disociacion selectiva y completa
de los analitos al ligando, inmovilizados por uniones covalentes, sin afectar las

propiedades fisicas o quimicas de la membrana.
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1.2.4. Software de analisis

®
BlAsoftware es un paquete de software independiente empleado para la presentacion y

evaluacién de los sensogramas obtenidos a partir de los analisis realizados en el
biosensor Biacore ®-Pharmacia. El software soporta la interaccion de modelos definidos
por el usuario y los andlisis de medidas de concentracion a cualquier nivel de enlace o
tasa de datos (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2012).

Finalmente, se han evaluado ciertas proteinas como factores de crecimiento en cultivos
celulares de tejido conectivo artificial autélogo (Bustos et al.,, 2014) o factores de
concentraciones conocidas de interleuquinas en medios de cultivo por medio de esta
tecnologia biosensora (Chou et al., 2010). Sin embargo, no se han evaluado proteinas
implicadas en procesos de neuroregeneracion como se realizd6 en la presente

investigacion.



2.Materiales y métodos

2.1 Materiales

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron materiales y reactivos de las mejores

marcas comerciales. A continuacién se describe el uso dado y su respectiva casa

comercial

Tabla 2. Materiales e Instrumentacion quirdrgica.

MATERIALES

CASA COMERCIAL

Cajas de Petri

PHOENIX BIOMEDICAL ®

Cajas de 6 pozos

Thermo Fisher Scientific

Crioviales de 1.5 ml Corning®
Eppendorff Corning®
Guantes INVERFARMA
Pipetas de 2 mL, 10 mL, 20mL y 50 mL | Corning®
Micropipetas de 20ul, 200 ul y 1000 ul Corning® and Brand®
Puntas amarillas de 0-200ul Corning®
Puntas blancas de 0-20 ul Corning®
Puntas azules de 1000 ul Corning®
Tapaboca INVERFARMA
Tubos de 10 mL- FALCON Corning®
Tubos de 50 mL- FALCON Corning®
INSTRUMENTO QUIRURGICOS REFERENCIA

Micro tijeras

Ziegler-Germany

Pinzas mosquito

Ziegler-Germany

Pinzas de Adson

Ziegler-Germany

Tijeras

Ziegler-Germany

Bisturi

Dimeda-Germany


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?N5=SEARCH_CONCAT_PNO%7CBRAND_KEY&F=SPEC&N4=CLS430291%7CSIGMA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
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Tabla 3. Reactivos utilizados en cultivos primarios de CGEO.

REACTIVO REFERENCIA METODOLOGIA
Phosphate buffered saline (PBS ) | SIGMA P5368; 10x Obtencion de tejidos
concentrado olfatorios
Pentobarbital sodico Euthanex® Obtencién de tejido

olfatorio

Antibittico antimicético (100X)

GIBCO® 15240062

Purificacién cultivos

L- Glutamina

SIGMA — Aldrich G3126
56-85-9; 1%

Cultivos primarios

Tripsina (10X)

SIGMA — Aldrich T- 1426 St.
Louis, MO

Cultivos primarios

Medio condicionado (DMEM/F-
12)

GIBCO® No. 54028 BRL,
Gaithersburg, MD

Cultivos primarios

Poly-L-Lisina

SIGMA P4707; 0.1%

Cultivos primarios

Suero Fetal Bovino (SFB) (40X)

GIBCO® 16170086

Cultivos primarios

Azul tripano 0.2 %

GIBCO® 15250-061 BRL,
Gaithersburg, MD

Camara de
Neubauer

Mouse monoclonal [MLR2] to
p75 NGF Receptor (FITC))

Abcam Ab62122

Citometria de flujo

Mouse monoclonal [G-A-5] to
GFAP (Cy3 ®)

Abcam Ab49874

Citometria de flujo

Dimetil sulféxido (DMSO)

Sigma-Aldrich 472301. St.
Louis, MO

Congelacion celular

Fast Blue

Sigma—Aldrich D9805; al 2%

Descongelacion
celular

Pituitaria Bovina

GIBCO®, 12.3 mg/mL

Descongelacién
células TEG3

Todo el material utilizado en cultivos celulares fue esterilizado en autoclave a vapor
ZSIMC durante 20 minutos a 1.2 Kg/cm2 y 121 °C.
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Tabla 4. Reactivos de ensayo de cuantificacion con el Biosensor.

Nombre del Reactivo Referencia Metodologia
Mouse monoclonal [2E8] to Neurotrophin 4 Ab87394-Abcam
Mouse monoclonal to MAG Ab89780- Abcam Pre

Mouse monoclonal [2E12] to FGF1

Ab117640Abcam

Rabbit polyclonal to Neurotrophin 3

Ab65804- Abcam

Rabbit polyclonal to Nogo A

Ab62024 —Abcam

concentracion
Inmovilizacion

Etanolamina Clohidrato (HCI) 1 M pH 9.5

GE Healthcare,
Uppsala, Sweden

Regeneracion
(Bloqueo de
sitios activos)

NHS (N hidroxisuccinimida)0.1 M — EDC
(dimetilaminopropil carbodiimida) , 0.4M (1:1)

GE Healthcare,
Uppsala, Sweden

Reactivos de
regeneracion de

la matriz
Recombinant Human Nogo-A Fc Chimera, R&D Systems
aa 566-758 3515-NG-050 ; 50
2(¢)
Recombinant Myelin Associated Glycoprotein | Cloud-Clone
Organism species: Homo sapiens Corp,
RPA422HUO1-
10ug
Recombinant Human FGF acidic aa 2-155 R&D Systems
231-BC-025/CF: Ensayos de
25 ug Unién
Recombinant Neurotrophin 3 (NT-3) Cloud-Clone
Organism species: Homo sapiens. Corp,
RPA106Hu01;10
H9

Recombinant Neurotrophin 4 (NT-4)
Organism species: Homo sapiens(Crowe et
al.)

Cloud-Clone Corp
RPA107Hu01; 10

M9

HBS-EB; 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM

Preparado en el

Buffer corrida del

NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005% P20 laboratorio equipo
Goat Anti-Rabbit 1IgG (H+L) Secondary Laboratorio Inmunoensayo
Antibody - HRP Vector. ELISA
Referencia PI-
1000
TMB Micro well Peroxidase Substrate Referencia. 50- Inmunoensayo
System 76-03 ELISA
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Tabla 5. Equipos utilizados.

Equipo Referencia
Biacore 2000 Biacore General Electric
Bafio de Maria Memmert®
Cabina de Flujo laminar Thermo Scientific
Centrifuga Joan BR41

Citometro de flujo

FACS AREA Il - BD
(Biosciences).

Chip CM5 Biacore General Electric
Computador MacBook Pro 13.3"
Incubadora de CO, Incub Safe

Lector de Placas ELISA Dynex Technologies
Microscopio Nikon

Micro pipetas Transferpette 5 uL,10 uL y 20uL

Brand- Germany

Termo de Nitrégeno Liquido

111 litros - CIENYTEC

Refrigerador -20°C

L.G. USA

Refrigerador 4°C

L.G. USA

Refrigerador -80 °C

Forma Scientific Germany

2.2. Metodologia

El disefio experimental utilizado para esta investigacion se basé en las 3 R de Russell
(reduccién, refinamiento y reemplazo en el nUmero de animales). Se realizaron cultivos
primarios de CGEO, en dos etapas: i) Primero se obtuvieron de BO y LP a partir de
ratas Wistar neonatales entre 10 a 13 dias de nacidas, seguido de la purificacion y
caracterizacion de los cultivos mediante citometria de FACS AREA Il - BD (Biosciences).
ii) Posteriormente se realizé la identificacion, cuantificacién y evaluacion de factores
estimuladores (aFGF, NT-3, NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) de neuroregeneracion
expresados por las células cultivadas y liberados a los dias 2, 5, 10 y 30 en los medios
condicionados de cultivos de las CGEO ambos provenientes de LP y BO procesados en

el biosensor de tipo oOptico.

La metodologia propuesta estd en concordancia con cada uno de los objetivos

propuestos, de la siguiente manera:
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Objetivo 1. Estandarizar la metodologia de cuantificacién de factores estimuladores
(aFGF, NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) de neuroregeneracion presentes en

cultivos de CGEO y sus medios condicionados por medio de un biosensor.

Metodologia: Con el fin de dar cumplimiento al primer objetivo se dividié en dos fases: la
primera, corresponde a la realizacion de cultivos celulares y la segunda a la

cuantificacion de las proteinas promotoras e inhibidoras en el biosensor.

2.2.1 Cultivos CGEO

2.2.1.1. Obtencion de tejidos olfatorios a partir de un modelo

animal

Las CGEO fueron obtenidas de BO y de LP olfatoria y se extrajeron de 3 ratas macho
neonatales entre 10 a 13 dias de nacidas con un peso aproximado de 30 gr, las cuales
fueron sacrificadas con sobredosis de 0.1mL pentobarbital sddico (Euthanex®). Se
siguieron tres pasos para la obtencién de tejido del BO y de la LP con el fin de mantener
la esterilidad de los tejidos, con un juego estéril de tijeras y pinza con garras se retir6 la
cabeza del cuerpo, luego se retird la piel de la cabeza, utilizando otro segundo juego de
pinzas vy tijeras. Finalmente, para obtener el BO se utiliz6 una micro tijera y pinzas de
Adson con garra para hacer dos cortes paralelos en el craneo desde el agujero magno
hasta el hueso frontal y un tercer corte a nivel del frontal. De esta manera se forma un
triangulo y se levanta la tapa de la cavidad craneana extrayendo asi los bulbos olfatorios.
Para la LP, se corté el hueso nasal de lado a lado y se levanté cuidadosamente
despejando la via olfatoria, utilizando una tijera delgada exponiendo los cornetes y el
septo olfatorio. Ambos tejidos BO y LP se colocaron en caja de Petri con PBS estéril
(Gémez, 2009; Botero, 2015).

2.2.1.2. Purificacion y cultivos celulares

Se tom6 como base la técnica de Nash (Nash et al., 2001), con algunas modificaciones
propias de las estandarizaciones de este protocolo (Gémez, 2009; Botero, 2015). Los
tejidos obtenidos mediante cirugia, se cortaron finamente y se pasaron a tubos cénicos
de 50 mL, con 1 mL de Tripsina al 1% en PBS 1X vy se dejo en incubadora durante 7
min, luego se agregd 2 mL de medio de cultivo DMEM/F12, 10% de SFB, 1% de

antibiotico-antimicético y 1% de Glutamina. Posteriormente, se centrifug6 durante 8 min a
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1000 rpm y se obtuvo el sobrenadante resuspendiéndose nuevamente. Finalmente, se
sembraron en cajas de 6 pozos y se incubaron a 37°C y 5% de CO,; a las 36 horas se
sembraron con Poly-L-Lisina al 1% hasta completar 30 dias. Con el fin de purificar los
cultivos se realizaron centrifugaciones diferenciales a través del tiempo hasta completar
120 horas y obtener confluencia celular y se mantuvieron por 30 dias en incubadora de
CO,. Los medios se cambiaron cada 24 horas y los cultivos se observaron a través del
microscopio invertido Nikon Eclipse TS100, tomando fotos con camara Olympus de estos
cultivos. Posteriormente, se realiz6 citometria de flujo y se les realiz6 un conteo en
camara de Neubauer con azul tripano al 0.02% para verificar viabilidad celular y conocer
el numero de células presentes en la muestra. Observando una concentracién celular de
(1.2 X10 ° cel/ mL) en células de BO y de LP . Finalmente las células obtenidas se
congelaron a -192 °C en tanque de nitrdgeno CIENYTEC hasta la cuantificacion dentro

del sistema biosensor.

2.2.1.3 Citometria de flujo

Para establecer el porcentaje de CGEO en cada cultivo se utilizé el marcador del

NTR
5

receptor de Neurotrofina (p7 ) especifico para las CGEO (Turner and Perez-Polo,

1992; Ramon-Cueto et al., 1993). Se verifico el porcentaje de células p75"™"

conjugado
con Isotiocianato de fluorescencia (FITC) a una concentracion de 1 mg/mL y Proteina
Fibrilar Acida Glial (GFAP) conjugado con Cy3 a 1.2 mg/mL, en cultivos obtenidos de BO
y de LP. Para procesar la muestra de cada cultivo se prepararon dos alicuotas de 50 pl
conteniendo una densidad celular de 1x10° células. Una de las alicuotas se tomé como
blanco y a la otra se le adicionaron 5 L de anticuerpo monoclonal anti p-75""" (FITC) a
1mg/mL y 5 pyL anti GFAP a 1.2 mg/mL. Los anticuerpos se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos, y las células se resuspendieron en 200 uL de PBS 1X. Las
muestras se analizaron en un citémetro de flujo FACS AREA II- BD (Biosciences). El
FITC fue excitado con laser de argén a 488 nm y la emision fue colectada a 519 nm y se

analizaron entre 3.000 y 10.000 eventos por muestra (Botero, 2015).

2.2.1.4. Protocolo de congelacién CGEO
Las células se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y
se resuspendi6 el boton celular, en medio completo suplementado con 20% de SFB y

10% de DMSO, guardandose en crio viales. Por cada cultivo celular realizado en cajas
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6
de 6 pozos con una densidad 2X10 células/1 mL de DMSO+ SFB al 20%, durante 24

horas a -20 °C a -80 °C por 48 horas y posteriormente se llevaron a nitrégeno liquido (-
192 °C) hasta el momento de su descongelacion (4 meses después).

2.2.2 Preparacion de las muestras para cuantificacion de
proteinas en medios de cultivo

Los medios de cultivo a analizar fueron tomados de cultivos de CGEO, recolectados en
un periodo de 30 dias, cambiando los medios cada 24 horas. Se establecieron los dias
(2, 5, 10 y 30) como referencia para la cuantificacion dentro del sistema sensor. Como
control, se incluyeron en el analisis una muestra de medio DMEM/F-12 libre de suero y
uno de PBS estéril. Las muestras de los medios condicionados fueron almacenadas a -
20°C hasta su uso. Para los ensayos de evaluacion de las proteinas dentro del sistema

biosensor, se siguieron los pasos para determinar la cinética de interaccion

e Preparacion de ligando y analitos

¢ Ensayos de pre-concentraciéon

¢ Inmovilizacion de los anticuerpos (ligando)
e Curva de calibracion

e Ensayos de regeneracion

¢ Cuantificacién de los factores proteicos (analito)

2.2.2.1. Preparaciéon de ligando y analitos

La reconstitucion de cada anticuerpo (anti-aFGF, anti-NT-3, anti-NT-4, anti-NOGO-A y
anti-MAG) se realiz6 dependiendo de las indicaciones dadas por el fabricante. El medio
de preparacion de las muestras una vez reconstituido, fue en el buffer de corrida del
equipo HBS-EB.

2.2.2.2. Ensayos de preconcentracion

Para determinar la concentracion adecuada de inmovilizacion de los ligandos
(anticuerpos), es necesario realizar un ensayo de preconcentracion, donde se utilizan
diferentes concentraciones de los anticuerpos diluidos en buffer con pH diferentes. Esto
permite encontrar mediante interacciones electrostaticas entre la sustancia con la matriz

de la superficie sensora del chip y andlisis de las curvas de los sensograma, la cantidad
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optima del ligando para inmovilizar. La figura 4. Muestra los diferentes pasos para la
realizacion del ensayo en referencia, con la evaluacion de los parametros como
concentracion del anticuerpo (ug/mL), pH del Buffer (Buffer de acetato), flujo de inyeccién
(uL/min), tipo y tiempo de inyeccion (s). Después de cada inyeccion del anticuerpo, se
bloguea interacciones de la sustancia sobre la superficie sensora mediante 1M de EDC
pH 9.5.

Figura 4. Pasos ensayo preconcentracion. Determinacibn de parametros para

determinar la concentracion adecuada de inmovilizacién de los ligando.
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2.2.2.3. Activacion de la matriz e inmovilizacion de los

anticuerpos anti-factor

Después de encontrar la concentracion éptima del anticuerpo se procede a inmovilizar la
sustancia sobre la superficie sensora mediante la formacion de un enlace covalente entre
el amino terminal (-NH3") del anticuerpo y el carboxilo (-COOH") terminal de la matriz de

carboximetildextrano. Para la activacion de la matriz se utilizé6 una mezcla de NHS 0.1M
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y EDC 0.4M (1:1), para la formacion de éster activo que reacciona con aminas primarias
libres, en este caso dada por el anticuerpo (Ritzefeld and Sewald, 2012). Una vez se
observa en el sensograma la activacion, se procede a inyectar individualmente en cada
uno de los canales del chip CM5, los anticuerpos diluidos en el buffer adecuado.
Finalmente, se procede a bloquear los sitios activos donde no se unid el anticuerpo con
EDC pH 9.5 1M. Las figuras 5 y 6 muestran los pasos descritos anteriormente (ver
Figura 5y 6).

Figura 5. Pasos para la activacion de la matriz e inmovilizacién de los anticuerpos anti-
factor. Formacion de un enlace covalente entre el amino terminal (-NH3") del anticuerpo

y el carboxilo (-COOH) terminal de la matriz de carboximetildextrano. Formacion de éster

activo que reacciona con aminas primarias libres, bloqueando los sitios activos.

amide bond

sulfo-NHS
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Figura 6: Pasos de Inmovilizacion. Parametros para cada proteinas recombinantes
(NOGO-A, MAG, aFGF, NT-3y NT-4).
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PASOSEDEANMOVILIZACIONE
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Tiempod420s)a

Tipo@el
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INJECTR

Concentracion@lelFactor =2 Rangos@ntreR0Ghg/mLyR500@g/mLE
recombinante@

BloqueoRleBitios?
activos

2.2.2.4 Curvas de calibracion para cada proteina recombinante

humano

Posterior a la inmovilizacion de los anticuerpos, se realizaron inyecciones individuales de
cada una de las proteinas recombinantes humanas (aFGF, NT-3, NT-4, NOGO-A y MAG)
en un rango de diluciébn de 20 a 2500 ng/mL en Buffer HBS-EB. Cada una de las
proteinas fue inyectada en el canal correspondiente de su anticuerpo especifico para
permitir la unién (ver Figura 7). Los ensayos se realizaron por triplicado y de acuerdo con
los lineamientos internacionales de armonizaciéon (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
2012). Posteriormente, se construyeron las curvas de calibracion para cada una de las
proteinas recombinantes humanas. El andlisis se hizo con el programa OriginLab 8.6

(Origina Lab Corporation).
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Figura 7. Curvas de calibraciéon para cada proteina recombinante humano.
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2.2.2.5. Ensayo de regeneracion

Entre cada una de las inyecciones de las proteinas recombinantes se hace necesario dejar el
ligando disponible para los ensayos de union, es decir, dejar los sitios de union libres del
anticuerpo cada vez que se hace un ensayo de union, para que se una su proteina
recombinante especifica. Para esto, se necesita de soluciones quimicas que permitan que
ocurra este efecto sin dafiar el anticuerpo inmovilizado ni la matriz del chip CM5. Asi mismo,
se requiere gque tenga la concentracion y el pH adecuado. Esto se realiza con ciclos de
inyeccion de la solucion de regeneracion antes de cada nueva asociacion de la proteina

recombinante.
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Tomando modificaciones de estudios encontrados en la literatura se prepararon
soluciones de caracter &cido (A), basico (B), i6nico (1), quelante (C), detergente (D) y no
polar (U). Para cada una de las proteinas se hizo un ensayo de regeneracion especifico
y se midi6 el porcentaje de regeneracion de acuerdo con la ecuacion: [1- (R.es/R) x100],
donde R,y (son las unidades de resonancia después del pulso de inyeccion de la
solucién de regeneracion y Ro son la unidades de resonancia antes de la inyeccion). Si el
porcentaje de regeneracion fue menor al 10%, otra inyeccioén de regeneracién se hace
necesaria. Si el porcentaje es mayor al 90%, se puede continuar con el siguiente ensayo
de unién de la proteina recombinante (Bustos et al., 2014). La grafica 8 muestra la
naturaleza de las soluciones de regeneracion y sus combinaciones que fueron realizadas
en el presente estudio. La composicién de cada una de las soluciones de regeneracion

se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Tomada de: (Andersson et al., 1999). Soluciones utilizadas para preparar los

ensayos de regeneracion.

Solucion Composicion

Acido (A) Volumenes iguales de acido oxalico, HsPO,, acido maldnico y acido
férmico, cada un 0.15 M, ajustado a pH 5.0

Basico (B) Volimenes iguales de Etanolamina, Na3PO4, piperazina y Glicina,
cada uno 0.2 M, ajustado a pH 9.

[6nico (1) Solucion de KSCN (0.46 M), MgCI2 (1.83 M), urea (0.92 M) y
guanidina-HCI (1.83 M)

No Polar(U) | Volimenes iguales de DMSO, formamida, etanol, butanol y

Acetonitrilo
Detergente | Solucion de 0.3% ((w/w) ) CHAPS, 0.3% (w/w) zwittergent 3—12,
(D) 0.3% , Tween 80, 0.3%, (v/v) Tween 20 Y 0.3% (v/v) Triton X-
100.

Quelante (C) | Solucion de EDTA 20 mM
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Figura 8. Soluciones de Regeneracion
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W=agua destilada.

Objetivo 2: Analizar y evaluar los factores estimuladores e inhibidores de las CGEO en

neuroregeneraciéon en el biosensor.

Para dar cumplimiento a este objetivo, se hizo una cuantificacién en medios de cultivos
primarios obtenidos previamente y otra cuantificacion de las células CGEO cultivadas en
el laboratorio, tanto de LP y BO. Como ensayo adicional, se hizo cuantificacion de las
células transfectadas de CGEO, conocidas como TEG3 y obtenidas mediante la
transfeccion de cultivos primarios de CGEO de BO y nervio olfatorio de ratas adultas,
con el plasmido pEF321-T, que expresa el oncogén viral SV40 largo T bajo el control del
antigeno promotor EFla (Kim et al., 1990). Estas células fueron donadas por Centro de
Biologia Molecular, Severo Ochoa, Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de
Madrid. (Moreno-Flores et al., 2003a; Moreno-Flores et al., 2006).

2.2.2.6. Cuantificacion de los medios de cultivos de CGEO primarios

Los medios obtenidos previamente de los dias 2, 5, 10 y 30, fueron descongelados para
procesar dentro del sistema biosensor. Los parametros utilizados fueron iguales a los
descritos en la metodologia de union de las proteinas recombinantes humanas
(Figura7). Los medios de cultivo en los diferentes tiempos, fueron inyectados
individualmente sobre cada uno de los canales de chip CM5 donde fueron inmovilizados

previamente los anticuerpos. Las muestras de los medios de cultivos fueron diluidos
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(1:2) en buffer de corrida del equipo HBS-EB. Se permitio la union de las proteinas
presentes en los medios de cultivo con su anticuerpo correspondiente, evidenciandose
en las sefiales de los sensogramas. Un canal de referencia fue utilizada, inyectando 50
pL de suero fetal bovino (SFB) 0,05% a pH 5.0, pero sin solucién de inmovilizacion.

Este resultado fue usado para sustraer la sefial dada por SFB y minimizar el ruido del
fondo de equipo. También se us6é medio HBS-EB como blanco. Las unidades de
resonancia obtenidas fueron interpoladas individualmente en las curvas de calibracion

para cada proteina y analizadas mediante el programa OriginLab 8.6.

2.2.2.7. Analisis estadistico de las CGEO y sus medios

condicionados

Para establecer las diferencias en la concentraciéon de factores estimuladores (aFGF,
NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) presentes en cultivos de CGEO, se
implementd un disefio experimental de dos factores: células y tiempo. El primer factor
con dos niveles; celulas de LP y de BO y El segundo factor con cuatro tiempos de
evaluacion; 2, 5, 10 y 30 dias. Y para determinar si habia diferencias en la concentraciéon
de factores estimuladores e inhibidores en CGEO como analito, se implementé un
disefio experimental aleatorio para la comparacion de la expresion de dichos factores en
células de LP y BO. Para seleccionar las pruebas de comparacion de promedios,
Inicialmente, se determind si las variables presentaban distribucion normal la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, y adicionalmente se establecid si existia homogeneidad entre las

varianzas de cada tipo celular (LP y BO) con el estadistico de Levene.

2.2.2.8. Células de CGEO como analito provenientes de cultivos
primarios

Las células tanto de LP como de BO, se descongelaron en bafio maria a 37 °C y se
llevaron a 10 mL de DMEM-F12 + 10% SFB a la misma temperatura. Se centrifugaron a
1000 rpm por 10 min. El pellet celular obtenido, se resuspendié en 1 mL en el mismo
medio (DMEM-F12) sin SFB para incubarlos a 37 °C durante 15 min. Finalmente, las
células se lavaron en el mismo medio DMEM-F12 sin SFB y se resuspendieron en 100

uL de PBS . Se les realiz6 un conteo en camara de Neubauer con azul tripano al 0.02%
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para verificar viabilidad celular y conocer el nimero de células presentes en la muestra.
Observando una concentracion celular de (9x10° cel/ mL) en células de BO y de LP

posterior a la descongelacion mostrando una viabilidad celular del 80%.

Previo a la inyeccién de las células dentro del biosensor sobre cada uno de los canales
que contienen los anticuerpos, se diluyeron en diferentes densidades celulares (1x10%,
2.5x10%, 1x10° y 5x10°) en 1 mL de PBS 1X para optimizar el ensayo de cuantificacion.
Se analizaron los resultados obtenidos en los sensograma para determinar la sefal
Optima de acuerdo con la densidad celular. Para monitorear los eventos de unién fue
llevado a cabo un canal de referencia; este canal estaba quimicamente activado pero fue
bloqueado con Clorhidrato de Etanolamina (ETA) 1M a pH 9.5 después de la activacién
via amina. Asi mismo, se inyect6 directamente medio puro utilizado para el cultivo de las
células y PBS para determinar ruido de fondo. La sefial dada por el PBS fue sustraido
de los resultados obtenidos para las células. Los ensayos realizados dentro del sistema
biosensor fueron realizados por triplicado. Los resultados obtenidos en los sensograma
en unidades de resonancia (UR) fueron interpolados en las curvas de calibracién para
cada uno de los factores proteicos.

2.2.2.9. Ceélulas transfectadas de CGEO (TEG3) como analito

Las células transfectadas TEG3 fueron descongeladas utilizando el protocolo de
descongelacion de (Moreno-Flores et al.,, 2003a). Al dia 10 del cultivo se le realizé
conteo en camara de Neubauer con azul tripano al 0.02% para verificar viabilidad celular
y conocer el numero de células presentes en la muestra, observandose una
concentracion celular de 8 x 10°y viabilidad del 80%. Posteriormente, al dia 10 del cultivo
se realizd citometria de flujo para determinar el porcentaje de CGEO presente utilizando
los marcadores p75""" con FITC especifico de las CGEO y GFAP con Cy3 (Turner and
Pérez-Polo, 1992; Ramon-Cueto et al., 1993). Finalmente, fueron analizadas por medio
del biosensor, para cuantificar las proteinas promotoras e inhibidoras de
neuroregeneracion presentes. El protocolo de preparacion de las células para los
ensayos dentro del biosensor, fue igual al descrito para las células CGEO provenientes

de cultivos primarios.
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Objetivo 3. Validar la metodologia de cuantificacion del biosensor mediante la aplicacion

del método de Elisa

Con el fin de comparar los datos obtenidos en la metodologia establecida por el
biosensor y evaluar la precision del mismo se realizé un inmunoensayo (ELISA). De
acuerdo, con los resultados obtenidos en la cuantificacién de los medios de cultivo, se
escogid una proteina promotora (NT-3) y una proteina inhibidora (NOGO-A) para realizar
los ensayos de comparacion con ELISA. Para la elaboracion de las curvas de
calibracion, se incubaron 100 pL de las proteinas recombinantes (recombinant human
Nogo-A y recombinant neurotrophin 3 (NT-3)) en un rango de concentracion de 2000-20
pg/mL durante 8 horas a una temperatura de 4°C. Posteriormente, se hizo un bloqueo de
los sitios inespecificos con 100 uL de leche descremada en PBS al 5% y se dej6é en
incubacién durante 2 horas a 37°C. Luego, se incub6 por dos horas 100 pL a 37°C los
anticuerpos (Rabbit Polyclonal anti-NOGO- A y Rabbit polyclonal anti-NT-3) sobre los
pozos correspondientes a cada una de las proteinas. Finalmente, se adicion6 100 pL de
Anti-Rabbit 1gG (anticuerpo secundario) marcado con peroxidasa por dos horas a 37°C.
El sustrato para revelar que se us6 fue TMB (3,3, 5,5-Tetramethylbenzidine) solucién 1y
TMB solucion 2 (1:1). Para detener la reaccion se utilizaron 50 pL de H,SO4 1N. Entre
cada una de las incubaciones, se hicieron tres lavados con PBS 1X+Tween-20 0,05%.
Las placas de ELISA fueron leidas con un lector de placas (Dynex Technologies) con una
resolucion de 0.0001 unidades de densidad 6ptica (OD) a una longitud de onda de 450

nm.

Para el caso de las muestras de los medios condicionados, se realiz6 el mismo
procedimiento descrito anteriormente a excepcién de la incubacién inicial, que no se hizo
con las proteinas recombinantes sino con los anticuerpos (Rabbit Polyclonal anti-NOGO-
A y Rabbit polyclonal anti-NT-3). Esto con el fin de permitir la unién de los anticuerpos
con las proteinas presentes en los medios de cultivo. El volumen utilizado de los
anticuerpos fue de 100 pL a una concentracién de 1 mg/mL para Rabbit Polyclonal anti-
NOGO-Ay 0,5 mg/mL de Rabbit Polyclonal anti-NT-3.
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Tabla.7. Placas lectura método ELISA para las proteinas facilitadora NT-3 e inhibidora
NOGO-A.
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2.3 Consideraciones éticas

La obtencion de las células de CGEO procedentes de los tejidos olfatorios del modelo
animal neonatal cumplieron con el desarrollo de la investigacion dentro de la reglamentacion
solicitada por las organizaciones relacionadas con ciencia y tecnologia de animales de
laboratorio (ILAR, Research, 1994; 64/432/ CEE,
Comunidad Econdmica Europea 93/119/CE y modificada 526/CE-2007). La investigacion fue

Internacional Laboratory Animal
aprobada por el Comité de Etica de la Universidad Nacional de Colombia en Acta nimero
002-014-15 (12 de febrero 2015), para las cirugias de extraccion de las células CGEO, se
aplicaran todas las normativas de las 3 R de Russell y Burch (Russell y Burch, 1959) y las
recomendaciones del ILAR (Internacional Laboratory Animal Research) (ILAR, 1994)
64/432/CEE, 93/119/CE y modificada 526/CE-200.






3.Resultados

Objetivo 1. Estandarizar la metodologia de cuantificacién de factores estimuladores
(aFGF, NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) de neuroregeneracion presentes en

cultivos de CGEO y sus medios condicionados por medio de biosensores.

3.1. Cultivo celulares CGEO primarios

Para la purificacién de los cultivos de CGEO provenientes de BO y LP fue necesario
realizar una separacion utilizando las adhesiones diferenciales a través del tiempo.
Debido a que coexiste poblaciones como los astrocitos, oligodendrocitos y microglia
(Doucette, 1990, 1996; Ramon-Cueto et al., 2000). La literatura reporta que las CGEO
tienen una forma elongada con un fino proceso laminar que envuelve los nervios
olfatorios in situ, su morfologia en cultivo es caracteristica por su forma plana bipolar o
tripolar como se ve en la figura 9. Se conoce que dos poblaciones de células
provenientes de BO y de LP de la mucosa olfatoria (Franssen et al.,, 2007) muestran
heterogeneidad morfolégica, funcional y antigénica (Ramon-Cueto et al., 1998; Sasaki et
al., 2004).



36 Evaluacion in vitro de factores estimuladores e inhibidores de neuroregeneracion
presentes en cultivos celulares de la glia envolvente olfatoria

Figura 9. Cultivos primarios de CGEO provenientes de BO y LP. Muestran los fenotipos
de estas células observadas al dia 10 de los cultivo celulares. como lo reporta la
obtencion y purificacion de (Nash et al., 2001) con modificaciones de (Gomez, 2009).
Microscopio invertido A y B. Cultivos de BO se observa la morfologia fibroblastica con
forma fusiforme. C y D. Cultivos de LP se observa la morfologia astrocitica, es decir

células poliédricas con proyecciones largas.
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3.1.1. Determinacion fenotipica de las células CGEO primarios.
Citometria de Flujo

Los resultados obtenidos en la citometria de flujo para los cultivos primarios de CGEO
con adhesion diferencial tanto para LP como para BO usando marcaje de p75" "-FITC y
GFAP-Cy3, muestra un porcentaje de células positivas para BO de un 69.4% en
comparacion con el porcentaje de células positivas para LP correspondiente a un 87.5%.

Figura 10.

Figura 10. Citometria de flujo. Andlisis de datos de cultivos primarios de BO y LP
provenientes de (CGEO) obtenido por adhesion diferencial. Con marcaje para p75 """y
GFAP. C. Porcentaje de 69.4 % de Células de BO marcadas D. Porcentaje de 87.5% de
Células de LP marcadas A. y B. Control para BO y Control para LP respectivamente

BULBORDLFATORIOR LAMINAPROPIAE

[S)
o)
N
)
x®
=)
)

3.01

-
o
«
Lol
b
o
«
1

[

=]
IS
|

PE-A: GFAP

CONTROLE

0.87]
—

0.28

S T e

“ 10° o 102 10° 10% 10
FITC-A: P75

(@] 2.39 69.4, D s o1 87.5
© -
en 3

104 o

PE-A: GFAP

CULTIVOSE
PRIMARIOS@DEXGEO®

{524 7.19
frrrr T ey

= e T T T
o 102 102 10% 10° o 102 10° 10% 10
FITC-A: P75 FITC-A: P75



38 Evaluacion in vitro de factores estimuladores e inhibidores de neuroregeneracion
presentes en cultivos celulares de la glia envolvente olfatoria

3.2. Cultivos celulares de lineas TEG3 (CGEO
transfectadas)

Las TEG-3 fueron donadas amablemente por el Dr. Francisco Wandosell y la Dra. M.
Teresa Moreno-Flérez del Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa", Facultad de
Ciencias. Universidad Auténoma de Madrid. Madrid. Espafa. Fueron descongeladas
siguiendo las recomendaciones dadas por la Dra. Moreno-Florez, usandose extracto de
pituitaria bovina-GIBCO®, medio DMEN-F12, antibidtico-antimicético, y SFB al 20%. Las
TEG-3 se mantuvieron durante 15 dias en cajas de pozos de 28 (Thermo Scientific) con
500 uL del medio anteriormente mencionado. Se hizo observacién microscépica diaria y
cambiando medio cada 2 dias. Se tomaron muestras de las células transfectadas y del

medio condicionado el dia 10 para analizar mediante biosensores y citometria de flujo.

Figura 11. Ay B. Cultivo de CGEO transfectadas TEG3. Tomada al dia 10 del cultivo.
Se observa una estructura de tipo astrocitica y muestra neuritas con mayor longitud. Se

usé filtro verde de microscopia invertido. Todas las células mantienen la misma

morfologia a través del tiempo de cultivo.

3.2.1. Determinacion fenotipica de lineas TEG3 (CGEO
transfectadas). Citometria de Flujo

Los cultivos de TEG3, obtenidos de cultivos primarios de BO de ratas adultas se
analizaron utilizando citometria de flujo con los marcadores p75"™® - FITC y GFAP — Cy3
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en equipo FACS AREA Il. Se hizo evaluacion de estos cultivos Figura. 12. De A-F.
Obteniéndose un resultado de 24.4 % para P75 "' Y de GFAP el 80 %.

Figura 12. Citometria de Flujo de cultivos transfectadas de CGEO (TGE3). Mostrando el
porcentaje de células positivas para p75 "'°
marcadores. B. Porcentaje de 24.4 % de p75 "™y D. Porcentaje de 87.9% de GFAP en

Células de BO marcadas.
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3.3. Resultados de cuantificacion

e Ensayos de pre-concentracion

e Inmovilizacion de los anticuerpos (ligando)
e Curva de calibracion

e Ensayos de regeneracion

e Cuantificacion de los factores proteicos (analito)
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3.3.1. Ensayos de preconcentracién

Basados en la naturaleza quimica de cada una de las proteinas y dependiendo de su

peso molecular y la reconstitucidn, se hicieron ensayos de preconcentracion con el fin de

determinar el pH correcto del buffer para poder inmovilizar el anticuerpo y permitir la

unién adecuada de la proteina. De acuerdo a los resultados obtenidos se tom6 el pH del

buffer de inmovilizacién por debajo del punto isoeléctrico de cada anticuerpo. Se

encontrd la concentracion adecuada mediante el andlisis de los sensograma, de acuerdo

con las curvas de asociacion y disociacion claramente definidas, con mayor amplitud y

mayor valor en las unidades de resonancia. Los pardmetros obtenidos como resultado

del ensayo de preconcentracion se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Concentraciones y pH del buffer éptimos para cada anticuerpo utilizado.

PRECONCENTRATION INMOVILIZATION
PROTEINA FLOW CONCENTRACION pH (RU)
(ML/min) (ng/mL) BUFFER

Anti-FGF1 antibody 5 50 4.5 11786
Anti-Neurotrophin 5 50 4.5 12376
antibody

Anti-Neurotrophin 5 50 4.5 12413
antibody

Anti-NOGO-A Antibody 5 50 4.1 15224
Anti-MAG Antibody 5 50 4.5 11672
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Gréfica 1. Ensayo de preconcentraciéon del Anticuerpo anti- aFGF1l. Muestra el
ensayo de preconcentracion en funcién del tiempo del anticuerpo anti-aFGF, mostrando
una mayor respuesta al utilizar buffer de acetato de sodio (C,HsNaO,) a un pH de 4.5y

con una concentracion de 50 ug /mL representando los datos en RU.

Ensayo de preconcentracién - Anticuerpo Anti-FGF1

1

1 " 1 n 1

1

1

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

0

Unidades de Resonancia/ RU

50 pg/mL

'

pH 4.1 pH 4.5

50 pg/mlL

'

10 pg/miL 10

5 ug/mL ug/mL | 5 pg/mL

: +

@ Regeneracién
(Etanolamina HCI)

pH 5.5

50 10
Hg/mL | | ug/mlL

' vl b

Gréfica 2. Ensayo de preconcentracion del Anticuerpo Anti Neurotrofina (NT-3).
Muestra el ensayo de preconcentracion en funcién del tiempo del anticuerpo anti-
Neurotrofina 3 (NT-3), mostrando una mayor respuesta al utilizar buffer de C,H3;NaO, un

pH de 4.5 y con una concentracion de 50 ug/mL representando los datos en RU.

Unidades de Resonancia/ RU

1000

Ensayo de preconcentracién - Anticuerpo Anti-Neurotrofina 3 (NT3)

T

T Y T v v v T
2000 3000 4000 5000 6000

Tiempo /s

L 1 L 1 " 1

I

40000

350007

30000

25000

200007

150007

10000

5000

0

pH 4.1 pH 4.5

50 pg/mL

"

50 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mlL
1 10ug/mL 5 ug/mL | ' |

'

@ Regeneracién
(Etanolamina HCI)

pH 5.5

50 pg/mL

‘ 10 ug/mL 5 pg/miL

:

1 v 1 . 1
1000 2000 3000
Tiempo /s

T . T
4000 5000




42

Evaluacion in vitro de factores estimuladores e inhibidores de neuroregeneracion

presentes en cultivos celulares de la glia envolvente olfatoria

Gréfica 3. Ensayo de preconcentracion del Anticuerpo Anti-Neurotrofina 4(NT-

4).Muestra el ensayo de preconcentracion en funcién del tiempo del anticuerpo anti-

Neurotrofina 4 (NT-4), mostrando una mayor respuesta al utilizar el buffer de C,H;NaO, a

un pH de 4.5 y con una concentracion de 50 ug/mL representando los datos en RU.
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Gréfica 4. Ensayo de preconcentracion del Anticuerpo anti NOGO-A. Muestra el
ensayo de preconcentracion en funcion del tiempo del anticuerpo anti-NOGO-A
representando los datos en RU mostrando una mayor respuesta al utilizar el buffer de

C,H;NaO, a un pH de 4.1 y con una concentracion de

monoclonal anti-NOGO-A.
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Gréfica 5. Ensayo de preconcentraciéon del Anticuerpo anti MAG. Muestra el ensayo

de preconcentracién en funcién del tiempo en la proteina MAG, mostrando una mayor
respuesta al utilizar el buffer de C,H;NaO, a un pH de 4.5 y con una concentracion de 50

ug/mL representando los datos en RU.

Ensayo de preconcentracién - Anticuerpo Anti-MAG

40000

35000
30000
25000
20000
15000

10000

Unidades de Resonancia/ RU

5000

|
[} Reg‘enemclon
(Etanolamina HCI)

pH 4.5 pH 5.5

pH 4.1

50 pg/mL

'

50 pg/mL

1

10 pg/mL
5 pg/mL 10
Hg/mL | |5 pg/mlL

Y N .

10

vl

50 pg/mL | |ug/mL| |5 ug/mL

'

T y T v T v T v T
1000 2000 3000 4000 5000

Tiempo /s

Ensayos de Inmovilizacion de los anticuerpos

3.3.2.

Los resultados obtenidos para cada uno de los anticuerpos muestran las curvas tipicas

de inmovilizacion:

1. Activacion de la matriz via amina, con aumento en las unidades de resonancia

sobre 5000 RU caracteristicas para superficies de dextrano

2. Inmovilizacién de los anticuerpos con cambio en las RU superior a 1000 y

3. Bloqueo de sitios activos con Clorhidrato de Etanolamina 1M a pH 9.5

Las graficas 6 a la 10 muestran los sensograma respectivos.
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Gréfica 6. Inmovilizacién del anticuerpo anti- aFGF. Muestra la inmovilizacion del
anticuerpo anti-aFGF en la superficie del chip CM5 en el biosensor Biacore® 2000 por
medio de la quimica de acoplamiento via amina. Se evidencian la activacion de la
superficie con NHS/EDC, la inmovilizacién del ligando, bloqueo de los sitios activos libres
con Clorhidrato de Etanolamina (ETA) 1M a pH 9.5 y la linea base. El valor de
inmovilizacion fue de 11.786 RU
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Grafica 7. Inmovilizaciéon del anticuerpo anti- NT-3. Muestra la inmovilizacién del
anticuerpo anti-NT-3 en la superficie del chip CM5 del biosensor Biacore® 2000 por
medio de la quimica de acoplamiento amina. Se evidencian la activacion de la superficie
con NHS/EDC, la inmovilizacién del ligando, bloqueo de los sitios activos libres con ETA
1M a pH 9.5y la linea base. El valor de inmovilizacion fue de 12.413 RU.
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Grafica 8. Inmovilizaciéon del anticuerpo anti- NT-4. Muestra la inmovilizacion del
anticuerpo anti-NT-4 en la superficie del chip CM5 en el biosensor Biacore® 2000, por
medio de la quimica de acoplamiento amina. Se evidencian la activacion de la superficie
con NHS/EDC, la inmovilizacion del ligando, bloqueo de los sitios activos libres con ETA
1M a pH 9.5y la linea base. El valor de inmovilizacion fue de 12.413 RU.
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Gréfica 9. Inmovilizaciéon del anticuerpo anti- NOGO-A. Muestra la inmovilizacion del
anticuerpo anti-NOGO-A en la superficie del chip CM5 en el biosensor Biacore® 2000,
por medio de la quimica de acoplamiento amina. Se evidencian la activacion de la
superficie con NHS/EDC, la inmovilizacién del ligando, bloqueo de los sitios activos libres
con ETA 1M a pH 9.5y la linea base. El valor de inmovilizacién fue de 5.471 RU.
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Grafica 10. Inmovilizacion del anticuerpo anti-MAG. Muestra la inmovilizacion del
anticuerpo anti-MAG en la superficie del chip CM5 en el biosensor Biacore® 2000, por
medio de la quimica de acoplamiento amina. Se evidencia la activacion de la superficie
con NHS/EDC, la inmovilizacion del ligando, bloqueo de los sitios activos libres con ETA
1M a pH 9.5y la linea base. El valor de inmovilizacion fue de 11.671 RU.
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3.3.3. Ensayo de union de proteinas recombinantes

Los ensayos de unidon para cada proteina recombinante se realizaron por triplicado con
diferentes concentraciones (2.500, 1.500, 1.000, 500, 100 y 20 ng/mL). Se observa
reproducibilidad y selectividad conservando las caracteristicas adecuadas para las
graficas de unién. Una vez encontrados las RU se hizo un andlisis de regresion lineal
para encontrar la pendiente y la ecuacion de la recta para cada una de las proteinas
utilizadas.

De esta manera se elaboré la curva de calibracion, que se usara posteriormente para los
ensayos de cuantificacion de los cultivos y sus medios mediante interpolacion dentro de
la recta.
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Proteinas estimuladoras de regeneracion axonal

Grafica 11. Curva estandar para la cuantificacion de la proteina recombinante aFGF en
los medios de cultivos. Se utilizaron diferentes concentraciones de la proteina (2.500,
1.500, 1.000, 500, 100 y 20 ng/mL). Los ensayos se realizaron por triplicado. R? 0.9161.
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Gréfica 12. Curva estandar para la cuantificacion de la proteina Neurotrofina 3 (NT-3)
en los medios de cultivos. Se utilizaron diferentes concentraciones de la proteina (2.500,
1.500, 1.000, 500, 100 y 20 ng/mL). Los ensayos se realizaron por triplicado. R?: 0.9745.
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Gréfica 13. Curva estandar para la cuantificacion de la proteina recombinante
Neurotrofina 4 (NT-4) en los medios de cultivos. Se utilizaron diferentes concentraciones
de la proteina (2.500, 1.500, 1.000, 500, 100 y 20 ng/mL). Los ensayos se realizaron por
triplicado. R* 0.93352.
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Proteinas inhibidoras de regeneracion axonal

Gréafica 14. Curva estandar para la cuantificacion de la proteina recombinante NOGO-A
en los medios de cultivos. Se utilizaron diferentes concentraciones de la proteina (2.500,
1.500, 1.000, 500, 100 y 20 ng/mL). Los ensayos se realizaron por triplicado. R
0.90062.
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Grafica 15. Curva estandar para la cuantificacion de la proteina recombinante MAG en
los medios de cultivos. Se utilizaron diferentes concentraciones de la proteina (2.500,
1.500, 1.000, 500, 100 y 20 ng/mL). Los ensayos se realizaron por triplicado. R*
0.96726.
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3.4. Cuantificacion de los medios condicionados de
CGEO

Las muestras de los medios condicionados con dilucion 1:2 fueron inyectadas
individualmente dentro de los canales donde fueron inmovilizados previamente los
anticuerpos. Los resultados obtenidos de cada uno de los medios en los diferentes dias

(2,5,10y 30), fueron interpolados en las curvas estandar correspondientes.

Posteriormente se hizo un andlisis de calculo de la concentracion en pg/mL de acuerdo
con la recta de la curva y andlisis estadistico de los resultados. Las graficas de 16 a la
20 muestran los resultados estadisticos y de cuantificacion para cada una de las
proteinas a los diferentes dias.
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Objetivo 2. Analizar y evaluar los factores estimuladores e inhibidores de las CGEO en

neuroregeneracion en el biosensor.

Proteinas estimuladoras en medios de cultivos de las CGEO

Gréfica 16. Cuantificacion de la proteina (aFGF) en medios condicionados. La figura
muestra las concentraciones (ug/mL) de la proteina aFGF presentes en los medios de
cultivo de las CGEO de BO y LP en los dias 2, 5, 10 y 30 de cultivo primarios. Se
muestra una mayor expresion del factor en los cultivos de células LP a los diez dias
(2,4085 ug/mL), seguida por los cultivos de BO (1,606 ug/mL) a los cinco dias y la menor
expresion la presentaron los cultivos de células BO a los 10 dias (0,516 yg/mL) y LP a 2
los dos dias (0,562 ug/mL) con un (p< 0.01).

Concentracién de aFGF en medios de CGEO
3,0

ELP ®BO
2,5 1

2,0 1

1,5 1

1,0 1

Concentracion (pg/ mlL)

0,5 1

0,0 4

2 Dias 5 Dias 10 Dias 30 Dias
Tiempo



Resultados 51

Gréfica 17. Cuantificacion de la proteina (NT-3) en medios condicionados. La figura
muestra las concentraciones (ug/mL) de la proteina NT3 presentes en los medios de
cultivo de las CGEO de BO y LP los dias (2,5,10 y 30) de cultivo primarios. En todas los
dias de evaluacion la expresion del factor NT-3 fue mayor en los medios de las células
LP. Mostrando una mayor concentracion de LP (21,1 ug/mL) y de BO (4,83 ug/mL) al
quinto dia del cultivo con un (p< 0.01).
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Gréfica 18. Cuantificacion de la proteina (NT-4) en medios condicionados. La figura
muestra las concentraciones (ug/mL) de la proteina NT4 presentes en los medios de
cultivo de las CGEO de BO y LP los dias (2,5,10 y 30) de cultivo primario. Mostrando una

mayor concentracion de BO (2,74 ug/mL) y de LP (1,61 ug /mL al quinto dia del cultivo
con un (p< 0.01).
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Proteinas inhibidoras en medios de cultivos de las CGEO

Gréfica 19. Cuantificacion de la proteina (NOGO-A) en medios condicionados. La
figura muestra las concentraciones en (ug/mL) de la proteina NOGO-A presentes en los
medios de cultivo de las CGEO obtenidas de BO y LP en los dias (2, 5, 10 y 30) de
cultivo primario. Mostrando una mayor concentracion de LP (76,4 ug/mL) y de
(62,1ug/mL) para BO al dia quinto del cultivo celular con un (p< 0.01).
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Gréafica 20. Cuantificacion de la proteina MAG en medios condicionados. La figura
muestra las concentraciones en (ug/mL) de la proteina MAG presentes en los medios de
cultivo de las CGEO obtenidas de BO y LP en los dias (2, 5, 10 y 30) de cultivo primario.
Mostrando una mayor concentracion en BO (44,76 ug/mL) al quinto dia del cultivo y de
(32,56 ug/mL) para LP al segundo dia del cultivo celular con un (p< 0.01).
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Tabla 9. Dias y valores mas altos de la cuantificacion de proteinas facilitadoras e

inhibidoras presentes en medios condicionados de las CGEO.

Proteina Dia BO Dia LP
aFGF 5 1,60 pg/mL 10 2,40 yg/mL
NT-3 5 4,83 ug/mL 5 21,1 yg/mL
NT-4 5 2,74 ug/mL 5 1,61 pg/mL
NOGO-A 5 62,10 pg/mL 5 76,4 ug/mL
MAG 5 44,7 ug/mL 2 32,5 ug/mL

Para todas las concentraciones de los factores estimuladores e inhibidores se
encontraron diferencias altamente significativas (p<0.01) entre los tipos de células BO y
LP y el tiempo, esto significa que algunas de las interacciones presentaron una expresion
de los factores estimuladores e inhibidores mucho méas alta o0 mucho menor a la

esperada (Tabla 10).

Tabla 10. Niveles de significancia (p) de la expresion de los factores estimuladores
(@aFGF, NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) en los medios de cultivos de
CGEO.

FACTOR MEDIO CGEO TIEMPO MEDIO - TIEMPO
aFGF p< 0.01 p< 0.01 p< 0.01
NT3 p< 0.01 p< 0.01 p< 0.01
LOGNTS3 p< 0.01 p< 0.01 p< 0.01
NT4 p< 0.01 p< 0.01 p< 0.01
NOGO p< 0.01 p< 0.01 p< 0.01
MAG p< 0.01 p< 0.01 p< 0.01
e p <
0.01 . Diferencias altamente significativas

e 0.01<p = 0.05: Existen diferencias significativas

e P>0.05 . No existen diferencias significativas
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Se presentd una alta similitud entre las repeticiones en cada uno de los tiempos
evaluados para los dos tipos de celulas, tomando en cuenta que so6lo se encontraron
coeficientes de variacion por encima del 10% para los factores NT-4 de células LP
(10,5%) y BO (16,1%) a los diez dias para MAG en células de BO (71,9%) a los diez dias
y para aFGF en células de LP (10,7%) a los dos dias y BO (16,3%) a los cinco dias
(Tabla 10; Anexo 1, 2,3,4,5 y 6), esta baja variabilidad entre las repeticiones de una
misma interaccion (células y Tiempo) es un indicativo del alto grado de estandarizacion
de las técnicas de cultivo y cuantificacion de la expresion de los factores estimuladores
(aFGF, NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) de neuroregeneracién presentes en

cultivos de CGEO y sus medios condicionados.

3.5. Células como analito- Cultivos primarios de CGEO

Para la estandarizacion de los ensayos de cuantificacion donde se utilizan las células de
CGEO como analito, se realizaron diferentes diluciones (1.0x10*, 2.5x10* y 1.0x10° y
5.0x10° células/mL PBS), para encontrar la mejor respuesta en RU dentro del sistema
biosensor. Asi mismo, se inyectaron blancos como PBS 1X y como control medio puro
(DMEM-12). Los resultados evidenciaron que el medio de cultivo causa una interaccion
inespecifica y ruido de fondo en el equipo, haciendo que no se pudiera cuantificar las
células. Por lo anterior, se procedi6 a diluir las células en PBS 1X evidenciando que este
buffer no interfiere con los resultados de cuantificacion y se pueda sustraer la diferencia
en la respuesta mostrada por el buffer (0.5 RU) de los datos de cuantificacién directa de

las células. Los ensayos se hicieron tanto para las células de BO y LP.

Las diluciones celulares 1.0x10° y 5.0x10° células/mL PBS, mostraron interacciones
inespecificas debido a una alta concentraciébn celular que satura el microfluido
produciendo la formacién de artefactos sobre la superficie sensora. Se observa que en
concentraciones mas diluidas las curvas de asociacibn son mas claras, pudiendo
determinar la RU de forma mas precisa. La concentracién adecuada donde se observo
una mayor respuesta es la dilucién celular de 2.5x10* células/mL PBS vy fue la utilizada
para inyectar individualmente sobre cada uno de los canales donde se encontraban
inmovilizados los anticuerpos. La grafica 21, muestra los resultados de optimizacion de la

cuantificacion de las CGEO como analito.
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Gréfica 21. Optimizacién de la cuantificacién de las células CGEO como analito. A.

Cuantificacion de NT-3 en las células de LP como analito a diferentes concentraciones

celulares, PBS, y DMEN. B. Cuantificacién de NT-3 en las células de BO como analito
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Gréfica 22. Cuantificacién de células CGEO como analito. Cuantificaciéon de aFGF ,

se observo una mayor concentracion de este factor en células BO de (1,71 pg/mL) y en
LP de (1,05 pg/mL) con un (P>0.05).
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Grafica 23. Cuantificacion de células CGEO como analito. Cuantificacion NT-3, se
observo una mayor concentracion de este factor en células BO de (23,7 pg/mL) y en LP
de (20,3 pg/mL) con un (P>0.05).
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Gréfica 24. Cuantificacion de células CGEO como analito. Cuantificacion NT-4, se

Concentracién (ug/ mL)

observo una mayor concentracion de este factor en células LP de (13,7 pg/mL) y en BO
de (12,9 pg/mL) con un (P>0.05).
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Gréafica 25. Cuantificacion de células CGEO como analito. Cuantificacion de NOGO,

se observd una mayor concentracion de este factor en células LP de (125,5 pg/mL) y en
BO de (86,0 pg/mL) con un (p < 0.05).
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Gréfica 26. Cuantificacion de células CGEO como analito. Cuantificacion MAG, se

observo una mayor concentracién de este factor en células BO de (19,7 yg/mL) y en LP
de (18,3 pg/mL) con un (P>0.05).

Concentracioéon (ug/ mlL)

30

20

10

e

Concentracion de MAG en CGEO- Celulas como analito




58 Evaluacion in vitro de factores estimuladores e inhibidores de neuroregeneracion
presentes en cultivos celulares de la glia envolvente olfatoria

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre las células LP y BO en la
expresion del factor inhibidor NOGO-A, la expresion de este factor supero en las células LP
al de las células BO en 39,474 pg/mL. Los demds factores presentaron concentraciones
similares en los dos tipos de células primarias con un (P>0.05), pero aunque, no se
presentaron diferencias estadisticas significativas, se observdé que la expresion de los
factores aFGF, NT-3 y MAG fue mayor en las células BO y para los factores NT-4 y MAG
la concentracién fue mayor en las células LP (Tabla 11; Grafica 21 -26).

Tabla 11. Estadistica descriptiva y niveles de significancia (p) de la expresion de los
factores estimuladores (aFGF, NT-3 y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) en CGEO.

, DESVIACION %COEFICIENTE. SIGNIFICANCIA
FACTOR | CELULA | MEDIA . ,
TIPICA VARIACION (P)
LP 1,050 0,235 22,358
aFGF 0,07
BO 1,713 0,102 5,944
LP 20,341 1,735 8,527
NT3 0,14
BO 23,775 1,040 4,375
LP 13,726 0,117 0,850
NT4 0,08
BO 12,962 0,313 2,417
LP 125,523 2,436 1,941
NOGO-A 0,02
BO 86,049 8,323 9,672
LP 18,351 0,738 4,019
MAG 0,12
BO 19,770 0,254 1,284

3.6. Células como analito- Cultivos de CGEO
transfectadas— TEG3

Al igual que para el caso de cuantificacion de CGEO como analito, se hicieron
cuantificacion de células CGEO transfectadas. Se hizo optimizacion de la cuantificacion,
inyectando una densidad celular de 8x10° células/mL PBS como concentracion 6ptima ya
gue se observaron curvas de asociacion y disociacion claras. Se utiliz6 PBS 1X como

control negativo y medio puro DMEM como blanco.
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Grafica 27.Cuantificacion de NT-4 en CGEO inmortalizadas TEG3 a una
concentracion de 8X10° como analito. Inyeccion de PBS. Inyeccion de medio
condicionado.
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Gréfica 28. Cuantificacion proteinas( aFGF, NT-3, NT-4, NOGO-A, MAG) presentes en
CGEO inmortalizadas TEG3 como analito. La mayor concentracién de factores proteicos

correspondi® para NT3 y NOGO con valores de 1,24 pg/mL y 3,35 pg/mL

respectivamente.
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Tabla 12. Concentraciones de cada factor ( aFGF, NT-3, NT-4, NOGO-A y MAG) en los
medios de cultivo de las CGEOQO, las CGEO de cultivos primarios vy la linea celular TEG3

como analito.

Factore | Dias Medios Condicionados Cultivos primarios CGEO TEG3
S
LP BO LP BO BO
aFGF 10 | 2,40 pg/mL 1,05 pg/mL 1,71 pg/mL | 0,067
1,60 pg/mL pg/mL
NT-3 5 21,1 pg/mL | 4,83 pg/mL | 20,3 pug/mL | 23,7 pg/mL 1,24
pg/mL
NT-4 5 1,61 pg/mL | 2,74 pg/mL | 13,7pg/mL 12,9 ug/mL 0,24
pg/mL
NOGO 5 76,43 pg/mL | 62,1 pg/mL | 125,5ug/mL | 86,0pg/mL 3,35
pg/mL
MAG 2 32,5 ug/mL 18,3 pg/mL 19,7 pg/mL 0,45
5 44,7 pg/mL pg/mL

Objetivo 3. Validar la metodologia de cuantificacion del biosensor mediante la aplicacion

del método de Elisa.

3.7. Validacion de la metodologia prueba ELISA

Para comparar los resultados obtenidos con el biosensor, se utilizd6 una técnica de
inmunoensayo de ELISA para cuantificar medios de cultivo de CGEO. Teniendo en
cuenta las concentraciones mas altas obtenidas con SPR se escogieron dos factores
proteicos: NT-3 (Promotor) y NOGO-A (Inhibidor) como proteinas para realizar los
ensayos ELISA. Los resultados de concentracion obtenidos por medio de ELISA e
interpolados en las curvas de calibracion propias realizadas en el ensayo, no muestran
un resultado estadisticamente significativo para las dos proteinas, ya que los resultados
obtenidos del blanco (PBS 1X) son muy similares a los obtenidos para los medios de
cultivo de CGEO en los distintos dias. Por lo anterior no se puede hacer una

comparacion entre las dos metodologias.
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Grafica 29. A. Curva estandar para la proteina recombinante NOGO- A, B.
Cuantificacion de la proteina NOGO- A en medios de cultivos de las CGEO, C. Curva
estandar para la proteina recombinante humana Neurotrofina 3 NT-3, D. Cuantificacién
de Neurotrofina 3 NT-3 en medios de cultivos de CGEO. Realizado por medio de la
prueba ELISA
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4.Discusioén

En la busqueda de la recuperacion funcional en lesiones medulares, se han probado
diversas estrategias terapéuticas, entre ellas se han evaluado, en modelos in vivo e in
vitro las diferencias bioldgicas de la CGEO tomadas de diferentes tejidos olfatorios y
usadas en distintos modelos animales con lesibn medular, mostrando cambios
progresivos funcionales en el grupo que utilizaron células de la ldmina y bulbo olfatorio,
revelando asi una disminucion en el tamafo de la cavidad de la lesién en la médula
espinal (Richter et al., 2005). Adicionalmente, Kubasak y colaboradores probaron el
trasplante de CGEO en ratas con seccion completa y demostraron que el trasplante de
CGEO induce recuperacion. Por esta razon, el trasplante de CGEO tiene un resultado
positivo en la recuperacion funcional de los animales trasplantados y este resultado es
dependiente del tiempo post trasplante (Kubasak et al., 2008). Estas variaciones, también
depende del modelo de lesién, el tiempo de lesion, el tipo de célula trasplantada, la edad
de los animales y finalmente si los trasplantes son de terapia celular o trasplantes
combinados de células mas factores neurotroficos. Es asi como, Gémez, 2008 y Botero,
2015 han usado como blanco terapéutico, en ratas con lesion medular completa en fase
aguda y crénica, una combinacion de factor aFGF (factor de crecimiento fibroblastico
acido), FG (Goma de Fibrina) y CGEO en suspension. Esta combinacion obtuvo
resultados prometedores, logrando mejoria significativa de la funcién locomotora
(Gbmez, 2009; Botero, 2015).Por esta razoén, la posibilidad de recuperar una funcién
motora en el campo neuroldgico, representa un reto bioldégico y una aplicacién en la

medicina translacional.

Las CGEO tiene como funciébn proveer un medio favorable para el desarrollo y
crecimiento de axones sensitivos que se originan del EO y realizan su sinapsis
funcionales dentro del bulbo olfatorio del primer par craneal, envolviendo, acompafiando
y guiando los axones desde el epitelio olfatorio hasta el bulbo. (Forni et al., 2011). Por

otro lado, las CGEO son las responsables de la sinapsis de los axones sensitivos con las



64 Evaluacion in vitro de factores estimuladores e inhibidores de neuroregeneracion
presentes en cultivos celulares de la glia envolvente olfatoria

células en los glomérulos del BO, tomando en cuenta que acompafan los paquetes de
axones y simultaneamente los envuelve por medio de prolongaciones citoplasméticas,
actuando como un aislante para evitar el contacto con factores inhibitorios propios del
SNC, que restringen el crecimiento axonal (Doucette, 1990).

Las células anteriormente mencionadas, muestran tanto como; en su desarrollo,
morfologia, inmunocitoquimica y propiedades funcionales diferentes a otros tipos
celulares de glia y, por esto, son un Unico tipo celular no clasificado dentro de cualquier
poblacion celular glial (Lakatos et al., 2003). Del mismo modo, las CGEO producen
factores neurotréficos y neuriticos que promueven y median la supervivencia neuronal y

la elongacién axonal (Chuah and West, 2002).

A nivel molecular, no es claro el papel de las CGEO en el crecimiento axonal. Sin
embargo, se conoce gue estas células expresan proteinas que influyen en dicho proceso.
En otros estudios se ha evidenciado que las CGEO secretan moléculas de adhesion
promotoras de crecimiento axonal como; L1, Laminina, E-NCAM (molécula de adhesién
celular neuronal embrionaria), Fibronectina, Nexina derivada glial, Colageno tipo IV vy
S100B (proteina del citoesqueleto asociada a calcio) (Farmer et al., 1990; Van Eldik et
al., 1991; Chuah et al.,, 1995; Franceschini and Barnett, 1996; Smale et al., 1996) y
pueden actuar como sustratos favorables para el crecimiento axonal ejerciendo un efecto

quimiotrépico(Doucette, 1996).

Las CGEO también se caracterizan por secretar neurotrofinas como el factor de
crecimiento de nervios (NGF), el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), el factor
neurotréfico derivado de la linea de células gliales (GDNF) y las neurotrofinas NT-3 'y NT-
4 (Franceschini and Barnett, 1996; Ramon-Cueto et al., 1998; Richter et al., 2005).
Ademas, Santos- Silva en el 2007 menciona la presencia de aFGF en cultivos disociados
de mucosa olfatoria de rata embrionaria estimulando el crecimiento de los procesos en
las CGEO (Santos-Silva et al., 2007) y en cultivos enriquecidos de estas células de rata
neonatal, el bFGF provocé un aumento de tres veces en la proliferacion (Chuah and
Teague, 1999). Otro estudio mostr6 que el efecto del aFGF era dependiente de
proteoglicanos heparina sulfato presentes en el cultivo aFGF y que requiere de un
proteoglicano que se afiaden al medio de cultivo (Key et al., 1996). Por otro lado, Roety

Verhagen, recientemente reportan la presencia de moléculas de la matriz extracelular
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gue incluyen CDH2, NCAM1, L1CAM, SERPINE1 y citoquinas que incluyen IL6 vy
CX3CL1 (Roet and Verhaagen, 2014).

Es probable que estas células no sélo secreten factores promotores de regeneracion
axonal sino que también provean un soporte trofico. Esta hipétesis se soporta in vitro ya
gue se demostré que proveen un sustrato altamente conductivo para el crecimiento
axonal de las neuronas sensoriales olfatorias (Graziadei and Graziadei, 1979). Por otro
lado, se observo también in vitro que las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal,
mostraba que las CGEO mantienen un sustrato favorable para la elongacién axonal
neuronal y actian sobre los axones ejerciendo un efecto quimiotrépico (Doucette, 1996).

Por lo tanto, conocer las caracteristicas biolégicas y funcionales de las CGEO ha
promovido el desarrollo de diversos estudios donde se han vinculado estas células como
posibles elementos dentro de una estrategia terapéutica para lesiones SNC. (Ramon-
Cueto et al., 1998). Sugiriendo que estas células juegan un papel muy importante como
mediadoras o facilitadoras de la reconexion efectiva de los axones seccionados. Ademas,
la produccién de diferentes moléculas favorables para la regeneracion axonal y la
aparente facilidad de las CGEO de penetrar en el SNC y de interactuar positivamente con
la astroglia, podrian ser caracteristicas importantes a favor de la utilizacion de las CGEO
(Barnett and Chang, 2004).

Por otro lado la linea celular TEG-3, linea clonal de CGEO presento, células con una
morfologia similar a los cultivos primarios de las CGEO aunque con mayor longitud en
sus neuritas. En la caracterizacion por citometria de flujo mostré para la expresion de
P75"® de 24.4% y para GFAP de 87.9%. En la citometria de flujo de la linea clonal los
resultados obtenidos coincidieron con los esperados reportados en la literatura (Moreno-
Flores et al., 2006 2003).

Por todo lo anterior y teniendo en cuenta que los mecanismos indirectos tienen que ver
con la produccion de factores de crecimiento y neurotrofinas y con la activacion de otras
células como glia y de CS (Au et al., 2007), surgi6 la necesidad de evaluar los factores
facilitadores e inhibidores por medio de biosensores, especificamente SPR que permite

un andlisis cuantitativo de concentraciones terapéuticas de proteinas tomando en cuenta
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que evaluan interacciones directas entre: proteinas y ligando, en la dinamica, en la
naturaleza de uniones y la cinética de afinidad de unién, ademas en la especificidad y
selectividad de los targets (Ziemba et al., 2008). De tal forma, esta evaluacion permite
dar un soporte para el andlisis de procesos biolégicos, en este caso en particular, de
procesos de neuroregeneracion. Asi mismo, da a conocer la liberacion y expresion de
proteinas farmacolégicas presentes en células, cultivos celulares y medios
condicionados. Teniendo en cuenta que los biosensores pueden ser utilizados para
monitorear biomarcadores importantes para el diagnostico de enfermedades o prondstico
de una terapia farmacoldgica, este juega un papel significativo ya que permite entender el
rol de las proteinas involucradas en la evolucién de una enfermedad o en procesos de

neuroregeneracion.

Los analisis por medio de SPR pueden involucrar diferentes estrategias de interaccion,
proteina-péptido, proteina-DNA, antigeno-anticuerpo, proteina-lipido (Graphpad, 1998).
En nuestra investigacion se eligid la estrategia de anticuerpo anti-factor y factor
recombinante. Esto permite una interaccién especifica entre la regiéon variable del
anticuerpo y la proteina recombinante. Sin embargo, otros estudios muestran unién a
proteinas recombinantes con sus receptores especificos, siendo otra alternativa para

estudiar interacciones especificas entre dos entidades bioldgicas.

En cuanto a la inmovilizacién de biomoléculas sobre la superficie sensora este es un
paso esencial para el éxito de un andlisis por medio de biosensores. Las caracteristicas a
ser consideradas para los procedimientos de inmovilizacion éptima de bioreceptor son: I.
La retencion de actividad biolégica para el analito después de la inmovilizacion. Il. La
compatibilidad entre la actividad de unién y rango de deteccion del analito. Ill. La
cantidad de bioreceptor inmovilizado (para evitar hidrancia estérica). IV. La
reproducibilidad de inmovilizaciébn (para asegurar reproducibilidad de resultados) y
finalmente V. La regenerabilidad de la superficie biosensora, definida como: (disociacion
ligando-receptor sin compromiso de la actividad biolégica del ligando.) (Mariani and
Minunni, 2014).

Uno de los aspecto fundamental de esta investigacion, ademas de los cultivos de CGEO,
fueron los ensayos de preconcentracion en donde los anticuerpos son diluidos en

diferentes buffers de inmovilizacién que varian por media (0.5) o una unidad (1.0) de pH.
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En este caso un pH de 4.5 da una rapida y alta preconcentracién, produciendo enlace
covalente sobre la superficie sensora por el pH. En otros casos donde no se de el
enlace, el pH de inmovilizacién debe ser incrementado. Si la inmovilizacion es imposible,

otro método de inmovilizacién debe ser considerado (Bustos, 2010).

Del mismo modo, para la aplicabilidad a matrices reales, la quimica de inmovilizacion
debe ser optimizada para prevenir interacciones no especificas sobre los componentes
de la superficie de la matriz (por ejemplo, proteinas en sangre, suero, etc.). En este
estudio, para prevenir la adsorcion de biomoléculas no especificas sobre la superficie
sensora del SPR se utilizé una solucion de Clorhidrato de Etanolamina a un pH de 9.5.

Debido a que la naturaleza de inmovilizacion de los ligando (anticuerpo) es de caracter
proteico, se eligid la estrategia de inmovilizacién via amino, ya que esta permite la
formacion de un enlace covalente amino entre los grupos amino de las proteinas y los
grupos carboxilicos, mediante la activacién con la solucibn NHS/EDC. Esta via quimica,
favorece una unién rapida y de orientacion de los bioreceptores, para facilitar la unién de

las proteinas recombinantes a los sitios de la region variable del anticuerpo.

Otras estrategias, como monocapas ensambladas (Murieton et al., 2001), estreptavidina-
biotina o por lipidos, usualmente no son las vias adecuadas para anticuerpos o proteinas.
Los resultados mostraron una cantidad de inmovilizacion adecuada con la naturaleza
proteica ya que fueron establecidas las condiciones de pH de acuerdo con su punto
isoeléctrico (Ver graficas de la 6 a la 10). Resultados de inmovilizaciones mayores a
1000 RU son aceptables de acuerdo con la densidad de inmovilizacién por milimetro
cuadrado de superficie sensora. Estudios recientes han revelado que la metodologia de
SPR fue estandarizada para la cuantificacion de algunas proteinas. Sin embargo dicha
metodologias encontradas no se utilizaron para todas las proteinas analizadas en esta
investigacion. En el caso de aFGF, estudio previo evaluado mediante SPR la importancia
de la unién de los grupos heparina sulfato a este factor de crecimiento, ya que regula la
angiogénesis, neovascularizacion en heridas (Wu et al., 2003). Battaglia et al en el
2005., cuantificaron las citoquinas con el uso de SPR (IL-6, IL-4 y TNF-alfa) involucradas
en regeneracion (Battaglia et al., 2005) . Otros estudios con este biosensor de tipo 6ptico,
ha evaluado el papel de factores neurotroficos derivados como (GDNF) expresados por

células gliales y sus interacciones en la induccion del crecimiento de neuritas e
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identificacion de los sitios de unién por moléculas de adhesion neuronal celular (NCAM),
encontrando su sitio de unién (Nielsen et al., 2009). Sin embargo, nuestra investigacion
presenta un estudio novedoso de cuantificacion de proteinas estimuladoras e inhibidoras
de células de la glia envolvente olfatoria tanto in vitro como in vivo por medio del uso de
un biosensor de tipo Optico en medios condicionados de CGEO, en las CGEO como
analito y en las TEG3, proporcionando como resultado la determinacién de la

concentracion de estas proteinas.

Cuantificacion de proteinas facilitadoras e inhibidoras de regeneracién axonal
presentes en medios condicionados de CGEO

Para los cultivos primarios de las CGEO se utilizé6 el método de adhesion diferencial el
cual tiene como fundamento que las células cultivadas poseen diversas propiedades de
union a diferentes sustratos. De acuerdo con esto una vez sembrada las células los
fibroblastos se adhieren a los pozos de cultivo dejando la mayoria de los astrocitos y
CGEO en el sobrenadante. Al transferir el sobrenadante a otras cajas de cultivo y
dejarlas incubar durante 24 h, se permite la unién de los astrocitos mientras que las
CGEO permanecen en suspension, ya que éstas tienen un tiempo de adherencia de 96 h
post cultivo y, por ello, se siembran después de este tiempo en cajas cubiertas con poli-
L-Lisina. Posteriormente se dejaron durante 48 horas mas; este método ha reportado una
pureza del 93% (Nash et al.,, 2001). En esta investigacion los cultivos primarios se
realizaron basados en este protocolo para células de BO y LP mostrando resultados con

un alto porcentaje de pureza similar a los reportados por (Nash et al., 2001). Se obtuvo
NTR+
para cultivos de BO un 69% de pureza de células marcadas para p75 y de LP un

porcentaje de pureza de 87.5%. Adicionalmente, morfolégicamente se confirma el

fenotipo intercambiable y heterogéneo de estas células.

Dentro de las proteinas facilitadoras se encuentra el factor de crecimiento fibroblastico
acido (aFGF), definido como un polipéptido de 18 Kilodaltons (KDa) que se ha
conservado a través de las especies. Es producido por diferentes tipos celulares,
incluyendo fibroblastos, osteoblastos, macréfagos, neuronas, células epiteliales;
actuando como un potente mitogénico para las células endoteliales y el masculo liso

(Tsai et al., 2008). Su funcidon es mantener la estabilidad de los diferentes tejidos del
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organismo, a través de los mecanismos de: 1. Proliferacién celular 2. Diferenciacion
celular 3. Quimiotaxis 4. La produccion de la sustancia extracelular en el SNC y 5.
Como factor estimulante que promueve efectos significativos de regeneracion hasta
neuronas a blanco (Alston et al., 2007; Tsai et al., 2008). Por otro lado, algunos estudios
han demostrado su efecto para incrementar la sobrevivencia neuronal, mejorar la
capacidad de proliferacion de neuronas maduras y la recuperacion funcional de ratas con
lesion medular, confirmado que el factor aFGF promueve la regeneracion axonal (Cheng
et al., 1996). En este estudio se observo que, en los medios de cultivos de las CGEO,
hay una mayor concentracion en los medios de LP en los dias 5 (pase 3) y 10 (pase 5)
de 1.70 pg/mL y 2.40 pg/mL respectivamente y para BO los valores encontrados fueron
de 1.60 yg/mL eneldia5 y 1.04 ug/mL en el dia 5 (ver Grafica 16 y Tabla 9).

Ademas, otras proteinas conocidas como facilitadoras de regeneracion neuronal, son las
neurotrofinas; definidas como una familia de proteinas estrechamente relacionadas
desde el punto de vista estructural y funcional, que incluyen el factor de crecimiento
nervioso (NGF), el factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), la Neurotrofina-3
(NT-3), la Neurotrofina-4 (NT-4) (Serrano-Sanchez and Diaz-Armesto, 1998). Las cuales
promueven crecimiento axonal, activando receptores tirosina kinasa, que activan
proteinas G pequefias como Ras, Rap-1 y Cdc-42 (Huang and Reichardt, 2003) vy
Neurotrofina 5 (NT-5) (Serrano-Sanchez and Diaz-Armesto, 1998) mas recientemente la
Neurotrofina-6 (NT-6) y Neurotrofina -7 (NT-7) (Ramos-Quiroga et al., 2014). En este
estudio de cuantificacion se pudo evidenciar que dentro de los factores facilitadores, la
mayor concentracién obtenida correspondi6 a NT-3, en los medios condicionados,
tomados al tercer pase que corresponde al dia quinto del cultivo celular con una

concentracion de 21.1 yug/mL para LP y para BO de 4.83 pg/mL con (p<0,01).

Por todo lo anterior, cabe destacar que estudios previos muestran la importancia de NT-3 que
es expresada en moto neuronas y es liberada constitutivamente dentro de la vecindad de la
sinapsis entre la moto neurona y la fibra nerviosa (Jones et al., 2001). Otros estudios, como los
de Roskams y colaboradores identificaron la presencia de NT-3 en epitelio olfatorio de rata,
probando que inducia expresion de cFos en cultivo de neuronas olfatorias y a su vez actian en
el desarrollo y crecimiento de los axones olfatorios mostrando ademas, que producian BDNF,
NT-3 y NT-4 como las principales neurotrofinas encargadas de la sobrevivencia y regeneracion

de neuronas (Roskams et al., 1996).
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Asi mismo, en un estudio previo se demostré que la liberacion de neurotrofinas puede
promover la elongacion axonal y a su vez la conexion de motoneuronas después de un
dafo de fibras nerviosas periféricas y de lesion medular, por medio de la administraciéon
exdgena de NT-3, observandose mejoras en las propiedades de las motoneuronas
durante el desarrollo y/o después de una lesién. (Mackay-Sima and Chuahb, 2000).

Al observar los resultados obtenidos en el biosensor de los medios de cultivos de CGEO
en cuatro pases del cultivo celular al primero, tercero, quinto y quinceavo pase
correspondiente a los dias (2, 5, 10 y 30) del cultivo. Se evidencié que NT-3 en LP y BO
fue la proteina facilitadora con mayor concentracion con predominio en LP. Aunque
existe controversia frente a la presencia de esta proteina en la via olfatoria primaria, otros
autores reportan su presencia en tejido olfatorio (Guthrie and Gall, 1991; Deckner et al.,

1993) y en bulbos olfatorios de ratas y ratones, por medio de inmunoensayo.

Estos resultados confirman que NT-3 es transportada al bulbo desde la lamina (Katoh-
Semba et al.,, 1998). Lo anteriormente descrito es corroborado por los resultados del
presente trabajo encontrando una mayor concentraciéon de NT-3 en LP (21.1 pg/mL) en
relaciéon con BO de (4.8 pL/mL) en el dia 5 en el andlisis con el biosensor con un
(p<0,01)..

Ademas, se ha demostrado la presencia de otras neurotrofinas, como neurotrofinas NT-4
y NT-5 en epitelio olfatorio y estas estan vinculadas con regeneracién axonal. (Boruch et
al., 2001). Los resultados de esta investigacion mostraron la presencia de NT-4 en
medios condicionados en mayor concentracion para BO de 2.74 pg/mL y para LP de 1.61
pg/mL, al dia 5 correspondiente, al tercer pase del cultivo celular con (p<0,01). Sin
embargo, la literatura actual no reporta correlaciones biolégicas y clinicas para esta
proteina, aunque algunos autores la vinculan con muchas de las propiedades
caracteristicas de NT-3. (Mackay-Sima and Chuahb, 2000; Mendell et al., 2001). Por lo
anterior, las neuronas olfatorias en cultivo dependen de la presencia de estas
neurotrofinas para su desarrollo, supervivencia, diferenciacion y maduracion. Es asi,
como durante el desarrollo y después de una extraccion del bulbo olfatorio, los axones
olfatorios expresan trkB (tirosin kinasa B) y trkC (tirosin kinasa C) y sus respectivos
ligando BDNF-NT-4 y NT-3 y por ello se cree que estan involucrados en la supervivencia

de las neuronas olfatorias regeneradas (Murietdn et al., 2001).
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En cuanto a las moléculas inhibidoras que actian sobre de la neurogénesis produciendo
ausencia o disminucién de factores neurotréficos y de la pobre capacidad de
regeneracion axonal de la cicatriz glial, estas se ven influenciados por los factores
inhibidores mas reportados como: los asociados a mielina Nogo-A, MAG y OMgp
(glicoproteina de oligodendrocitos-mielina) (Cao et al., 2007). MAG fue la primera
proteina inhibitoria descrita como una molécula de accion dual que promueve el
crecimiento axonal en neuronas en estado de desarrollo y accion inhibitoria en neuronas
viejas (Lee and Zheng, 2012). Forma parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas
unidoras de é&cido sidlico que se expresa en los oligodendrocitos en la primera fase de
mielinizaciébn axonal y estd constituido por cinco dominios de inmunoglobulina
extracelulares tiene un Unico dominio transmembranal y una corta cola citoplasmatica
(Akbik et al., 2012). Con respecto, a la cuantificaciébn en esta investigacion de esta
proteina inhibidora en los medios condicionados de las CGEO, mostraron una mayor
concentracion de 44.76 ug/mL en BO que corresponde al tercer pase en el dia5y en LP
una menor concentracion de 32.56 ug/mL en el primer pase al dia 2 del cultivo celular

primario con un (p<0,01).

Otra proteina inhibitoria de neuroregeneracion axonal que fue estudiada en este trabajo
fue NOGO-A. Esta es una proteina de membrana de 1.163 aminoacidos con un peso
molecular de 200 KDa y que se expresa en sistema nervioso de los mamiferos adultos
(Schwab, 2004). Formando parte de los genes-reticulo que tienen cuatro miembros en
mamiferos (RTN1, RTN2, RTN3 y RTN4 o Nogo). El gen RTN4 codifica para tres
diferentes proteinas que son Nogo-A, Nogo- B y Nogo-C , siendo Nogo- A expresada por
los oligodendrocitos. Por otro lado, se ha encontrado también en el sistema nervioso
central; més especificamente en neuronas con bajos niveles de mielina. Muchos estudios
han utilizados modelos genéticos mostrando que esta molécula limita la regeneracion en
el SNC lesionado y que su inhibicion mejora la recuperaciéon motora y la reconexién de
axones (Akbik et al., 2012). Otros estudios sobre el papel que jugaria esta molécula
inhibitoria, muestran que la recuperacién de la funcion motora en ratas con lesion
medular trasplantadas con células madre mesenquimales con un RNA de interferencia
para silenciar el receptor de Nogo-66; evidenciaron que el nimero de fibras regeneradas
fue significantemente mas alto en el grupo trasplantados con las células silenciadas en
relacion con el grupo tratado con las células no silenciadas (Franceschini and Barnett,

1996). Estos resultados darian pie a una implicacion de esta molécula de manera
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indirecta en la fisiopatologia de la lesién medular. Otra de las razones, por la cual esta
investigacion cuantifico los valores de dicha proteina presentes en los medios de cultivos
de las CGEO vistas como blanco terapéutico, encontrando una mayor concentracion en
los medios proveniente de LP con una concentracion de 76,43 ug/mL y para BO de 62,10
ug/mL en el tercer pase al dia 5 del cultivo celular primario (p<0,01).

Llamativamente, las proteinas inhibidoras presentaron mayor concentracion en la
cuantificacion de los medios de cultivo con un mayor predominio de NOGO- A, esto se
debe a que la expresion neuronal de NOGO- A esta aumentada durante el desarrollo del
sistema nervioso en etapa embrionaria, neonatal y disminuye cuando el SN se ha
desarrollado (edad adulta) (Schwab, 2004). Basado en lo anterior, el tejido olfatorio
aislado para cultivos primarios se obtuvo de ratas neonatales. Existiendo asi, una
correlacion con los datos obtenidos en este estudio que podrian contribuir como

estrategia terapéutica en lesiones del SN.

En resumen, las evidencias conducen a pensar que la CGEO expresa varias
neurotrofinas y sus receptores, entre las cuales estan el aFGF, NT-3 y NT-4 y estas
moléculas podrian ser parcialmente responsables de la alta plasticidad en el sistema
olfatorio y en los procesos regenerativos mediados por trasplantes de CGEO. Todos
estos aspectos sobre las CGEO, nos llevaron a utilizar este tipo celular in vitro con el fin
de caracterizar la presencia de moléculas estimuladoras e inhibidoras de regeneracion

axonal expresadas por las células.

Células como analito - Cultivos primarios de CGEO

Este estudio presenta un método diferencial y novedoso para investigar la interaccion
entre proteinas recombinantes humanas (objetos de estudio) con sus respectivos
anticuerpos, mediante el uso de células intactas. Esta aproximacion podria ayudar a un
andlisis funcional de procesos de neuroregeneracion o de diagnostico clinico, dados en
un SPR en tiempo real y proveniente de diferentes cultivos primarios y lineas celulares
susceptibles a estudiar. Por otro lado, también puede ayudar a entender proceso
angiogénicos o0 en la busqueda de nuevas proteinas que influyan en la
neuroregeneracion. Para este propdsito las CGEO vivas fueron directamente inyectadas

sobre la superficie sensora, donde previamente se habian inmovilizados los anticuerpos.
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Asi de esta manera, se obtuvo un método de monitoreo de las interacciones entre las

proteinas recombinante y los anticuerpos en tiempo real.

Se realizaron evaluaciones por triplicado que permitieron obtener una cuantificacion de
las proteinas expresadas en la membrana y con el fin de asegurar que los resultados
obtenidos no fueron dados por uniones inespecificas se inyectaron como controles en un
canal los blancos el DMEN-12 y PBS 1X. Diferentes concentraciones de cultivos
celulares primarios y de la linea clonal fueron evaluadas en orden para optimizar el
ensayo de deteccion al incrementar la densidad celular. Se observo respuestas no
especificas, esto fue comparado con el canal de referencia de los blancos (control
negativo).

La inyeccion de las células sobre el canal de referencia produce una baja respuesta la
cual corresponde a las agregaciones no especificas de las células sobre la superficie
(10% a 15 % de la sefal del SPR) de esta manera, la suspension de la densidad celular
Optima para el andlisis fue de una concentracion de 2.5 x 10* células/mL dando una
respuesta adecuada para el desarrollo del analisis. Las respuestas de SPR pueden asi
mantener un minimo de sefial confiable que permite una clara diferenciacién entre
interacciones especificas y no especificas. Por otro lado, las asociaciones fueron
determinadas en los sensorgramas indicando la confiabilidad de los analisis de SPR para
detectar selectivamente interacciones especificas. En la cuantificacion y comparaciones
de eventos intracelulares las respuestas obtenidas sobre cada uno de los canales fueron
normalizadas por la expresion de la sefial de SPR de las soluciones blanco como el

porcentaje de la maxima respuesta es decir: [100 X (SPR signa/ SPRsignal, max)]-

Después de definir las condiciones de ensayo se evalu6 la reproducibilidad del mismo
bajo la misma superficie sensora, tomando como ventaja el monitoreo de interacciones
gue se pueden hacer sobre superficies reusables. Los agentes de regeneracion son
diferentes de los utilizados en los ensayos de unién en los medios de cultivos debido a la
diferencia de la naturaleza en las células en relaciéon a los factores proteicos, por esta
razén se utilizé una solucion detergente Sodio Dodecil Sulfato (SDS 0.5%) que permite
romper las membranas lipidicas de las células. Finalmente, los datos obtenidos de las
RU fueron interpolados en las curvas de calibracion pudiéndose obtener una

concentracion en ug/mL para cada uno de los factores. Los datos presentados muestran
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una mayor concentracion en las proteinas estimuladores de NT-3 (23.77 pg/mL)con
(p>0.05) para células BO y en las proteinas inhibidoras una mayor concentracion de
NOGO-A para LP de (125.5 pg/mL) con un (p<0.05).

En cuanto a la linea clonal TEG3, se observa una correlacibon en magnitud de
concentracion (misma unidades de cuantificacion) comparada con las células de los
cultivos primarios de CGEOQO. Esto sugiere que los resultados encontrados corresponde a
la expresion de los factores proteicos sobre la membrana y que interaccionan
especificamente con los ligandos respectivos. Asi mismo, hay una correlacién entre los
factores presentes tanto en medios de cultivo y en las células transfectadas, encontrando
gue para la linea clonal TEG3, NT-3 y NOGO-A tienen los mas altos valores de
concentracion de 1.24 yg/mL y 3.35 pg/mL respectivamente al igual que en los cultivos
celulares de CGEO primarios. Lo anterior, indican dos aspectos relevantes: 1) La
presencia de NT3 y NOGO-A juegan un papel importante en los procesos de
regeneracion y 2) Alta reproducibilidad y sensibilidad de la metodologia desarrollada

dentro del sistema sensor.

En resumen la metodologia SPR permiti6 monitorear los eventos celulares de manera
directa y en tiempo real sin el uso de marcadores y con una alta sensibilidad y
especificidad, incrementando asi los parametros de afinidad. Como se ha mencionado a
lo largo del texto tanto para los cultivos primarios, sus medios condicionados y la linea
clonal, este estudio determino los niveles de expresion y cuantificacién de las proteinas
estimuladoras e inhibidoras que podran ser utilizados en lesiones y patologias del SN.
No obstante, conocer las cantidades presentes de dichos factores en las células previas
al trasplante facilitaria estipular las cantidades, sus concentraciones adecuadas y a su
vez el pase del cultivo celular que se utilizaria para ser trasplantada con una mayor
eficiencia. Mostrando asi la utilidad en el avance del conocimiento de las CGEO vy los
factores liberados por ellas. Finalmente, lo anterior permitiria ofrecer posibles
aplicaciones de estas células y el método usado ya que podrian ayudar al conocimiento
de los eventos de neuroregeneracion y contribuir a las terapias basadas en target de

receptores de membrana.

Finalmente, en la comparacion de los resultados obtenidos por ELISA, se observa que

para la cuantificacion de los medios de cultivo de CGEO, no se observan presencia de
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factores proteicos NT-3 y NOGO-A. Lo anterior nos llevaria a pensar que estas proteinas
no se encuentran en los medios de cultivo y poniendo en duda lo encontrado por el
sistema biosensor. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los biosensores presentan
una alta sensibilidad y selectividad para proteinas comparado con ELISA, ya que la
densidad de inmovilizacién del ligando sobre la superficie en SPR, es mucho mayor y la
interaccion del ligando-analito es mas facil en SPR que en ELISA debido a que la
superficie del chip ha sido disefiada para incrementar el area de union y la sefal.
Estudios encontrados en la literatura evidencian, que cuantificaciones que se realizaron
para medios de cultivo de tejido conectivo artificial autélogo (TCAA), los medios
evaluados por ELISA no dieron resultados satisfactorios. Solo cuando se hubo
concentrado los medios, se pudo detectar la presencia de proteinas (Bustos, 2010). En
adicion, los pretratamientos de la muestran llevados a cabo para el desarrollo de la
cuantificacion en ELISA, pueden resultar en la pérdida de muestra impidiendo la
deteccion de los factores Estudios reportados en la literatura, comparando estos dos
sistemas han mostrado mayores concentraciones en SPR que en ELISA, sugiriendo que

las diferencias pueden estar relacionadas con el pretratamiento de la muestra.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

e Los cultivos primarios de las CGEO mostraron una capacidad proliferativa que se
mantuvo hasta el dia 30. Ademas, en su caracterizacioén por citometria, se confirmé

morfolégicamente el fenotipo intercambiable y heterogéneo de estas células.

e Las células TGE-3, linea clonal de CGEO presentaron una morfologia similar a los
cultivos primarios de las CGEO, aunque con mayor longitud en sus neuritas. En la
citometria de flujo de la linea clonal los resultados obtenidos coincidieron con los
reportados en la literatura.

e Las técnicas de nanotecnologia son utiles y vdlidas para la cuantificacion de la
concentracion de factores estimuladores e inhibidores de neuroregeneracion

producidos por las CGEO.

e Para la validacion del biosensor (SPR), se confrontaron los resultados mediante el
método ELISA, concluyendo que el biosensor muestra una mayor sensibilidad para

la cuantificacién de las proteinas del estudio.

e Se encuentra una correlacion de la presencia de NT-3 y NOGO-A en mayor
concentracion en las tres muestras analizadas: medios de cultivo, células CGEO
como analito y células transfectadas TEG3 como analito. Lo anterior indica una alta
reproducibilidad, sensibilidad y selectividad de la metodologia optimizada dentro del

sistema sensor.
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e La potenciacion de la NT-3 como factor estimulador y la modulacién de NOGO-A
como factor inhibidor, en CGEO obtenidas de lamina propia neonatales, serian

objetivos terapéuticos idéneos en modelos experimentales de neuroregeneracion.

e La ejecucion de la presente investigacion fue de gran utilidad por los siguientes
aspectos: (I) Se utilizd tecnologia de punta en el campo de la neurociencia basica y
clinica que permitirian su aplicabilidad futura en el mejoramiento de la salud de
pacientes con lesiones neurales adquiridas y (ll) aproximaciébn a los procesos
neuroregenerativos en modelos animales para posteriores estudios preclinicos y
clinicos mediante la administracion de estrategias terapéuticas dirigidas con una

concentracion conocida de las proteinas anteriormente mencionadas.

e Esta investigacion desarrollo la estandarizacion de una técnica con factores

neurotroficos e inhibidores utilizando la nanotecnologia de los biosensores.

5.2 Recomendaciones

e Aumentar el nimero de factores promotores e inhibidores producidos por CGEO
tanto en cultivos primarios como en lineas clénales mediante el uso SPR, debido a su

alta sensibilidad.

¢ Desarrollar modelos in vivo e in vitro para probar los desbalances de las interacciones

moleculares de los factores neurotréficos y los inhibitorios de regeneracion axonal.

e Establecer un patron de comparacion de estrategia de cuantificacion dentro del
sistema sensor, utilizando proteinas recombinantes y sus respetivos receptores para

evaluar sensibilidad y selectividad.

e Evaluar procesos de regeneracion en lesiones celulares in vitro tomando como base

las concentraciones encontradas en las células trasplantadas.



Anexos:

Anexo 1. Grupos homogéneos de promedios para la expresién del factor aFGF en
cultivos de células CGEO.

INTERACCION MEDIA

BO10 0,516 ’
LP2 0,562 ’
LP30 0,895
BO30 0,901

BO2 1,043

BO5 1,606 ’

LP5 1,702 ’

LP10 2,409 ‘
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Anexo 2. Grupos homogéneos de promedios para la expresion del factor NT3 en

cultivos de células CGEO de ratas Wistar.

BO10 1,766 ‘
BO30 3,111 ‘
BO2 3,851 ‘
LP30 4,205 ’
BO5 4,831 ’

LP2 5,073 ’
LP10 13,093 ’

LP5 21,113 ‘
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Anexo 3. Grupos homogéneos de promedios para la expresién del factor NT4 en

cultivos de células CGEO de ratas Wistar.

LP30

LP10

LP2

BO30

BO10

LP5

BO2

BO5

0,8885

0,9245

1,0475

1,1790

1,3700

1,6095

2,0710

2,7455
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Anexo 4. Grupos homogéneos de promedios para la expresién del factor NOGO-A en

cultivos de células CGEO de ratas Wistar.

INTERACCION MEDIA

LP2 19,266 ‘

BO2 20,165 ‘
BO10 33,342 ‘
BO30 43,543 ‘
LP30 45,041 ‘
LP10 53,232 ‘

BO5 62,103 ‘

LP5 76,438 ‘
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Anexo 5. Grupos homogéneos de promedios para la expresion del factor MAG en

cultivos de células CGEO de ratas Wistar.

INTERACCION MEDIA

BO10 1,775 ‘

LP10 7,048 ‘

LP30 10,272 ‘
BO2 14,773 ‘
LP5 23,246 ‘

BO30 23,691 ‘

LP2 32,569 ‘

BO5 44,765 ‘
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Anexo 6. Estadistica descriptiva para la expresion de los factores estimuladores (aFGF, NT-

3y NT-4) e inhibidores (NOGO-A y MAG) en cultivos de células CGEO de ratas Wistar.

. Interaccion . Desviacion Valores obser Inter de conf del 95% o Coef.
Proteina Tejido |Tiempo {Dias) Media tipica Minimo |Maximo Lim Inf Lim sup | Variacion
2 0,562 0,060 0,519 0,604 0,021 1,102 10,7
Lp 5 1,702 0,050 1,666 1,737 1,250 2,153 3,0
10 2,409 0,128 2,318 2,499 1,259 3,558 5,3
aFGF 30 0,895 0,009 0,888 0,901 0,812 0,977 1,0
2 1,043 0,016 1,032 1,054 0,903 1,183 1,5
BO 5 1,606 0,262 1,420 1,791 0,752 3,963 16,3
10 0,516 0,004 0,513 0,519 0,478 0,554 0,8
30 0,901 0,028 0,881 0,921 0,647 1,155 31
2 5,073 0,028 5,053 5,003 4,819 5327 0,6
Lp 5 21,113 0,109 21,036 | 21,190 20,135 22,00 0,5
10 13,093 0,292 12,886 | 13,299 10,469 15,716 2,2
NT3 30 4,205 0,073 4,153 4,256 3,550 4,859 1,7
2 3,851 0,012 3,842 3,859 3,742 3,959 0,3
BO 5 4,831 0,035 4,806 4,856 4,513 5,149 0,7
10 1,766 0,093 1,700 1,831 0,933 2,598 5,2
30 3,111 0,178 2,985 3,237 1,510 4,712 5,7
2 0,706 0,002 0,704 0,707 0,686 0,725 0,3
Lp 5 1,325 0,002 1,323 1,326 1,305 1,344 0,2
10 1,117 0,010 1,110 1,124 1,028 1,206 0,9
LOGNT3 30 0,624 0,008 0,618 0,629 0,554 0,693 1,2
2 0,586 0,001 0,585 0,586 0,579 0,592 0,1
BO 5 0,684 0,003 0,682 0,686 0,659 0,709 0,4
10 0,247 0,023 0,230 0,263 0,037 0,456 9,5
30 0,493 0,025 0,475 0,510 0,270 0,715 5,0
2 1,048 0,012 1,039 1,056 0,939 1,156 1,1
Lp 5 1,610 0,013 1,600 1,619 1,489 1,730 0,8
10 0,925 0,097 0,856 0,993 0,054 1,795 10,5
NT4 30 0,889 0,019 0,875 0,902 0,717 1,060 2,1
2 2,071 0,016 2,060 2,082 1,931 2,211 0,8
BO 5 2,746 0,114 2,665 2,826 1,723 3,768 4.1
10 1,370 0,221 1,214 1,526 0,612 3,352 16,1
30 1,179 0,020 1,165 1,193 1,001 1,357 1.7
2 19,266 0,081 19,208 | 19,323 18,535 19,996 0.4
Lp 5 76,438 0,426 76,136 | 76,739 72,607 80,268 0,6
10 53,232 1,847 51,926 | 54,538 36,638 69,826 3.5
NOGO 30 45,041 0,237 44,873 [ 45208 42,912 47,169 0,5
2 20,165 1,353 190,208 | 21,122 8,005 32,325 6,7
BO 5 62,103 0,535 61,725 | 62,481 57,300 66,906 0,9
10 33,342 0,338 33103 | 33,581 30,305 36,379 1,0
30 43,543 1,773 42,289 [ 44,797 27,609 59,477 4,1
2 32,569 0,734 32,050 | 33,088 25974 39,164 2,3
Lp 5 23,246 0,370 22,984 | 23,507 19,923 26,568 1,6
10 7,048 0,017 7,036 7,060 6,896 7,200 0,2
MAG 30 10,272 0,709 9,771 10,773 3,906 16,638 6,9
2 14,773 0,102 14,701 | 14,845 13,858 15,688 0,7
BO 5 44,765 1,044 44,026 | 45,503 35,381 54,148 2,3
10 1,775 1,276 0,873 2,677 -9,686 13,236 71,9
30 23,691 0,091 23,627 | 23,755 22,878 24,504 0,4
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