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RESUMEN
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Titulo del estudio: Células Mesenquimales Humanas Diferenciadas in vitro a Células de Schwann
NUmero de paginas: 68

Area de estudio: Terapia Celular

Introduccion. Desde hace tiempo ha surgido el interés en el uso de las células madre mesenquimales de
tejido adiposo para su aplicacién en la terapia celular, esto debido a las ventajas que ofrecen sobre otros
tipos celulares, como su facil aislamiento y expansion in vitro, que no involucran cuestiones legales ni
éticas, su abundancia en comparacion con las células madre mesenquimales de médula 6sea, ademas, de
gue tienen la capacidad de diferenciarse tanto a linajes mesenquimales como no mesenquimales,
incluyéndose las células de Schwann (CS), las cuales juegan un papel importante en la regeneracion de
los axones. Por otro lado, la neurotrofina 3 (NT3), un factor neurotréfico, involucrado en la diferenciacion y
la sobrevida de neuronas tanto del Sistema Nervioso Central como del Periférico. Objetivo. Cultivar células
mesenquimales obtenidas de tejido adiposo e inducir su diferenciacion hacia células de Schwann por dos
procedimientos diferentes y comparar los marcadores de diferenciacion expresados por ellas. Material y
Métodos. Se diferenciaron ASC de humano en CS, al colocar las células en medio con los factores de
diferenciacion: B-Mercaptoetanol, forscolina, bFGF, PDGF-AA y 1B-heregulina humana. Ademas, se
construy6 el vector de expresion pTracerCMV2-NT3 (a partir de los vectores comerciales pTracerCMV2 y
pPCR-Bluntll-TOPO-NT3), el cual fue transfectado en las ASC con Lipofectamina 2000. Se extrajo el RNA a
los 2 y 8 dias de cultivo, y luego se realizé la RT-PCR y se detectd la expresién de NT3; después, se
transfectaron ASC, y posteriormente se cultivaron con los factores de diferenciacion. Por ultimo, se

comparé la expresion de los marcadores de células de Schwann (s100, GFAP y p75"™®

) de las células
diferenciadas por ambos métodos, asi como de aquellas ASC que solo sobre-expresaban NT3.

Resultados y Conclusién. Se observo que la transfeccion incrementé el numero de células positivas para

p75"™ y 5100, mientras lo contrario ocurrié para GFAP, lo anterior independientemente de que las células
después de la transfeccion hayan sido cultivadas o no, en medio de diferenciacion, lo que sugiere que la
sobre-expresion de NT3 favorecid la diferenciacién hacia células de tipo Schwann mielinizantes, aunque
los mejores resultados se observaron al emplear los dos tratamientos combinados.

Dra. Herminia G. Martinez Rodriguez

Directora de Tesis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La lesi6bn medular es una alteracion que resulta en la pérdida parcial o completa de la funciéon
sensorial y/o motora de determinada parte del cuerpo, esto dependiendo del sitio donde se haya
producido la lesién. Mundialmente, la lesién de médula espinal (LME) presenta una incidencia
gue varia de 12.1 a 57.8 casos por cada millén de habitantes por afio [1], mientras que en
México, no existen datos exactos de la incidencia y prevalencia de esta condicion, se estima
una incidencia de 18.1 casos por cada millon de habitantes por afio. Este problema afecta sobre
todo a la poblacién productiva, ya que las personas que la padecen tienen en su mayoria entre

16 a 35 afios de edad, ademas, se presenta con mayor frecuencia en hombres que en mujeres

[2].

En la actualidad no existe un tratamiento para la LME que restaure por completo la pérdida de
la funcion de manera que se pueda garantizar que la persona afectada pueda llevar una vida
independiente[3], es por esto, que esta condicion no solo afecta de forma fisica, sino que
ademas, provoca una cambio a nivel psicolégico, social y econémico, no solo de la persona

lesionada, sino que termina por repercutir en toda la familia[2].

1.1. Lesion de médula espinal.

La médula espinal, al igual que el encéfalo forma parte del sistema nervioso central (SNC), el
cual esta formado por células altamente especializadas, las neuronas, y por células encargadas
de dar el soporte anatomico y funcional a las neuronas, que en conjunto se denominan glia o
neuroglia. La médula espinal se encuentra alojada y protegida en el interior de la columna

vertebral (conducto medular o raquideo) (figura 1)[4].



En relacién con la médula espinal se disponen un total de 31 pares de nervios periféricos
(nervios raquideos o espinales), los cuales traen informacién de todas partes del cuerpo hacia

la médula, y a la vez permiten la salida de 6rdenes dirigidas hacia los musculos [4].

La LME es heterogénea tanto por las causas, como por las consecuencias que pudiera tener, y
puede ser el resultado de una contusion, una compresion, una penetracion 0 una maceracion
de la médula espinal. La LME produce la muerte de células, incluyendo: neuronas,
oligodendrocitos, astrocitos y células precursoras; y las cavidades o quistes resultantes pueden

interrumpir los tractos axonales descendentes o ascendentes [5].

Médula espinal

Nervios espinales

Nervio espinal

Figura 1. Seccion de la médula espinal dentro de la columna vertebral. En este esquema se puede

observar como la médula espinal corre por el canal espinal y esté protegida por las vértebras.

1.1.1. Causas de laLME.

La LME es originada en primer lugar por algun tipo de trauma, donde los accidentes
automovilisticos, las caidas, los accidentes deportivos y la violencia, se encuentran entre las
principales causas; aunque, estas lesiones también pueden deberse a procesos no traumaticos
(infecciones, compresién por tumor, enfermedades degenerativas, isquemia vascular, entre

otros)[2].



En los pacientes con lesion por trauma de la médula espinal, el trauma mecéanico rara vez
ocasiona una seccion total de la misma, sin embargo, el dafio funcional observado puede ser

completo (pérdida total de la funcién y de la sensibilidad por debajo de la vertebra afectada).

El dafio o lesion inicial de una LME puede modificarse y empeorar debido a cambios
biomecéanicos, manipulaciones inadecuadas en el momento mismo de la emergencia, por las
intervenciones llevadas a cabo en los primeros cuidados de las terapias intensivas y por los
cambios fisiopatologicos, siendo estos Ultimos de especial importancia, ya que nos solo
incrementan la muerte celular y el dafio axonal, sino que ademds, generan una serie de

obstaculos que impiden la regeneracion de la lesion[6].

1.1.2. Fisiopatologia de la LME.

Algunos estudios han demostrado una recuperacion significativa de la LME después de un
tratamiento médico temprano, sin embargo, aun no existe un procedimiento efectivo que cure
completamente la lesién. Por lo que es importante entender los eventos fisiopatolégicos que
siguen después del sufrimiento de la lesion, los cuales son complejos, multifactoriales,

multifacéticos y se pueden clasificar en dos fases:

a) Lesion primaria.

La arquitectura normal de la médula espinal humana puede ser alterada radicalmente por una
lesion. La LME es el resultado directo de la contusion, la compresion, la penetracion o la
maceracién de la médula espinal [5], resultando generalmente afectada el area cervical o
lumbar de ésta. El trauma inicial ocasiona dafios a nivel tisular, caracterizados por la muerte
celular (incluyendo a neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y células precursoras) y la ruptura
de vasos sanguineos, generando una isquemia local aguda, la cual contribuye a una

degeneracion secundaria[6,7].



b) Lesion secundaria.

Después del dafio primario, la lesién secundaria puede describirse como un dafio complejo que
ocurre a nivel celular. Esta fase se puede dividir en varios eventos patologicos: muerte celular
masiva debida a que el sistema inmune del individuo responde a la lesion; el dafio oxidativo y la
excitotoxicidad, que contribuyen a la necrosis y/o apoptosis neuronal producidas, asi como

también al dafio axonal y a la desmielinizacion [6,7,8,9].

1.1.3. Obstéaculos en laregeneracion de la LME.

El dafio inicial después de la LME causa dafio celular e induce a la cicatrizacién, este dafio
celular conlleva a una liberacién de toxinas, las cuales son la responsables de la necrosis de las

células en el sitio de la lesién y alrededor de éste (figura 2). Los eventos subsiguientes incluyen:

a) Formacion de cavidad quistica.

Después de la lesién y de la necrosis subsiguiente, se forma una cavidad llena de liquido, la
cual se puede expandir a segmentos de la médula espinal, anteriores y posteriores al sitio de la
lesion, causando un incremento en la muerte celular y en la pérdida de la funcion. Esta cavidad

quistica es una barrera fisica para la regeneracién espontanea [10].

b) Formacién de una cicatriz glial.

Muchos tipos celulares (macréfagos, precursores de oligodendrocitos y células meningeas)
migran al sitio de la lesiébn a diferentes tiempos. Sin embargo, la cicatriz glial estd formada
principalmente por astrocitos activos, los cuales secretan moléculas inhibitorias (proteoglucanos
sulfatados y glucoproteinas) hacia la matriz extracelular, dificultando la recuperacion de las
neuronas dafiadas en el sitio de la lesion, ya que estas moléculas han mostrado inhibir la

regeneracion axonal [10].
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c) Desmielinizacion de los axones.

La desmielinizacion que ocurre después de la lesion, produce varios inhibidores por ejemplo: las
proteinas Nogo (las cuales son expresas por las células formadoras de mielina del SNC y tienen
la funcién de inhibir el crecimiento de las neuritas [11]), las glucoproteinas derivadas de la
mielina y las glucoproteinas derivadas de oligodendrocitos (como la tenacina-R, involucrada

también en la inhibicion del crecimiento axonal) [10,12].

Inflamacién
Migracion de Linfocitos y

6f
i L Cavidad quistica

Axones
desmielinizados

Dafio de neuronas
y oligodendrocitos

Axones no
lesionados

Lesién original

Cicatriz glial

Figura 2. Lesion de médula espinal. En este esquema se puede observar que en el sitio de la lesion se
presenta migracion de linfocitos y macréfagos, asi como la desmielinizacién de los axones en las neuronas
y oligodendrocitos dafiados, ademas se forma una cicatriz glial que puede interferir con la reparacion de la

lesion.



1.1.4. Tratamiento de las LME.

Su atencion abarca principalmente tratamiento de soporte y estabilizacion espinal, si existe
subluxacion o dislocacion, se realiza una descompresion cerrada o abierta. Posteriormente la
mayoria de los pacientes requiere un procedimiento de descompresion o estabilizacion
quirdrgica. Ademas, se les puede administrar esteroides (ej. metilprednisolona, cuyo beneficio
es controversial) como antiinflamatorio. Después de la fase aguda, el tratamiento lo dicta el
equipo de rehabilitacion [8]. Como se menciond anteriormente, no existe un tratamiento que
restaure completamente la funcion sensorial y motora perdida a causa de la LME, por lo que en

los Ultimos afos se ha prestado especial atencion en la terapia celular.

1.2. Terapia celular.

La terapia celular es la Unica estrategia terapéutica que busca el remplazo de células
disfuncionales, dafiadas o que se hayan perdido, con células sanas. Esta reparacién o remplazo
se puede deber a la misma administracién de células exdgenas, o bien a la activacién de las
células reparadoras endégenas que responden trofica, inmune o inflamatoriamente a las células
trasplantadas [13]. La fuente de las células puede ser heteréloga (otra especie), alogénica
(misma especie, otro individuo) o autéloga (mismo individuo); de forma ideal, se busca el uso de

células autdlogas, ya que con ello se evita el rechazo y el uso de inmunosupresores [14].

A pesar de que las terapias modernas se centran en tratamientos medicinales sintéticos y
naturales para la reparacion del Sistema Nervioso; muchos de estos tratamientos y
prescripciones no tienen el resultado deseado, o solo tienen la habilidad de retardar la
progresion de la enfermedad o lesion neuroldgica. Por lo que la terapia celular sigue siendo el
tratamiento mas convincente para las enfermedades neurodegenerativas, desordenes y
lesiones, incluyendo la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y las lesiones

de cerebro o de médula espinal [13].



1.3. La terapia celular para la regeneracion de la médula espinal.

Muchas de las estrategias actuales para el tratamiento de las LME involucran el uso de la
terapia celular, con el objetivo de: cerrar los quistes o cavidades formadas como resultado de
los procesos fisiopatoldgicos, reemplazar las células muertas (por ejemplo, para proporcionar
nuevas neuronas o células mielinizantes), y por Ultimo, crear un entorno favorable para la
regeneracion del axon[5]. Para poder cumplir con lo anterior, se deben considerar los
obstaculos impuestos tanto por el sitio de la lesion, asi como también aquellos que se presentan
debido a cuestiones relacionadas con la fuente de las células y la reproducibilidad de los

sistemas de cultivo celular empleados [10].

1.4. Tipos celulares utilizados en estudios de regeneracion de LME.

Una amplia gama de tipos celulares se han investigado para su uso en el tratamiento de las
LME, asi como también se han discutido las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.
Dentro de las tipos celulares que se han estado empleando destacan las células madre, debido
a las caracteristicas que éstas presentan. También, se han investigado otro tipo de células

principalmente células de Schwann, fibroblastos y células del bulbo olfatorio [10].

1.4.1. Células madre.

Por definicién, una célula madre es aquella que tiene la habilidad de dividirse (auto-renovarse)
por periodos indefinidos a lo largo de la vida del organismo. Bajo las condiciones adecuadas,
las células madre pueden dar lugar (diferenciarse) a los distintos tipos celulares que componen
el organismo [3,13]. Es decir, las células madre tienen el potencial de desarrollarse en células
maduras que tienen formas caracteristicas y funciones especializadas, como las células del

corazodn, las células de la piel y las células nerviosas [13].



De forma idénea, una células madre para ser utilizada en la medicina regenerativa, debe reunir
los siguientes criterios: a) deben encontrarse en cantidades abundantes (de millones a billones
de células), b) deben poderse obtener a través de un procedimiento lo menos invasivo posible,
c) deben poder diferenciarse en multiples linajes celulares de una manera reproducible, y por
ultimo, d) deben poder trasplantarse de forma segura y efectiva tanto de manera autéloga como

alogénica [15].

Una células madre verdadera es una célula totipotencial (tablal), la cual puede llegar a formar
cualquier tipo celular presente en un organismo. Muchos consideran al cigoto como la Unica
célula totipotencial verdadera, ya que puede diferenciarse en células de la placenta, asi como
también en células embrionarias. Otros definen las células de la masa celular interna del
blastocisto como células madre embrionarias (por sus siglas en inglés: ESC, Embryonic Stem
Cell). Ademas, células indiferenciadas pueden ser encontradas entre las células diferenciadas
de tejidos especificos después del nacimiento, estas células son conocidas como células madre
adultas [3]. La plasticidad y la diferenciacion de las células madre son reguladas por el

microambiente en el cual ellas residen.

Tabla 1. Clasificacion de las células madre[16].

Tipos de células madre Propiedades

Totipotencial Capaz de diferenciarse en todos los tipos celulares incluyendo a la
placenta.

Pluripotencial Se puede diferenciar en tipos celulares del mesodermo, ectodermo y
endodermo.

Multipotencial Se diferencian hacia un linaje celular en particular.

Unipotencial Solo se pueden diferenciar en un tipo celular en particular, y difiere de

las células maduras, en que éstas si se pueden renovar.

1.4.1.1. Células madre embrionarias.

Estas células son especialmente atractivas debido a que presentan dos caracteristicas, que son
pluripotenciales, al tener la capacidad de desarrollarse en més de 200 diferentes tipos celulares;
y en segundo lugar, poseen la capacidad de autorrenovacion [3,10]. Debido a lo anterior, las

ESC son consideradas utiles para diferentes aplicaciones.



En el laboratorio, las ESC se han podido diferenciar en oligodendrocitos y se han trasplantado
en la médula espinal de ratones mutantes shiverer (deficientes en mielina), donde se observé
gue las células migraron al tejido del huésped, produjeron mielina y mielinizaron los axones[17].
En otro trabajo, se vio como las ESC que sobre-expresaban el factor anti-apoptético bcl-2
trasplantadas en el cerebro post-isquémico de rata, pueden sobrevivir y diferenciarse en varios
tipos celulares presentes en un cerebro normal (neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y células
del endotelio)[18]. Ademas, se ha demostrado que las ESC se pueden diferenciar en células
tipo Schwann después de ser implantadas en el nervio ciatico dafiado, sin embargo, la
regeneracion de los axones mielinizados no fue suficiente para restaurar los niveles

normales[19].

Por otro lado, el uso de ESC tiene desventajas como los son las controversias éticas que
restringen su uso[16], ademas, de que el trasplante de estas células puede resultar en la
formacion de teratomas, asi como también son propensas a ser rechazadas después de la
inyeccién en el tejido adulto y de que el tratamiento a largo plazo puede requerir de la

administracion de inmunosupresores|[3].

1.4.1.2. Células madre adultas.

Debido a las preocupaciones éticas y a las restricciones gubernamentales involucradas en las
investigaciones de tejido embrionario y fetal, se ha expandido la busqueda de fuentes alternas
de células madre. Mas recientemente, las células madre adultas, las cuales pueden ser
encontradas en todos los tejidos y 6rganos adultos, han representado un gran avance en el
campo de la investigacion con células madre. Las células madre adultas, al igual que las células
madre embrionarias, se auto-renuevan por largos periodos de tiempo, y pueden producir células
maduras con una morfologia definida y funciones especificas. Su funcién principal es mantener
la homeostasis y reemplazar aquellas células que murieron durante una lesibn o una

enfermedad. Las células madre adultas usualmente generan un tipo o tipos celulares



intermedios (comunmente llamados células precursoras o0 progenitoras) antes de que se

diferencien completamente [13,20].

1.4.1.2.1. Células madre neurales.

Son células multipotenciales que se pueden diferenciar en neuronas, oligodendrocitos y
astrocitos, se localizan tanto en tejido embrionario como en tejido adulto, se auto-renuevan y se
pueden propagar eficientemente in vitro.[7,10]. Se sabe que después de la LME, estas células
proliferan y se producen cerca de 2 millones de células en el sitio de la lesion durante el mes
posterior al dafio, sin embargo, la activacién de estas células no promueve la recuperacion, por
el contrario la mayoria de ellas se diferencia a astrocitos, los cuales contribuyen a la formacion

de una cicatriz glial [7].

Se ha demostrado que las Células Madre Neurales (por sus siglas en inglés: NSC, Neural Stem
Cell) humanas, expandidas como una masa celular en presencia de mitégenos (como el factor
de crecimiento epidérmico o el factor de crecimiento de fibroblastos 2) llamadas neuroesferas
[21], sobreviven, migran y expresan marcadores de diferenciacion nerviosa y de
oligodendrocitos después de un injerto a largo plazo en ratones NOD-scid (inmunodeficientes)
con lesion de médula espinal. También se observo remielinizacion en el sitio de la lesién tanto

en ratones NOD- scid, como en ratones shiverer [22].

1.4.1.2.2. Células madre mesenquimales derivadas de medula ésea.

En los Ultimos afios se ha prestado interés en desarrollar terapias celulares y genéticas con
células madre adultas derivadas de médula 6sea, originalmente referidas como unidades
formadoras de colonias de células fibroblastoides, ahora nombradas células madre
mesenquimales (por sus siglas en inglés: MSC, Mesenchymal Stem Cell)[23]. Estas células

tienen dos importantes capacidades, la primera, es que al ser multipotenciales pueden
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diferenciarse en células de tejido mesenquimal como hueso, cartilago, muasculo, ligamento y
tejido adiposo, contribuyendo a la regeneracion de estos tejidos. Segunda, las CMM secretan
un amplio espectro de moléculas bioactivas que son inmunorreguladoras y que sirven para

estructurar el microambiente regenerativo de los tejidos lesionados [24].

Las MSC son aparentemente la base de la terapia celular porque: se aislan rapidamente del
paciente (se pueden utilizar en trasplantes aut6logos), se expanden con facilidad in vitro, son
genéticamente modificables, no son tumorigénicas a menos de que se sometan a estrés o sean
cultivadas in vitro por muchas generaciones y forman parte del sistema natural de

reparacion[23].

Aparte de su capacidad para diferenciarse en células de tejidos mesenquimales, también se ha
demostrado que se pueden diferenciar en células no mesenquimales, como lo son las neuronas
[25], lo cual las coloca como una opcién viable para el tratamiento de multiples enfermedades
gue involucren al sistema nervioso. Cabe mencionar que se ha estudiado el efecto de las MSC
sobre las LME en ratones, en los que se observo que células trasplantadas 7 dias después de
producida la lesién, podian sobrevivir y mejoraban el puntaje de la escala funcional Basso,
Beattie, Bresnahan (utilizada para evaluar la capacidad de recuperacién locomotora) de los
ratones trasplantados, en comparacién con los controles [26]. Ademd&s, en un co-trasplante con
NSC, se promovié la diferenciacién in vivo de las MSC en células neuronales y de la glia, esto
debido a que las MSC proveian factores tréficos [27]. Por otro lado, al tratar lesiones cerebrales
causadas por trauma con las MSC, se demostr6 que se puede mejorar el funcionamiento
neuronal durante la fase aguda de la lesion, ya que el aumento de factores neurotroficos

secretados por las MSC puede llevar a una disminucién de la apoptosis neuronal [28].

Sin embargo, las MSC son escasas en la médula 6sea, representando aproximadamente 1 de
cada 10,000 hasta 1 de cada 1°000,000 de células nucleadas y la frecuencia puede verse
afectada por factores como la edad, el indice de masa corporal, el género, la presencia de

osteoporosis y la exposicion a quimioterapia o radiaciones. [23,29,30].
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1.4.1.2.3. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.

Si bien es enorme el potencial de las células madre embrionarias, muchas cuestiones éticas y
politicas han limitado su utilizacion, es por esto que las MSC han sido propuestas como una
fuente alternativa para la terapia celular. Sin embargo, su obtencién de médula 6sea para su
uso clinico ha presentado problemas, incluyendo dolor, morbilidad (uso de anestesia general), y
un bajo ndmero de células cosechadas. Lo que ha conducido a los investigadores a buscar
fuentes alternativas de células madre mesenquimales. Siendo el tejido adiposo, al igual que la
médula 6sea, un derivado del mesodermo, y que ademas, contiene un estroma facilmente
aislable, éste puede representar una fuente de células madre que puedan ser utilizadas en

varios campos [31].

Las células derivadas de tejido adiposo y de médula ésea, presentan una morfologia similar,
formandose dos tipos de colonias, las colonias grandes que presentan células pequefas
fusiformes mientras que las colonias pequefias, muestran células grandes poligonales. Ademas,
ambos tipos de células comparten fenotipo de marcadores de superficie muy similar (tabla 2),
en donde solo varian en la expresion de CD49d y CD106 [20,30,31,32]. Sin embargo, y de
manera muy importante, el tejido adiposo presenta una mayor cantidad de células madre, ya
gue en éste se presentan con una frecuencia de 1 por cada 1,000 hasta 1 por cada 30 células
nucleadas[23]. Por otro lado, en un andlisis de la cinética de crecimiento, se mostré que la
poblacion de células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo (por sus siglas en
inglés: ASC, adipose-derived stem cells, término acordado por The International Fat Applied
Technology Aplied) se incrementaba linealmente por lo menos hasta el pase 8, mientras que la

cinética de crecimiento de la células derivadas de la médula 6sea decrecia en el pase 5 [32].

Al igual que las MSC, las ASC tienen la capacidad de llevar a cabo la diferenciacién hacia
linajes mesenquimales (adipogénesis, condrogénesis, osteogénesis y miogénesis) [31] y no
mesenquimales (neurogénesis, miogénesis esquelética y cardiogénesis). La diferenciacion a
linajes neuronales ha sido demostrada para las ASC, en las que se ha detectado la presencia

de marcadores neuronales tempranos en células diferenciadas in vitro [33]. También, se han
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diferenciado las ASC de ratén a células tipo Schwann con morfologia, fenotipo y funcion

caracteristicos de estas células [34].

Tabla 2. Perfil de expresion de marcadores de superficie de las CMM de médula 6sea y de tejido
adiposo[30].

Marcador de Patron de expresion

superficie ASCs BMSC
CD9
CD10
CD13
CD29
CD31
CD34
CD44
CD45
CD49d
CD49e
CD54
CD55
CD59
CD90
CD105
CD106
CD117
CD146
CD166
STRO-1

+ 4+ +
+ 4+ + +

+
+

AR
I I AE A A IR

+ |+ +

Se mostré que los ratones con isquemia cerebral (por oclusion de la arteria cerebral media)
tratados con ASC de humanos mejoraron en su examen neurolégico, y hubo una mejor
respuesta en aquellos animales tratados con las ASC de humanos que fueron transducidas con
el gen de factor neurotréfico derivado de cerebro (por sus siglas en inglés: BDNF, brain derived

neurotrophic factor) [35].

1.4.2. Otros tipos celulares.

Adicionalmente, se ha investigado el uso de células diferenciadas, tales como células de
Schwann, células olfatorias de la glia, y fibroblastos, para el tratamiento de las LME. Las células

de Schwann pueden ser aisladas del mismo paciente a partir del nervio periférico, las células
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olfatorias de la glia se pueden obtener para trasplantes autologos a partir de una biopsia nasal y
crecerse en cultivo hasta ser requeridas, mientras que los fibroblastos pueden ser aislados de la

piel[10].

1.4.2.1. Células de Schwann.

A través de la historia de la neurociencia, se han considerado a las células de la glia tanto del
sistema nervioso periférico (SNP) como del SNC como el “adhesivo” que mantiene unido fisica

y metabdlicamente el sistema nervioso.

Las células de Schwann (CS) son células de la glia formadoras de mielina que se encargan de
mantener estructural y funcionalmente las células neuronales presentes en el SNP y tienen un

papel crucial en el desarrollo y regeneracion de los nervios periféricos [34].

En la actualidad, existe una gran cantidad de evidencia que define las mdultiples funciones de las
CS que no estan relacionadas con la mielinizacion, lo que enfatiza la relaciéon simbiética de
éstas con las células nerviosas, donde unas depende de las otras para poder desarrollarse,
funcionar y mantenerse adecuadamente. Por ejemplo, es el axén el que controla la iniciacion de
la mielinizacion, el numero de laminas de mielina y el mantenimiento de la compleja
organizacion de las CS. Sin embargo, son las CS las que regulan el diametro del axén, la
fosforilacién y el espaciamiento de los neurofilamentos, el agrupamiento de los canales ibnicos
en los nédulos de Ranvier en los axones mielinizados. Las CS y su lamina basal extracelular

estan involucrados en la regeneracién y en dirigir a los axones a su destino final.

Todas las neuronas del SNP estan intimamente en contacto fisico con las células de Schwann y
satélite, sin tomar en cuenta cuales de ellas son mielinizantes o no mielinizantes, sensoriales o
motoras. Todos los axones de los nervios periféricos estan envainados por células de Schwann,
ya sea que una célula de Schwann envuelva a un solo axén, o que una célula de Schwann

recubra multiples axones no mielinizados, conformando el haz de Remak. [36].
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Si bien todas las CS provienen de la cresta neural, las CS en el SNP maduro pueden ser
clasificadas de acuerdo a su morfologia, fenotipo antigénico y localizacion anatomica de la
siguiente manera: CS mielinizantes, CS no mielinizantes, CS perisinapticas de las uniones
neuromusculares, y en células satélites, que recubren o envainan el cuerpo celular de las

neuronas.

En las lesiones del SNP, las CS tienen un papel muy importante, ya que parte del poder
regenerativo del SNP se debe a las propiedades intrinsecas de las CS. La regeneracion axonal
en el SNP ocurre a través de la iniciacion de la cascada de sefializacidon que activa a las CS a
producir factores neurotroficos, citocinas, moléculas de matriz extracelular y de adhesion
celular, los cuales ayudan a que el nervio lesionado vuelva a crecer. Estas habilidades
contrastan con la neuroglia del SNC, particularmente con las astrocitos, los cuales producen un
ambiente hostil para la regeneracion axonal en respuesta a la lesion. Debido a esto, es que se
han considerado a las CS como candidatas para su uso en la terapia celular de enfermedades

(degenerativas o lesiones) del SNP y del SNC [36].

Es bien conocido el potencial de los injertos de las CS para promover la regeneracién axonal en
las LME. Igualmente, se ha demostrado que estas células pueden sintetizar varios tipos de
factores neurotréficos, moléculas de adhesion celular y de matriz extracelular, todos estos son
prerrequisitos para la sobrevida y la regeneracion axonal de las neuronas dafiadas [37]. Sin
embargo, es dificil y consume mucho tiempo obtener suficiente cantidad de células de Schwann

humanas, a partir de cultivo primarios, para su utilizacién clinica[19].

1.4.2.2. Marcadores de las células de Schwann.

Las células de la glia del nervio periférico adulto, las células de Schwann mielinizantes y no
mielinizantes, se generan a partir de las células de la cresta neural, y se han definido por tres
transiciones principales: 1) de células de la cresta neural a precursores de células de Schwann,

2) de precursores de células de Schwann a células de Schwann inmaduras, y 3) la divergencia
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de esta poblacion en los dos tipos maduros de células de Schwann, unas que sintetizan mielina
y otras que no lo hacen (figura 3). La mayor parte de estos eventos dependen de las sefiales de
sobrevivencia, de las sefiales mitogénicas y de las sefiales de diferenciacion derivadas de las
axones con los cuales estan continuamente asociados tanto los precursores de las células de

Schwann como las células de Schwann maduras [38].

Célula de Schwann
Mielinizante

B
Célula de Schwann /
Pro-mielina jO; b
PN
J
(@) o ©
®)
Célula de la Precursor de Célula de Schwann Célula de Schwann
Cresta Neural Célula de Schwann Inmadura no mielinizante

Figura 3. Linaje de las células de Schwann. llustracion esquematica de los principales tipos celulares y las

transiciones en el desarrollo de las células de Schwann.

Cada etapa del linaje de las células de Schwann puede ser caracterizada por un conjunto de
marcadores de diferenciacibn molecular que se sobreponen parcialmente. Anteriormente, el
analisis de la progresion del linaje fue obstaculizado por la falta de otros marcadores que no
fueran el s100 y la proteina acida fibrilar glial (por sus siglas en inglés: GFAP, glial fibrillary

acidic protein), las cuales aparecen después del desarrollo embrionario del nervio [38].

Un conjunto de marcadores han sido utilizados para definir la diferenciacion de células de
Schwann inmaduras a células de Schwann mielinizantes y no mielinizantes, y el proceso
reverso, la desdiferenciacion, el cual se presenta después de una lesion al nervio o cuando las

células de Schwann son puestas en cultivo. La mielinizacion es caracterizada por la sobre-

16



regulacion (up-regulation) del factor de transcripcion Krox-20 y de las proteinas relacionadas
con la mielina (PO, PMP22, proteina basica de mielina (MBP), proteina del proteolipido (PLP),
proteina MAL y periaxina), junto con los lipidos sulfatados y galactocerebrosidos. También,
durante la mielinizacion hay una baja regulaciéon de un conjunto de marcadores que
caracterizan a las células de Schwann inmaduras y a las CS no mielinizantes, incluyendo el
receptor neurotrofico p75, L1, y las moléculas de adhesion celular neural (N-CAM). Las CS no
mielinizantes maduras también expresan los lipidos sulfatados y galactocerebrésidos, y poseen

un perfil proteinico similar pero no idéntico al de las CS inmaduras [38] (figura 4).

Diversos estudios en los cuales se han diferenciado células madre mesenquimales a células
tipo Schwann, se analizan la expresion de proteinas caracteristicas de las CS como lo son s100
(proteina de unién a calcio, y se ha encontrado que en las CS estimula e induce la regeneracién
axonal), GFAP (proteina que forma parte de los filamentos intermedios del citoesqueleto de las

NTR

células de la glia tales como los astrocitos y las CS) y p75" ~ (receptor de baja afinidad que

interactla con las diferentes neurotrofinas) [34,39,40].
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Figura 4. Expresion de marcadores en células de Schwann inmaduras, mielinizantes y no mielinizantes.
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1.5. Factores neurotréficos.

El desarrollo de las neuronas, tanto del SNC como del SNP, requiere varios cambios. Ellas
deben migrar a su localizacién adecuada, prolongar su axén hacia su blanco post-sinaptico y
sobrevivir por un periodo de tiempo, hasta que ocurra la muerte celular de forma natural. El
dogma del desarrollo neurobioldgico sustenta que mientras las neuronas en desarrollo
prolongan sus axones hacia sus tejidos blancos, su sobrevida depende de factores solubles
liberados en cantidades limitantes desde los tejidos blancos. Después de una lesion que afecte
a los axones, las neuronas dafiadas deben que enfrentar los mismos retos que las neuronas en

desarrollo [41] .

Las neurotrofinas (NT) son factores de crecimiento que intervienen en la proliferacion,
diferenciacion, sobrevivencia y muerte de células neuronales y no neuronales. Estas conforman
una familia conservada de proteinas que se encuentran en especies de mamiferos, e incluyen
a: el factor de crecimiento nervioso (por sus siglas en inglés: NGF, nerve grown factor), factor
neurotréfico derivado de cerebro, neurotrofina 3 (NT3) y Neurotrofina 4/5 (NT4/5). Estas
proteinas son sintetizadas como pro-proteinas que son escindidas intracelularmente por parte
de la furin proteasa, la cual genera la proteina madura. Las subunidades que se generan,
forman dimeros unidos no covalentemente, los cuales son secretados [42,43]. Todas la
neurotrofinas tienen seis residuos de cisteinas que estan involucradas en la formacién de tres

puentes disulfuro y todas comparten el 55% de la secuencia aminoacidica [44].

El efecto de las NT depende tanto de sus niveles de disponibilidad, asi como de su afinidad de
unién a los receptores de membrana y de la cascada de sefializacion que desencadenan

después de que se unen a sus receptores [45].
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1.5.1. Neurotrofina 3.

La neurotrofina 3 es un miembro de la familia las neurotrofinas, las cuales se requieren para
estimular el crecimiento, la diferenciacion y la sobrevida de las neuronas tanto del Sistema

Nervioso Central como del Periférico, durante el desarrollo o el dafio de las células nerviosas.

La NT3 es una proteina de 14kDa (119 amino acidos), y al igual de el NGF, la molécula
bioactiva es un homodimero ligado de manera no covalente, el cual se une a receptores de
superficie celular para su funcion bioldgica. La proteina madura es idéntica en el humano, el
raton y la rata. El transcrito del NT3 se ha detectado en el cerebelo, el hipocampo, la placenta,

el corazon, la piel y el muasculo esquelético [44,46].

Esta neurotrofina ha demostrado promover la diferenciacion de células madre embrionarias a
neuronas a través de la activacion en cascada de MAP cinasas (proteinas cinasas activadas por

mitégenos) [47].
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CAPITULO II

JUSTIFICACION

En vista de que en la actualidad no existe un tratamiento satisfactorio disponible para las LME,
es preciso que se desarrolle una terapia, que permita restaurar las células formadoras de
mielina que se pierden después de una lesion y que adicionalmente se incremente la

plasticidad de los axones.

Por lo tanto, es necesario realizar estudios in vitro, en los cuales se facilite la diferenciacion de
las células madre mesenquimales, para que expresen las -caracteristicas fenotipicas

morfoldgicas de las células de Schwann.

Ya que el tejido adiposo es una fuente importante de células mesenquimales, en este trabajo se
propuso utilizarlas para diferenciarlas in vitro a células de Schwann y caracterizarlas por

métodos inmunocitoquimicos.
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CAPITULO IlI

OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

Cultivar células mesenquimales obtenidas de tejido adiposo e inducir su diferenciacion hacia
células de Schwann por dos procedimientos diferentes y comparar los marcadores de

diferenciacion expresados por ellas.

3.2 Objetivos especificos.

1. Inducir la diferenciacion de las ASC hacia células tipo Schwann cultivandolas en medio
suplementado con factores de diferenciacion.

2. Construir el vector de expresion pTracer-CMV2-NT3, transfectar las ASC con el vector
construido y posteriormente incubarlas en medio suplementado con los factores de
diferenciacién o en medio sin suplementar.

3. Evaluar por inmunocitoquimica la presencia de marcadores de diferenciacién en las
células tratadas en las condiciones antes descritas, para asi realizar un estudio
morfométrico que permita cuantificar y comparar los resultados obtenidos en ambas

condiciones.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS.

4.1. Estrategia general.

Construccion del Vector
pTracerCMV2-NT3

y

Estandarizar las
> condiciones de
transfeccion

v

Determinar la sensibilidad

v ala Zeocina —
Inducir la diferenciacién de ¢ Ana_l35|s de
las ASC con factores de expresion de NT3
diferenciacion Transfeccion de ASC con
el vector pTracerCMV2-
NT3
| Cultivarlas en medio | Cultivarlas en medio no
suplementado suplementado

v

| Inmunocitoquimica

!

| Analisis estadistico

4.2. Aislamiento de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.

Las ASC se obtuvieron a partir de tejido adiposo de humano, obtenido como material de
desecho en cirugias. El tejido se coloco en PBS estéril con el antibiético gentamicina, 50ug/mL
(LABORATORIOS QUIMICA SON’S, S.A DE C.V. Puebla, México), y anfotericina B, 0.25ug/mL
(GIBCO®/INVITROGEN™, Grand Island, NY, USA) como antimicético. Después, dentro de la
campana de cultivo, la muestra se colocd en una caja de cultivo estéril y se fragmento el tejido
con un bisturi hasta obtener fragmentos pequefios. Luego, se realizaron lavados con PBS

estéril adicionado con antibidtico y antimicotico, mezclando por inversion y dejando reposar para
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que se llevara a cabo la separacion de las fases, se elimind la fase inferior y se repitio el

proceso hasta que la fase inferior se observara clara.

Después, se llevé a cabo la digestion agregando una solucién de PBS estéril, con Colagenasa
tipo 1, 200U/mL (GIBCO®/Invitrogen™, Grand Island, NY, USA) con la misma mezcla de
antibiético/antimicético mencionada anteriormente. La muestra se incubd a 37°C con agitacion
suave durante 1 hora, hasta observar una mezcla mas homogénea y espesa, revisando cada 15
minutos su consistencia. Al terminar el proceso de digestion, se afiadio PBS adicionado con
antibidtico/antimicotico, se mezclé suavemente y después se centrifugd a 2000rpm durante 5
minutos. En el precipitado se obtuvo una pequefia cantidad de adipocitos y células
mesenquimales. Luego se descarto la parte superior, y la pastilla de células se resuspendi6 al
afadir PBS adicionado con antibiético/antimicético y se volvio a centrifugar a 2000rpm a
temperatura ambiente por 5min, repitiendo este proceso 2 veces mas. Por Ultimo, las células se
resuspendieron en medio MEM-Alpha + GlutaMax -1 (GIBCO®/Invitrogen™, Grand Island, NY,
USA) adicionado de Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% (GIBCO®/Invitrogen™, Grand Island, NY,
USA) y antibiéticos/antimicéticos. Las células se sembraron en botellas de cultivo de 25cm?
(CORNING®-Corning Incorporated, Corning, NY, USA) incubandolas a 37°C con 5% de CO,. A

los tres dias se les realizé el cambio de medio y se dejo expandir el cultivo [48].

Cuando el cultivo llegé al 80-90% de confluencia, las células se cosecharon utilizando tripsina al
0.25% (GIBCO®/ Invitrogen™, Grand Island, NY, USA) y se contaron. Después, una parte de
las células se congeld y la otra parte se subcultivd, sembrando de 3,500-4,000 células por cm?

de la caja [15].
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4.3. Diferenciacion de las ASC a células de tipo Schwann con factores de

diferenciacion.

Se realiz6 la diferenciacion a partir de células del tercer pase. Estas células fueron
subcultivadas a una densidad de 1x10° células/mL en camaras de cultivo (Lab-Tek Chamber-
Slide™ System, Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA) de 4 pozos. Al dia siguiente,
las células fueron lavadas con PBS y se les cambié el medio MEM-Alpha + GlutaMax -1, al
cual se le adicioné con p—Mercaptoetanol 1mM (SIGMA-ALDRICH; St, Louis, MO, USA).
Pasadas 24 h, se cambié el medio y se agregé medio MEM-Alpha + GlutaMax'"-I con SFB al
10% adicionado con &cido trans-retinoico (ATRA) 0.1mM (Calbiochem®, © Merck KGaA
Darmstadt, Alemania), este medio se dejo por 72 h. Finalmente, a las células se les agreg6
medio MEM-Alpha + GlutaMax ™I con SFB al 10%, forscolina 5mM (Calbiochem®, © Merck
KGaA Darmstadt, Alemania), factor de crecimiento de fibroblastos humano recombinante-b
(bFGF) 10ng/mL (PREPROTECH, INC., Rocky Hill, NJ, USA), factor de crecimiento derivado de
plaguetas humanas recombinante-AA (PDGF-AA) 10ng/mL(PREPROTECH, INC., Rocky Hill,
NJ, USA) y 1B-heregulina humana recombinante 200ng/mL (PREPROTECH, INC., Rocky Hill,
NJ, USA). Este ultimo medio se conservo de 2 a 8 dias, renovandose de acuerdo al crecimiento

de las células [34].

4.4, Construccion del vector pTracerCMV2-NTS3.

Para la construccion del vector de expresion que contuviera el ADNc de la neurotrofina, se

utilizaron:

e El vector de clonacién pCR-Bluntll-TOPO-NT3 que contiene el ADNc de NT3 (Open
Biosystems Inc., Huntsville, AL, USA).

e Elvector de expresion pTracerCMV2 (Invitrogen™, Grand Island, NY, USA).
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EL vector pCR-Bluntll-TOPO-NT3 fue proporcionado en células de E. coli DH10B TonA, las
cuales fueron sembradas en placas de agar LB (SIGMA®-ALDRICHTM, USA) que contenian

kanamicina (GIBCO®/ Invitrogen™, Grand Island, NY, USA) como agente de seleccion.

De las placas anteriores se seleccionaron 8 clonas, las cuales se crecieron en medio LB (US
Biological, Swampscott, MA, USA) con kanamicina durante 12h, posteriormente se realiz6 la
extraccion de ADN plasmidico a pequefia escala. Luego se procedi6 a realizar la
caracterizacion del plasmido pCR-Bluntll-TOPO-NT3, utilizando la enzima de restriccion EcoRV
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) y Ncol (New England BioLabs® Ipswich, MA,

USA).

Por otro lado, se transformaron células calcio-competentes de E. coli Topl0 con el vector
pTracerCMV2 y se sembraron en placas de agar LB con Ampicilina (SIGMA-ALDRICH; St,
Louis, MO, USA), como agente de seleccion. Se seleccionaron 8 clonas, las cuales se crecieron
durante 12h en medio LB con Ampicilina, para posteriormente realizar la extraccién de DNA
plasmidico. Después se realizd la caracterizacion del plasmido con la enzima Xhol (New

England BioLabs® ., Ipswich, MA, USA).

Una vez caracterizados ambos vectores, se realizé la digestion del vector el pCR-Bluntll-TOPO-
NT3 con las enzimas Kpnl (New England BioLabs®yc, Ipswich, MA, USA) y Xbal (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), para liberar el fragmento de 1124pb correspondiente al ADNc
de NT3, para posteriormente subclonarlo en el vector pTracerCMV2, que contiene el promotor
de citomegalovirus y el gen reportero de la proteina verde fluorescente (por sus siglas en inglés:

GFP, Green Fluorescent Protein) (figura 5).
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Figura 5. Localizacién de los sitios de corte de las enzimas Kpnl y Xbal dentro de los vectores utilizados.

Después de la restriccion de ambos plasmidos con las enzimas Kpnl y Xbal, se corrié un gel de
agarosa (Invitrogen™, Grand Island, NY, USA) al 0.8%, a partir del cual se recuperaron las
bandas de interés, las cuales fueron purificadas con el estuche comercial Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, WI, USA), para posteriormente ser
ligadas utilizando la enzima Ligasa T4 (Promega Corporation, Madison, WI, USA). A partir de la
reaccién de ligacion se transformaron células calcio-competentes de E. coli Topl0, que se
sembraron en placas con agar LB con ampicilina, después de la incubacion a 37°C durante toda
la noche, se seleccionaron 19 clonas, las cuales fueron crecidas en medio LB con ampicilina,
para después realizar la extraccion del ADN plasmidico, las clonas fueron caracterizadas con
las enzima Ndel (New England BioLabs®n, Ipswich, MA, USA) y Sphl (New England
BioLabs® ., Ipswich, MA, USA). Se selecciond una de las clonas que presenté el patrén de
restriccion deseado. Después, se prepard y se purificé el plasmido obtenido, para utilizarlos en
los ensayos de transfeccion mediante una mediana escala empleando el estuche comercial
QIAGEN® Plasmid Midi Kit (QIAGEN Inc., USA) y se cuantific empleando el NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, USA).
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4.5, Transfeccidn de las ASC con el vector de expresion pTracerCMV2-NT3.

Se sembraron ASC del segundo pase en placas de cultivo de 35x10mm (CORNING®-Corning
Incorporated, Corning, NY, USA) con 1x10° células por pozo con 2mL de medio de cultivo Opti-
MEM® (GIBCO®/Invitrogen™, Grand Island, NY, USA) sin antibidtico, se dejé que las células
alcanzaran del 90-95% de confluencia al momento de la transfeccion. En algunos de los pozos
se colocaron cubre-objetos antes de sembrar, con el propésito de recuperar las células, y

posteriormente determinar la eficiencia de transfeccion por microscopia de fluorescencia.

Para estandarizar la transfeccién se probaron distintas cantidades de ADN plasmidico, y cada
una de ellas se probé con cantidades diferentes de Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen™, Grand

Island, NY, USA).
Para cada pozo que se transfecto, se prepararon los siguientes complejos:

e Se diluyé el DNA plasmidico (pTracerCMV2-NT3) hasta un volumen de 250uL con
medio Opti-MEM® sin suero y sin antibiético, y se mezclaron suavemente.

e Se mezcld suavemente la Lipofectamina™ 2000 antes de usar, después se diluyé con
medio Opti-MEM® (sin suero ni antibiéticos) hasta un volumen de 250uL. Se incub6 5

minutos a temperatura ambiente.

Después, se combiné el DNA diluido con la LipofectaminaT"’I 2000 diluida (Viqta = 500uL). Se
mezclé suavemente y se incubd durante 20 min. Los complejos formados son estables durante

6 h.

Luego, se agregaron 500uL del complejo a cada pozo y se mezclé suavemente. A la placa que
sirvi6 como control negativo de transfeccién se le afiadié Lipofectamina™ 2000 diluida con
250uL de medio Opti-MEM®. Las células se incubaron a 37°C con 5% de CO2. Se cambi6 el
medio después de 4-6 h. A las 48 h se verifico la eficiencia de transfeccion por microscopia de
fluorescencia, tifiendo los nucleos con 4', 6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI), y por ultimo, la

viabilidad celular con azul tripan.
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Una vez seleccionadas las mejores condiciones para llevar a cabo la transfeccion, se
transfectaron las ASC de humano para posteriormente cultivarlas con los factores de

diferenciaciéon como se describié anteriormente.

4.6. Extraccion de RNA y RT-PCR.

Se obtuvo el RNA a partir de células transfectadas con el vector pTracerCMV2-NT3, para esto
se utilizé el PURESCRIPT® RNA Purification System (GENTRA SYSTEMS, Minneapolis, MN,
USA). Se uutilizaron iniciadores especificos para la deteccién del gen constitutivo de la
glicelaldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), asi como para NT3, cuya secuencia y
tamafio de los fragmentos amplificados se muestran en la tabla 4. Para llevar a cabo la RT-PCR
se empled la enzima M-MLV (Invitrogen™, Grand Island, NY, USA), estas reacciones (tabla 3)
se montaron en el termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystem), la reaccion
1 se incub6 a 74°C/ 10min, 3min en hielo, en seguida, se agregd la reaccion 2, y se siguieron

las condiciones de 25°C/10min, 37°C/1h, 95°C/5miny 4°C/10min.

Tabla 3. Reactivos empleados en las reacciones de RT-PCR.

Reaccion 1 Reaccion 2

Componente Volumen Componente Volumen

(uL) (uL)

Random primers (3ugfiL) 1.0 Buffer (5x) 4.0

H,0 DEPC 5.5 DTT (0.1M) 2.0

RNA 5.0 RNse Out (40 U/ pL) 0.5

Total 11.5 dNTP (10mM) 1.0

Enzima MMLYV (200 U/ uL) 1.0

Total 8.5

Las condiciones para la amplificacion por PCR de NT3 fueron 95°C/5min, 40ciclos (95°C/55s,
64°C/45s, 72°C/30s) y 72°C/7min; y para GAPDH fueron 94°C/5min, 40ciclos (94°C/1min,
60°C/1min, 72°C1min) y 72°C/5min. El volumen de cada reaccion se detalla en la tabla 5 y se

empled la enzima GoTaq © Flexi (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Los productos de
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PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1.5% y las bandas obtenidas se observaron en el Gel

Doc (Gel Documentation System1000, BIORAD).

Por dltimo, se realizdé el andlisis densitométrico de las bandas obtenidas con ayuda del

programa ImageJ, se utiliz6 GAPDH para normalizar los datos.

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de GAPDH y NT3.

Tamano del producto

Iniciador Secuencia amplificado
Forward 5-CCATCACCATCTTCCAGGAGCG-3
GAPDH  “Reverse  5-AAGGCCATGCCAGTGAGCTTC-3 470pb
NT3 Forward 5'-GAAACGCGATGTAAGGAAGC-3 1850b
Reverse 5'-TTTCTCGACAAGGCACACAC-3' P
Tabla 5. Reactivos empleados para la reaccion de amplificacion de GAPDH y NT3.
Volumen (pL)
Componentes GAPDH NT3
H.0 2.9 3.0
Buffer (5x) 2.0 2.0
MgCl, (25mM) 0.8 0.7
dNTP (10mMm) 0.2 0.2
Iniciador Forward (5 uM) 1.0 1.0
Iniciador Reverse (5 uM) 1.0 1.0
GoTaq ® Flexi (5U/ pL) 0.1 0.1
DNA(40 ng/uL) 2.0 2.0
Total 10.0 10.0
4.7. Inmunocitoquimicay anélisis morfométrico.

Las células bajo los diferentes tratamientos se lavaron con PBS, para posteriormente fijarlas
con una solucion de metanol/acetona (1:1) durante 10min a -20°C, después las células se
volvieron a lavar con PBS, se dejé que se secaran y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.
Se emplearon los anticuerpos (Ac) dirigidos contra p75"'" (US Biological), s100 (Dako,
Carpinteria, CA, USA) y GFAP (Dako, Carpinteria, CA, USA), los cuales son marcadores de
células de Schwann. Primero se estandariz6 la dilucién de cada uno de los Ac empleados sobre
muestras de tejidos incluidas en parafina. Una vez seleccionado el tipo de tejido empleado
como control de técnica y la dilucién que se emplearia de cada uno de los Ac, se trabajé con las

muestras, para ésto se empled el sistema de deteccién EnVison™ (Dako, Carpinteria, CA,
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USA). Los controles de técnica fueron desparafinizados colocandolos a 90°C durante 15 min,
para posteriormente hidratarlos gradualmente. Después se realiz6 la exposicion de antigenos
en solucion recuperadora de antigenos (por sus siglas en inglés TRS,Target Retrieval
Solution), en seguida tanto los controles de técnica como las muestras fueron colocados en
TBST (Tris-Buffered-Saline-Tween 20) durante 5min, después se realizé el bloqueo de la
peroxidasa endogena con H,0O, al 3% durante 10 min a 37°C, se hizo un lavado en TBST
durante 5 min y después se coloco el Ac primario (s100 y GFAP se incubaron 45 min, mientras
que p75""™", se incub6 durante toda la noche, a 4°C), luego se lavaron con TBST y se agrego el
Ac secundario conjugado con peroxidasa de rdbano, donde se incubaron a 37°C/45 min, se
volvieron a lavar con TBST y se agrego la 3-3'- diaminobenzidina (DAB) durante 10min. Por
ultimo, se retird el DAB y se lavaron las muestras y los controles con agua destilada para
después contratefiir con Hematoxilina de Gill, y después, deshidratar gradualmente con
soluciones crecientes de etanol (70-100%) hasta llegar a xilol, para enseguida montar las
laminillas con Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany). Las laminillas se observaron en el

Sistema analizador de imagenes (Microscopio Nikon 50i /Software NIS-elements BR 2.30).

Los ensayos se realizaron por triplicado, y para llevar a cabo el andlisis morfométrico que
permitiera cuantificar y comparar los resultados obtenidos, de cada repeticion se tomaron 8
campos consecutivos y se determind el porcentaje de células positivas respecto al nimero total
de células. Por ultimo, para el analisis estadistico se aplico la prueba t de student, considerando

como significativos los resultados que presentaron un valor de p<0.05.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1. Caracterizacion de los vectores plasmidicos comerciales utilizados vy

construccion del vector pTracer-CMV2-NT3.

La construccion de vector de expresion pTracer-CMV2-NT3 se realiz6 a partir de los vectores
comerciales pTracer-CMV2 y pCRBIluntll-TOPO-NT3. Se caracterizé el plasmido pTracer-CMV2
con la enzima de restriccion Xhol, obteniendo los fragmentos de restriccion esperados (figura
6). También, se caracterizd el vector pCRBIuntll-TOPO-NT3, con las enzimas de restriccion

EcoRV y Ncol (figura 7)
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Figura 6. Caracterizacion del vector de expresion pTracer-CMV2. A) ADN plasmidico de las clonas,
digerido con la enzima Xhol, obteniendo los fragmentos de 4,095pb, 1,284pb y 826pb. El marcador de

peso molecular (MPM) empleado fue A+ Pstl. B) Esquema del plasmido mostrando los sitios de corte de la

enzima Xhol.
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Figura 7. Caracterizacién del vector de expresion pCRBIuntll-Topo-NT3. A) ADN plasmidico de las clonas,
digerido con las enzimas Ncol y EcoRV, obteniendo los fragmentos de 4,095pb, 1,284pb y 826pb. EI MPM

empleado fue A+ Pstl. B) Esquema del plasmido mostrando los sitios de corte de las enzimas Ncol y

EcoRV.

Una vez caracterizados los plasmidos anteriores, se selecciond la clona 5 de cada uno de ellos,
y se cortaron con las enzimas de restriccion Xbal y Kpnl, para linearizar el vector pTracer-CMV2
(obteniendo una banda de 6,140pb), y liberar del vector pCRBIuntll-TOPO-NT3 el fragmento
del,124pb que contiene el ADNc de NT3 (figura 8). Después, los fragmentos deseados se
purificaron y ligaron. A partir de la reaccién de ligacion se transformaron células E. coli Top 10
calcio-competentes. De las clonas obtenidas se extrajo el ADN plasmidico y se caracterizaron

con las enzimas Ndel y Sphl.
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Células Mesenquimales Humanas Diferenciadas in vitro a Células de Schwann
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Figura 8. Linearizacion del vector pTracer-CMV2 y liberacién del fragmento de 1,124pb correspondiente a
NT3. A) Vectores pTracer-CMV2 y pCRBIluntll-TOPO-NT3 cortados con las enzimas Xbal y Kpnl. B)

Bandas purificadas de 6,140pb y de 1,124pb correspondientes al pTracer-CMV2 y al NT3,

respectivamente.
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Figura 9. Caracterizacion de las clonas obtenidas de la reaccion de ligacion. ADN plasmidico de las

clonas 1-19, digerido con la enzima Ndel y Sphl, obteniendo los fragmentos de 3,785pb, 1,921pb y

1,558pb, que indican la adquisicién del fragmento correspondiente al ADNc de NT3.
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5.2. Estandarizacion de las condiciones de transfeccién y expresion de NT3 en las

ASC transfectadas.

Para establecer cuanto del vector pTracer-CMV2-NT3 y de Lipofectamina™ 2000 se utilizarfan
en la transfeccion de las ASC, se probaron varias cantidades de cada uno, y se determiné el
porcentaje de viabilidad y la eficiencia de transfeccién. En la figura 10, se puede observar que la
relacién de 2 pg de ADN plasmidico con 4 pL de Lipofectamina™ 2000, mostré una viabilidad
del 77.83 £+ 5.53%, que de manera significativa fue mas alto, comparado con las relaciones 2
Mg: 6 uL y 4 ug: 12 uL de ADN plasmidico: Lipofectamina™ 2000. En cuanto a la eficiencia de
transfeccion no se encontré una diferencia significativa para ninguna de las relaciones de ADN

plasmidico: Lipofectamina™ 2000 que se utilizaron (todos los experimentos se realizaron por

triplicado).
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Figura 10. Representacion gréfica del porcentaje de viabilidad y de la eficiencia de transfeccion. A)
Porcentaje de viabilidad que se obtuvo bajo las diferentes relaciones de ADN plasmidico

(ug):Lipofectamina ™ 2000 (uL) que se utilizaron. B) Eficiencia de transfeccion bajo las mismas

condiciones empleadas. * p<0.05

La eficiencia de transfeccion se determind mediante el uso de la microscopia de fluorescencia

con la que se observo la expresion del gen reportero de la GFP con el que cuenta el vector

pTracer-CMV2-NT3 (figura 11).
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Figura 11. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo transfectadas con el vector pTracer-

CMV2-NT3 expresando GFP. Nucleos en azul tefiidos con DAPI.

A partir del RNA extraido de ASC transfectadas con el vector pTracer-CMV2-NT3, se realizo la
retrotranscripcion y posteriormente la PCR para NT3 y GAPDH. En la figura 12, se puede
observar que hubo una expresion muy similar del gen de la GAPDH, para todas las células.
Para el caso de NT3, aunque las células sin transfectar muestran una expresion basal de la
neurotrofina, de forma visual es evidente un incremento en la expresion de NT3 en las células
transfectadas con el vector. En el andlisis densitométrico de las bandas obtenidas, se determind
gue en comparacién con las células sin transfectar, hubo un incremento en la expresion de NT3

de 2.25 y de 2.10 veces en los dias 2 y 8 posteriores a la transfeccion, respectivamente.

5 " Células transfectadas Células transfectadas
Células sin transfecta " "
e intr r (dia 2) (dia 8)

C()

190 g D B Y -~-~ - &— 185pb (NT3)

147

%0 WO G S G B e e = 470pb (GAPDH)

Figura 12. Deteccion de la expresion de NT3 (banda superior) y GAPDH (banda inferior) en las células

madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo transfectadas y sin transfectar. EIl MPM empleado fue

Puc+ Mspl.
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5.3.  Morfologiay expresion de p75"'", s100 y GFAP en las ASC diferenciadas.

Los cultivos primarios obtenidos a partir del tejido adiposo mostraron morfologia heterogénea y
se tenian una gran cantidad de eritrocitos, los cuales con el lavado de los cultivos y los cambios
de medios fueron eliminandose, dejando Unicamente las células adheridas, las cuales en su
mayoria presentaron una morfologia fibroblastoide, aunque algunas otras células eran de mayor

tamafio, expandidas y con un nicleo mas grande (figura 13).
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Figura 13. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo no diferenciadas tefiidas con

hematoxilina-eosina. Las flechas sefialan las células de gran tamafio y con un nucleo méas grande.

Una parte de las ASC se diferenciaron al cultivarlas en medio de diferenciacién; otras de ellas
fueron transfectadas con el vector pTracer-CMV2-NT3, para que sobre-expresaran NT3; y por
ultimo, otro grupo de células fueron primero transfectadas con el vector, y posteriormente, se les
adicion6 el medio de diferenciacion. Las células bajo cada uno de los diferentes tratamientos, se
incubaron por 2 y 8 dias, después fueron fijadas y se almacenaron hasta la realizacién de las
ICQ, para observar la expresion de p75""", s100 y GFAP, los cuales son marcadores de
células de Schwann. Por Ultimo, se realizé el andlisis cuantitativo de expresion de cada uno de

los marcadores.
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Las células bajo los diferentes tratamientos de diferenciacion mostraron cambios en su
morfologia. Las células que fueron transfectadas en general fueron mas grandes con un
citoplasma més extenso. Por otro lado, las células cultivadas en medio de diferenciacion (sin
transfectar y transfectadas), en su mayoria mostraron una forma ahusada y con largas
prolongaciones de la membrana; en cuanto al tamafio, éste fue variado, puesto que se observo
la presencia de célula grandes, pero también se identificaron células muy pequefias con escaso

citoplasma y la mayoria de las veces se encontraron en parejas (figura 14).
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Figura 14. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano diferenciadas a células de

Schwann al cultivarlas en medio de diferenciacién. ASC diferenciadas tefiidas por inmunocitoquimica para

NTR

tres de los marcadores de células de Schwann: p75" ", s100 y GFAP. Las células de menor tamafio con

escaso citoplasma y en pares estan sefialadas con una flecha.

En las figuras 15-17, aparecen las imagenes de ICQ de las ASC, bajo los distintos tratamientos
de diferenciacion, para cada uno de los Ac utilizados; y en las figuras 18-19, se muestran las
gréficas de los valores cuantitativos obtenidos una vez realizado el analisis morfométrico de las

imagenes de I1CQ.

La figura 15, muestra que hubo positividad de p75"™"

en las células bajo cada uno de los
tratamientos empleados, sin embargo, se puede apreciar visualmente, que en las células con el

tratamiento combinado en el dia 8, hay un mayor nimero de células positivas.
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Figura 15. Deteccién de la expresién de p75 mediante inmunocitogquimica en células madre

mesenquimales derivadas de tejido adiposo diferenciadas (dASC) a células de Schwann. A) y D) dACS
transfectadas que sobre-expresaban NT3, a los 2 y 8 dias, respectivamente. B) y E) dASC en medio de
diferenciacion transfectadas, a los 2 y 8 dias, respectivamente. C) y F) dACS transfectadas que sobre-
expresaban NT3 y en medio de diferenciacion, a los 2 y 8 dias, respectivamente. G) ASC sin tratar a los 8

dias.

En la figura 16, se muestran las imagenes de ICQ para s100, en las cuales se puede apreciar
el incremento del porcentaje de células positivas en las ASC que fueron transfectadas, ya sea
que posteriormente se les hayan cultivado o no en el medio de diferenciacién. Ademas, se
puede observar el cambio en la morfologia de las células Unicamente transfectadas, puesto que
al principio (dia 2) las células se encuentran mas ahusadas, y para el dia 8, se aprecia como el

citoplasma se extendié pareciendo las células de un mayor tamafio.
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Células Mesenquimales Humanas Diferenciadas in vitro a Células de Schwann

Figura 16. Deteccion de la expresion de s100 mediante inmunocitoquimica en células madre
mesenguimales derivadas de tejido adiposo diferenciadas (dASC) a células de Schwann. A) y D) dACS
transfectadas que sobre-expresaban NT3, a los 2 y 8 dias, respectivamente. B) y E) dASC en medio de
diferenciacion transfectadas, a los 2 y 8 dias, respectivamente. C) y F) dACS transfectadas que sobre-
expresaban NT3 y en medio de diferenciacion, a los 2 y 8 dias, respectivamente. G) ASC sin tratar a los 8

dias.

En la figura 17, se puede apreciar que casi todas las células cultivadas en medio de
diferenciacion (en ambos tiempos) tuvieron positividad para GFAP, observandose lo contrario

para los otros dos tratamientos.
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Figura 17. Deteccion de la expresion de GFAP mediante inmunocitoquimica en células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo diferenciadas (dASC) a células de Schwann. A) y D) dACS
transfectadas que sobre-expresaban NT3, a los 2 y 8 dias, respectivamente. B) y E) dASC en medio de
diferenciacion transfectadas, a los 2 y 8 dias, respectivamente. C) y F) dACS transfectadas que sobre-
expresaban NT3 y en medio de diferenciacion, a los 2 y 8 dias, respectivamente. G) ASC sin tratar a los 8

dias.

Los resultados cuantitativos para el dia 2 se muestran en la figura 18, en la cual se puede ver

NTR "no tuvo una variacion significativa en ninguno de los tratamientos

que la expresién de p75
utilizados. En el caso de s100, las células cultivadas en medio de diferenciacién mostraron un
25.104+5.57% de células positivas para el marcador, este porcentaje se incrementé de manera

significativa tanto en las células transfectadas como en las células transfectadas y cultivadas en

medio de diferenciacién, presentando valores de 97.08+1.84% y de 100%, respectivamente
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Por otro lado, al comparar la expresion de GFAP en las células cultivas en medio de
diferenciacion con las células transfectadas, estas Ultimas mostraron una disminucion
significativa en el porcentaje de células positivas al presentar un 84.98+3.21%, respecto a las
primeras que tuvieron un 97.75+1.15%; ademas, las células transfectadas y cultivadas en medio
de diferenciacion al presentar un 0.83+0.38%, también mostré una disminucién significativa

respecto a los otros dos tratamientos.
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Figura 18. Representacion grafica del porcentaje de células positivas para los marcadores p75"', s100 y

GFAP, al dia 2 de incubacion. * p<0.05

En la figura 19, se muestran de manera gréafica los resultados cuantitativos para el dia 8, en

esta se puede apreciar como las células transfectadas y posteriormente cultivadas en medio de

NTR

diferenciacion, al presentar un 21.69+1.29% de células positivas para el marcador p75
presentaron un incremento significativo, en comparacién con las células bajo los otros dos
tratamientos. Por otro lado, las células cultivadas con el tratamiento combinado, presentaron un
65.14+1.99% de células positivas para el marcador s100, valor que fue significativamente mayor
al que se encontré en las células cultivadas en medio de diferenciacién, siendo éste de

16.25+3.04%; en el caso de las células transfectadas se observd un incremento significativo en
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comparacién con los otros dos tratamientos, ya que mostraron un 100% de células positivas.
Por dltimo, se encontré un descenso significativo en el porcentaje de células positivas para el
marcador GFAP en las células transfectadas tanto en las cultivadas como en las no cultivadas
en medio de diferenciacion, al presentar un 3.14+0.49% y un 2.99+0.73%, respectivamente, en
comparacion con el 99.79+0.05% que mostraron las células cultivadas en medio de

diferenciacion (figura 19).
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Figura 19. Representacion grafica del porcentaje de células positivas para los marcadores p75"', s100 y

GFAP, al dia 8 de incubacion. * p<0.05
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CAPITULO VI

DISCUSION

Desde hace tiempo se conoce el potencial que tienen las ASC para su uso en la terapia celular,
debido a las ventajas que presentan sobre otros tipos celulares, como por ejemplo que no
representan ningun problema ético y/o legal, su facil aislamiento y expansion in vitro, y que se
pueden diferenciar a varios linajes celulares, dentro de los cuales se encuentran las células de

Schwann.

En el 2001, Dezawa y colaboradores, desarrollaron un protocolo para diferenciar las MSC de
rata en células de Schwann, en el cual utilizaron distintos factores de diferenciacién adicionados
al medio e incubaron las células durante 7 dias. Si bien ellos no mostraron datos cuantitativos,

reportaron que casi todas las células diferenciadas expresaron p75"' "

y s100, mientras que
GFAP solo se expres6 en algunas de las células [49]. Después, Jiang y colaboradores (2008),
analizaron la expresion de GFAP y s100 en las ASC de rata diferenciadas a células de
Schwann alos 2, 5y 8 dias, y encontraron que los porcentajes de células positivas mas altos
fueron al dia 5, siendo estos de 78% y 72% para s100 y GFAP, respectivamente, disminuyendo
estos valores para el dia 8 a 61% y 59%, respectivamente [34]. A pesar del descenso en el
porcentaje de células positivas para los marcadores que ellos utilizaron, también se pudo
observar que los valores entre un marcador y otro, fueron muy cercanos, lo cual difiere a lo
reportado por Dezawa y colaboradores. Como en ambos trabajos utilizaron el mismo protocolo
de diferenciacion, las diferencias encontradas se pueden deber principalmente al tipo de tejido
del cual se extrajeron las células mesenquimales, ya que en el primero las células se obtuvieron
de médula 6sea, mientras que en el segundo se aislaron de tejido adiposo. Ya anteriormente se

ha reportado que la capacidad de diferenciacion en las células mesenquimales varia de acuerdo

al tejido del cual se hayan extraido [32].

Otros de los investigadores que también diferenciaron ASC de rata fueron Kingham vy
colaboradores (2007), pero ellos sustituyeron la heregulina, uno de los factores empleados por
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Dezawa, por el factor de crecimiento glial- 2 (por sus siglas en ingles: GGF-2, Glial Growth
Factor-2), y reportaron que alrededor del 50% de las células diferenciadas expresaron GFAP y

s100, mientras que para p75" "

aproximadamente el 40% de las células fueron positivas, esto
después dos semanas con el medio de diferenciacién [40], siendo estos resultados mas

parecidos a los publicados por Jiang y colaboradores (2008) [34].

Brohlin y colaboradores (2009), publicaron el Gnico reporte que hay hasta ahora en el que han
diferenciado MSC de humano a células de Schwann, por lo que se convierten en el referente
mas cercano a este trabajo, aunque ellos emplearon células mesenquimales de médula 6sea.

NTR

Ellos reportaron que el 80% de las células expresaron los marcadores s100 y p75" ". Por otro

lado, nosotros encontramos que el 6%, un 16% y un 99% de positividad en las células

cultivadas en medio de diferenciacion, para p75" '~

, 100 y GFAP, respectivamente, cuando
utilizamos el procedimiento de diferenciacién Unicamente agregando factores de crecimiento.
Estas diferencias podrian deberse a la fuente de MSC empleadas ya que ellos las obtuvieron de

médula 6sea y nosotros de tejido adiposo.

Por otro lado, tampoco antes se habian transfectado ASC para que sobre-expresaran NT3, para
luego someterlas al proceso de diferenciaciéon con el medio suplementado con los factores de
crecimiento. En la transfeccion se obtuvo una eficiencia que varié de entre un 38% a un 51%
(figura 10), si bien existen lineas celulares, como la HEK 293, en la cual se ha reportado
eficiencia de transfeccion (utilizando Lipofectamina™ 2000) por encima del 90% [50], hay que
tomar en cuenta que, dicha eficiencia depende en gran medida de la linea celular, ademas, de
las propiedades del ADN y del agente de transfeccion con la que se esté trabajando. La
eficiencia de transfeccién obtenida en este trabajo fue de 58% lo cual puede considerarse un
porcentaje bastante bueno para esta tipo de células, puesto que Madeira y colaboradores en el
2010, reportaron una eficiencia de transfecciéon de un 35% en MSC de humano utilizando

también Lipofectamina™ 2000 [51].

En cuanto al efecto que tuvo la sobre-expresion de NT3, en la diferenciacion de las ASC, el

marcador que menos variacién mostro entre los distintos tratamientos y los tiempos con los que
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se trabajé fue p75"'™"

, ya que sélo se observé un incremento significativo en las células que
fueron tanto transfectadas, como cultivadas en medio de diferenciacién al dia 8, mostrando un

21% de células positivas.

Por otro lado, fue evidente en el caso del s100 de que hubo un incremento significativo del
namero de células positivas en las células que sobre-expresaban NT3, independientemente de
gue después se hayan cultivado en presencia o ausencia de los factores de diferenciacion, esto
en comparacion con las células Unicamente cultivadas en presencia de ellos. Sin embargo, en
las células que fueron recibieron el tratamiento combinado, hubo un 100% de células positivas
para el dia 2 para el marcador s100, las cuales disminuyeron al 65% para el dia 8. Lo anterior
se pudo deber a que tal vez quedaron algunas células sin diferenciar las cuales comenzaron a
dividirse mas rapido que las ya diferenciadas. Para el marcador GFAP se observo6 lo contrario
gue para s100, puesto que las células que sobre-expresaron NT3, hayan sido o no cultivadas
en medio de diferenciacion, mostraron una disminucion significativa en comparacién con las
células Unicamente cultivadas en medio de diferenciacion. La disminucion tan marcada de la
expresién de GFAP, en las células que sobre-expresaron NT3, puede deberse a que tanto este

marcador como p75"""

, Son proteinas que se expresan Unicamente en las células de Schwann
inmaduras y no mielinizantes, y se sabe que GFAP disminuye en las células de Schwann
mielinizantes [38]; en lo que respecta a s100, este marcador se expresa en todos los linajes de
las células de Schwann. Por lo anterior, se podria sugerir que en la diferenciacién de las ASC
de humano a células de Schwann, la sobre-expresién de NT3 incrementa el nimero de células

mielinizantes, no obstante es necesario realizar experimento que ayuden a comprobar y

confirmar lo anterior.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1. Se logro la diferenciaron ASC de humano a células de Schwann.

2. Se observé que la sola sobre-expresion de NT3 en las ASC tuvo un efecto un en la
expresion de los marcadores de células se Schwann cultivadas en las dos condiciones
ensayadas, es decir suplementando el medio o no con los factores de crecimiento
utilizados por Desawa y colaboradores.

3. Los mejores resultados se observaron en el tratamiento combinado de transfeccion con

el ADNc de la neurotrofina 3, mas la adiccién de los factores de crecimiento.
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Células Mesenquimales Humanas Diferenciadas in vitro a Células de Schwann

CAPITULO IX

ANEXOS

9.1. Controles de técnicas utilizados en las inmunotinciones.

Tabla 6. Controles de técnicas utilizados para cada uno de los Anticuerpos empleados en las
inmunocitoquimicas.

Ac

dirigido Control de Dilucion

técnica utilizado utilizada
contra Control (+) Control (-)
Corte de cerebro )
GFAP (raton) 1:50 (Dako)
Corte de nervio -
NTR .
p75' periférico (humano) 1:250 (USbiological)
Corte de nervio .
8100 periférico (humano) 1:1500 (Dako)
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