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Abreviaturas

AKT/PKB - Proteina cinasa B (Protein kinase B)

ANOVA — Andlisis de varianza (Analysis of variance)

BMP - Proteinas morfogénicas dseas (Bone Morphogenetic Proteins)
BDNF - Factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor)
BrdU - 5” Bromo 2’ deoxyuridina

BSA - Albuimina sérica de bovino (Bovine serum albumin)

NPC — células precursoras neuronales (Neural precursor cells)

CNTF — Factor ciliar neurotréfico (Ciliary neurotrophic factor)

DAPI — 4 '.6-diamino-2-fenilindol (4',6-diamidino-2-phenylindole)
DCX - Doblecortina (Doublecortin)

DMSO - Dimetil sulfoxido (Dimehyl sulfoxide)

EGF — Factor de crecimiento epidermal (Epidermal growth factor)
FGF — Factor de crecimiento de fibroblasto (Fibroblast growth factor)

GAP-43 - Proteina asociada al crecimiento de peso molecular de 43-KDA (Growth
Associated Protein 43)

GDF - Factor de crecimiento de diferenciacion (Growth differentiation factor)
GFAP - Proteina acidica fibrilar de la glia (Glial fibrillary acidic protein)
GBC - Células basales globosas (Globose basal cells)

HB-EGF — Factor de crecimiento ligado a heparina (Heparin-binding EGF-like growth
factor)

HBC - C¢lulas basales horizontales (Horizontal basal cells)
IGF — Factor de crecimiento insulinico (Insulin growth factor)
IN - Neuronas inmaduras (Inmature neurons)

MN - Neuronas maduras (Mature neurons)

P13K — Fosfoinositol 3-quinasa (Phosphoinostide 3-Kinase)



PLC — Fosfolipasa C (Phospholipase C)

LIF — Factor inhibidor de leucemia (Leukemia inhibitory factor)

MAPK - Proteinas quinasas activadas por mitdogenos (Mitogen activated protein kinase)
NCAM - Adhesion neuronal celular (Neural cell adhesion molecule)

OMP - Proteina de marcaje olfatorio (Olfatory marked protein)

PDGF — Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet derived growth factor)
PSN-CAM - Proteina polisialica de adhesion neuronal (Poliasilic neural adhesion protein)
PLGF - Factor de crecimiento de placenta (Placental growth factor ).

RIPA - Buffer de radio inmunoprecipitacion (Radio immunoprecipitation assay)

RTK - Receptor de tirosina quinasa (receptor Tyrosine Kinase)

SGZ - Zona subgranular (subgranular zone)

SVZ - Zona subventricular (subventricular zone)

TGF - Factor de crecimiento tumoral (Tumoral growth factor)

VEGF - Factor de crecimiento derivado del endotelio vascular (Vascular endotelial growth
factor)

WST-1 - Water salt tetrasolium 1
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1. Resumen

La Neurogénesis es el proceso de formacion de nuevas neuronas a partir de células
multipotenciales que se dividen y dan origen a células precursoras. Estas células entran en
fase de diferenciacion y se convierten en neuronas maduras (33). Recientemente se ha
descrito una zona externa al sistema nervioso central, ubicado de manera dorsal y posterior a
la mucosa nasal, en la cual existen precursores neuronales. Esta zona se denomina epitelio
olfatorio (34). El epitelio olfatorio es el vinculo entre el nervio olfatorio y el ambiente, en ¢l
se encuentran las neuronas sensitivas que permiten distinguir los distintos olores (8).

El proceso neurogénico necesita un area con caracteristicas primordiales que permiten el
mantenimiento y desarrollo de distintas estirpes celulares. A esta area se le conoce como
nicho neurogénico el cual estd regulado por los factores liberados por las células en este
ambiente, pueden actuar de manera autdcrina y pardcrina, y la interaccion célula-célula de las
distintas estirpes celulares (56). Dentro de los factores solubles esta el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF; por sus siglas en Ingles) (41).

El VEGF es una familia de proteinas que actia mediante los receptores con actividad de
cinasa de residuos de tirosina (RTKSs; por sus siglas en Ingles) y que permiten la activacion de
distintas vias de sefalizacion (6). Dentro de las acciones que tiene el VEGF en células del
sistema nervioso destaca la proliferacion de células precursoras neuronales de hipocampo y
ventriculos laterales, el crecimiento axonal y la supervivencia de cultivos de la cervical
superior, ganglio de la raiz dorsal de raton. (24, 25, 26,46).

En este trabajo exploramos los efectos de la molécula de VEGF sobre precursores neuronales
de epitelio olfatorio de humano, con el fin de determinar qué papel desempefia este factor en
el nicho neurogénico de esta zona, que es externa al sistema nervioso central. Esto se realizd
mediante los ensayos de viabilidad, proliferacion, supervivencia y migracion; de lo cual
pudimos determinar que el VEGF es una proteina, que mediante la activacion del receptor
tipo 2 para VEGF (VEGFR?2), es capaz de activar una via de sefializacion a través de PI3K
capaz de modificar las adhesiones focales de las cé€lulas precursoras.



2. Neurogenesis en el cerebro adulto

La neurogénesis se define como el conjunto de eventos que dirigen la produccion de nuevas
neuronas en el cerebro adulto, a partir de células multipotentes en division que dan origen a
neuronas funcionales (33). Dicho proceso ocurre de manera constitutiva en dos zonas del
cerebro adulto: la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales y la zona subgranular
(ZSG) del giro dentado del hipocampo (Figura 1).

La zona subventricular de los ventriculos laterales cuenta con: células epidermales, células
multipotentes y precursores neuronales. Esta zona tiene como objetivo proporcionar neuronas
al bulbo olfatorio (Figura 1-A).

La zona subgranular del giro dentado del hipocampo cuenta con un nicho compuesto de:
células multipotenciales, precursores neuronales, neuronas maduras y células gliales (Figura
1-B).
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Figura 1. Zonas neurogénicas del cerebro adulto. La imagen ilustra las dos zonas neurogénicas conocidas: la
zona subventricular de los ventriculos laterales y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo. A) En la
zona subventricular se observa las células multipotentes (B), los precursores neuronales (A y C) y la capa de
células epidermales (E). B) En el giro dentado del hipocampo se observa las células multipotentes (1), seguidas
de los precursores neuronales (2), las neuronas maduras (rojo) y las células gliales (azul) (Tomado de Drucker-
Colin 2004).




2.1 Neurogénesis en el hipocampo adulto

La neurogénesis en el hipocampo se desarrolla en un lapso de tres a cuatro semanas (13, 49).
Este proceso se divide en seis etapas. La primera etapa da inicio en la zona subgranular del
giro dentado del hipocampo, donde una poblacioén de células multipotentes nombradas tipo 1,
con caracteristicas de glia radial y expresion de marcadores proteicos tales como: la proteina
acidica fibrilar de la glia (GFAP; por sus siglas en Ingles), Sox2 y Nestina (29, 30), se
dividen de manera asimétrica, es decir, que son capaces de auto renovarse y dan origen a un
tipo celular denominado 2a.

La segunda etapa comprende al grupo de células tipo 2a, las cuales tienen una division rapida
y expresan las proteinas polisialica de adhesion celular neuronal (PSN-CAM; por sus siglas
en ingles) y nestina (19,29). Estas células llevan a cabo una division asimétrica que da origen
a las células tipo 2b. Durante esta etapa donde el linaje celular se compromete a una estirpe
neuronal (29).

La tercera etapa involucra a las células de tipo 2b, las cuales tienen como caracteristicas
principales la expresion de las proteinas: nestina, proteina polisialica de adhesion neuronal
(PSN-CAM), NeuN y Doblecortina (DCX) (19,29). Durante esta etapa inician los primeros
cambios morfoldgicos en las células, desarrollando procesos neuriticos cortos y paralelos a la
zona granular del giro dentado. Finalmente estas células pueden dividirse nuevamente dando
origen células del mismo tipo 2b y a células denominadas tipo 3.

La cuarta etapa describe a las células tipo 3, las cuales, expresan los marcadores PSN-CAM,
NeuN y DCX (13, 19, 29), exhibiendo prolongaciones neuriticas hacia la zona granular del
giro dentado y migran hacia la capa molecular del giro dentado (29). Estas células tiene la
capacidad de autorenovarse y dar origen a neuronas inmaduras.

La quinta etapa esta delimitada por la presencia de neuronas inmaduras, las cuales, expresan
los marcadores DCX, Calretinina y NeuN y morfolégicamente cuentan con procesos
dendriticos bien definidos y la capacidad de realizar sinapsis (29). Estas células maduran y se
convierten en neuronas.

Finalmente, la sexta etapa es cuando las neuronas maduras presentan arboles dendriticos
mejor estructurados y estan integrados en la zona granular. Ademas, durante esta etapa las
neuronas de nueva generacion expresan marcadores proteicos como NeuN y calbidina
(19,29) (Figura 2).
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Figura 2. Proceso de neurogénesis del hipocampo adulto. Etapas del proceso neurogénico desde la
célula multipotente (Etapa 1) hasta neurona madura (Etapa 6) asi como los cambios en la expresion de
marcadores proteinicos a lo largo de este proceso. (Tomado y modificado de Kempermann, 2004)

2.2 Neurogeénesis en la zona subventricular de los ventriculos laterales

La segunda zona neurogénica del sistema nervioso central es la zona subventricular de los
ventriculos laterales. Al igual que en el hipocampo el proceso neurogénico se divide en
distintas fases. La primera fase, también conocida como fase de proliferacion, incluye la
division de las células multipotentes, estas células tienen como caracteristica principal la
expresion de la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP) y la capacidad de dividirse de
manera asimétrica dando origen a las células de amplificacion transitoria (21, 40) (Figura 3).

La segunda fase también conocida como etapa de especificacion de linaje, recae sobre las
células de amplificacion transitoria, estas células expresan DIx2 y tienen una tasa de division
mayor a las células multipotentes. Durante esta fase las células amplificadoras transitorias dan
origen a los neuroblastos, que son células con linaje neuronal y que expresan los marcadores
PSA-NCAM y DCX (21, 40) (Figura 3).
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La tercera fase o fase de migracion consiste en el desplazamiento de cadenas de neuroblastos,
los cuales forman estructuras tubulares y tienen un soporte de células gliales, a través de la
cadena rostral migratoria. Las estructuras gliales ademas de brindar rigidez y orden también
favorecen el proceso de migracion y diferenciacion gracias a la liberacion de factores al
medio. Al llegar a la mitad del bulbo olfatorio las células migrantes tienen la posibilidad de

migrar a la capa granular y periglomerular. Este proceso tiene una duracion aproximada de
dos semanas (10, 21, 40) (Figura 3).

La cuarta fase o fase de integracion sindptica, es la fase en la cual los neuroblastos han
llegado al bulbo olfatorio y se diferencian en neuronas maduras GABAérgicas y
dopaminérgicas (10), que expresan los marcadores PSA.NCAM, DCX y NeuN. Dependiendo
de la capa en la que se encuentren estas neuronas se denominaran neuronas periglomerulares
o neuronas granulares. La integracion sindptica puede durar dos semanas (Figura3).

Etapas
Curso
Temporal

Marcadores
Histoldgicos

-
N

Especificacion

Proliferacion de linaje

Migracion

3

0-1 1-2

./.Q,‘

=2

Integracion
sinaptica

-

semanas

Células
Multipotencial

Células de amplificacion
transitoria

Neuroblastos

Precursor
migrante

Células
mitrales

Glomérulo

Neurona
periglomerular

Neurona
granular

Figura 3. Proceso de neurogénesis de la zona subventricular de los ventriculos laterales hasta el
bulbo olfatorio. Presentes las cuatro fases de la neurogénesis: proliferacion, diferenciacion migracion e
integracion sinaptica. A su vez se observan los marcadores proteicos caracteristicos de estas fases como
lo es GFAP, DIx2, PSA-NCAM, DCX y NeuN, asi como las células presentes en este evento. (Tomado
de Guo-li Ming, 2005)
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3. Generacidn de nuevas neuronas en regiones externas al cerebro adulto

Recientemente se ha descrito una zona externa al sistema nervioso central en la cual hay
produccion de nuevas neuronas. Esta zona se conoce como el epitelio olfatorio y estd ubicado
de manera dorsal y posterior de la cavidad nasal cubriendo el septum nasal y los huesos
turbinados (Figura 4-A). El epitelio olfatorio es el vinculo del sistema olfatorio con el sistema
nervioso, debido a su interaccion con el nervio olfatorio, el cual se conecta con el bulbo
olfatorio, y este a su vez al sistema nervioso central (34) (Figura 4-B).
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Figura 4. Sistema olfatorio A Diagrama de corte coronal de la cavidad nasal mostrando el septum y los
huesos turbinados. B Diagrama de corte sagital del sistema olfatorio donde se muestra la zona del epitelio
olfatorio y su union, mediante el nervio olfatorio, con el bulbo olfatorio (Tomado de Bettina Malnic and
Armelin-Correa 2010; Mackay-Sim, 2010).

3.1 Epitelio olfatorio

La mucosa olfatoria estd dividida en la lamina propia, compuesta por las glandulas de
Bowman vy en la cual se encuentran los axones sensoriales que se comunican con el bulbo
olfatorio, siendo esta la parte que conecta el lumen de la cavidad nasal y el sistema nervioso
central. El epitelio olfatorio, que es la capa mas superficial de la mucosa olfatoria, esta
conformado por los axones sensoriales olfatorios, las células basales (células multipotentes),
las neuronas sensoriales y la glia especializada que rodean a las neuronas sensoriales. El
epitelio cuenta con una amplia superficie de cilios que son las proyecciones dendriticas de las
neuronas sensoriales (7,34). Los axones sensoriales son capaces de traspasar la 1amina propia
y llegar al nervio olfatorio dénde se conectan con el bulbo olfatorio (Figura 5).
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Figura 5. Mucosa olfatoria. El diagrama muestra la lamina propia en la cual estan ubicados los axones
sensoriales que comunican con el bulbo olfatorio y las glandulas de Bowman; a su vez cuentan con un
conducto directo que comunica con el lumen de la cavidad nasal. La division con el epitelio esta dada por
la membrana basal y a partir de esta division se encuentran las células basales (horizontales y globosas)
seguidas de las neuronas sensoriales y estas exponen los cilios a la cavidad nasal y son recubiertas por
células gliales de soporte (Tomado de Mackay-Sim, 2010).

El sentido del olfato es un sistema que evolutivamente ha desempefiado diversas funciones a
favor de la supervivencia de diferentes especies, tales como: encontrar alimento, interacciones
sociales, comportamiento reproductivo y método de defensa.

Se sabe que la mucosa olfatoria es un area de contacto directo con el medio ambiente y que
esto conlleva dos desventajas: 1) La facilidad de muerte de neuronas sensoriales expuestas al
ambiente. II) La facilidad de entrada de virus y bacterias al nervio olfatorio. Como resultado
de un proceso de seleccion natural actualmente contamos con un sistema de renovacion de
neuronas sensoriales que nos garantiza la presencia del olfato. Fue en 1940 cuando Nagahara
y colaboradores, observaron la capacidad mitotica en las células basales del epitelio olfatorio
de ratones adultos. A partir de este momento se realizaron una gran cantidad de estudios que
apoyaron el desarrollo de neuronas sensitivas en monos (54), ranas (58), peces (64), y humano



(42, 66), demostrando que el epitelio olfatorio es una zona con la capacidad de producir
neuronas nuevas.

3.2 Neurogénesis en el epitelio olfatorio

La neurogénesis del epitelio olfatorio es un proceso cuyo objetivo es sustituir a las células
que mueren de manera habitual, debido a la exposicion directa con el ambiente. Para dar
inicio al proceso neurogénico del epitelio olfatorio es necesario que sea estimulado
principalmente por la muerte de neuronas sensoriales en el nervio olfatorio (20), esta perdida
incrementa la mitosis de las células multipotenciales llamadas células basales horizontales
(HBC; por sus siglas en Ingles), estas células son capaces de dar origen a linajes endotelial,
neural, mesodérmico y endodérmico (38, 43, 44, 45). Las HBC estan ubicadas en la lamina
basal y se dividen de manera paulatina y asimétrica permitiendo asi autorenovarse y dar
origen a células precursoras denominadas células globosas (GBC; por sus siglas en Ingles)
(23).

Una vez que se han originado las células globosas, estas contaran con una division asimétrica
y de menor duracion, lo cual permitird aumentar de manera exponencial el nimero de células
en el epitelio. Una de las caracteristicas principales de estas células es la expresion de la
molécula de adhesion neuronal celular (NCAM; por sus siglas en Ingles) y también a partir de
esta etapa se define el linaje celular, dando asi la formaciéon de los precursores neuronales
(23).

Los precursores neuronales son las células que inician el proceso de migracion hacia la parte
superior del epitelio (7). Sus principales caracteristicas es la expresion de la proteina NCAM,
Nestina y los genes MasH1 y Ngnl (7). Estas cé€lulas se diferencian en neuronas olfativas
sensoriales inmaduras las cuales expresan NCAM vy la proteina asociada al crecimiento de
peso molecular de 43-KDA (GAP-43; por sus siglas en Ingles) (31) (Figura 6). Estas neuronas
comienzan a presentar los primeros cambios morfologicos como el desarrollo dendritico y el
desarrollo de cilios (36). Las neuronas son consideradas maduras a partir de la presencia de
marcadores tales como NeuN y la proteina de marcaje olfatorio (OMP; por sus siglas en
Ingles) (36). Estas células ademds de exponer sus dendritas en la membrana del epitelio,
cuentan con un axon que formara una conexion con las células mitrales del bulbo olfatorio.
Estos axones estan soportados en células gliales conocidas como células olfatorias de
resguardo (34) (Figura 6).
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Figura 6. Neurogénesis de epitelio olfatorio. Las células basales horizontales (HBC) cuentan con una
division asimétrica dando origen a HBC o a células basales globosas (GBC). Las GBC son células de
amplificacion rapida y que se diferencian en neuronas. El siguiente estadio es el de las neuronas
inmaduras (IN), con los primeros cambios morfologicos como: la formacion del axén y formacion de
prolongaciones dendriticas. Finalmente se convierten en neuronas maduras (MN) una vez que hayan
alcanzado la capa basal y han desarrollado prolongaciones dendriticas que superan el epitelio (Tomado de
Newman et al. 2002).
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4. Nichos neurogeénicos

Los procesos neurogénicos, previamente descritos, se da en zonas con caracteristicas Unicas
que les confieren la capacidad de generar nuevas neuronas. Esto se debe a la presencia de un
microambiente especifico que estd definido por la matriz extracelular, las sefales autdcrinas y
paracrinas del medio, el contacto de células vecinas y factores que modifican a distancia dicho
microambiente (34). La zona de interaccion entre precursores neuronales y el microambiente
que favorece la formacion de nuevas neuronas se denomina nicho neurogénico (33).

Enfocandonos directamente en el grupo de factores que regulan la neurogénesis en el adulto
podemos observar una amplia relacion entre las distintas zonas neurogénicas (Tabla 1).



Zona neurogenica “ Factores de crecimiento

BDNF, CNTF, HB-EGF, FGF2,
EGF, TGF y VEGF

Zona subventricular de los
ventriculos laterales

BDNF, CNTF, HB-EGF, FGF2,
EGF, IGF1, TGF y VEGF

Giro dentado del hipocampo

Epitelio olfatorio LIF, TGFB2, IGF1, FGF2, 8,
GDF11, PDGF, VEGF, BDNF,

EGF, BMP2,4y 7

Tablal. Factores de crecimiento presentes en las distintas zonas neurogénicas

Denotando de manera mas detallada que funcion realiza cada factor, podemos vislumbrar una
similitud ejercida entre las zonas. (Tabla 2), lo cual nos lleva a pensar que los requerimientos
para la formacién de neuronas es parecido.



Hipocampo

Epitelio olfatorio

Referencias

| —

CNTF

HB-EGF

EGF

FGF2y8

IGF1

TGF

VEGF

LIF

TGFB2

GDF11

PDGF

BMP2,4y 7

Aumento incorporacion

de BrdU

Proliferacién de NPC

Incremento en la
neurogénesis

Reduce nimero de
neuronas en bulbo
olfatorio

Aumenta numero de
neuronas en bulbo
olfatorio

Ausente

Aumento en la tasa de
neurogénesis
Migracion

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Inhibidor de
proliferacién

Proliferacion de
células en giro
dentado

Proliferacion de NPC

Incremento en la
neurogénesis

Efecto sobre la

proliferacién de NPC

Efecto sobre
supervivencia de
NPC

Aumento en la
neurogénesis

Aumento en la tasa
de neurogénesis

Proliferacion

Ausente

Diferenciacion

Ausente

Ausente

Ausente

Sobrevivencia

Ausente

Ausente

Proliferacion en células
basales horizontales

Involucrado en etapas
iniciales del proceso
neurogénico
Diferenciacion
Proliferacion en células
basales horizontales
No se ha descrito
Sobrevivencia
Diferenciacion
Diferenciacion
Sobrevivencia
Involucrado en etapas

iniciales del proceso
neurogénico

11,17

26

7,32

26,27,42,43,62

1, 37,47

18

12, 24, 25

37,47

51,57

57

51

Tabla2. Principales factores de crecimiento ubicados en los nichos neurogénicos y su funcion.



De tal modo en estos nichos existe una gran interaccion de factores de crecimiento. Sin
embargo, con relacion al factor derivado del endotelio vascular (VEGF; por sus siglas en
inglés) no se ha descrito su funcion en el proceso neurogénico del epitelio olfatorio (65).

5. VEGF

El factor de crecimiento derivado del endotelio vascular (VEGF) es una familia de
glicoproteinas de 40kDa, la cual incluye seis ligandos: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E y el factor de crecimiento de placenta (PLGF) (48). Estos factores interactiian
miembros de la superfamilia de receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosina
(RTK’s). Dentro de estos receptores existen tres capaces de interactuar con el VEGF:
VEGR1, VEGFR2 y VEGFR3. Los VEGF- A, B y PLGF interactuaran con los VEGRI,
VEGF A y E interactuaran con VEGFR2, y VEGF C y D se uniran a VEGFR3.

Los estudios cristalograficos demuestran que el VEGF esta compuesto por dos mondomeros
que se organizan de manera antiparalela formando un dimero, con el sitio de union al receptor
expuesto en los polos de cada dimero (Figura 7). El VEGF usualmente se encuentra presente
en forma de homodimeros; empero, se han encontrado heterodimeros en los ligandos VEGF-
A y PLGF (48).

La familia de VEGF cuenta con distintas isoformas, esto se debe al proceso de corte y
empalme que modifica el nimero de aminoacidos de la proteina. Haciendo mencién
directamente sobre el VEGF-A se han encontrado las siguientes isoformas: VEGFA 121,
145, 165, 189 y 206. Estas isoformas delimitan la afinidad al receptor dependiendo de la zona
en que se encuentren (65).

Se ha demostrado que los receptores de VEGF pueden ser regulados mediante la cantidad de
VEGF; Esto implica una proceso de insensibilizacion por parte de los receptores que al
detectar altos niveles del ligando son internalizados disminuyendo la accion del VEGF (65).




Figura 7. Estructura de dimero de VEGF. Se presenta cada mondémero de un solo color y la unién entre
dichas moléculas para la formacion del homodimeros; Se observa que L3 es el sitio de unién al receptor
(Tomado de Mensch und G esundheit del 2009).

5.1 Receptor de VEGF

Los receptores para VEGF (VEGFR) son miembros de la superfamilia de receptores con
actividad de cinasa de residuos de tirosina (RTK’s). Los cuales son dimeros conformados por
un dominio extracelular de 750 aminoacidos acomodados en 7 inmunoglobulinas, una region
transmembranal, un dominio de tirosina-cinasa interrumpido en el aminoacido 70 por un
inserto de 4cido cinasa y finalmente una cola C-terminal.

Cuando la molécula de VEGF se une con el receptor se produce un cambio conformacional
que permite la transfosforilacion de los residuos de tirosina, estos actian como andamios que
permiten la activacidon en cascada de vias de sefializacion. (3). Una de las caracteristicas
receptores de VEGF es la capacidad de formar heterodimeros entre los receptores 1-2 y 2-3
(Figura 8).

PLGF VEGFB VEGFA VEGFC
C&i&b % %VEGFD

IR

Cell
membrane
VEGFR1 VEGFR1 and VEGFR2 VEGFR2 and VEGFR3
VEGFR2 VEGFR3
heterodimer heterodimer

Figura 8. Receptores de VEGF y sus respectivos ligandos. Se observa la interaccion de los ligandos
con sus respectivos receptores, muestra la formacion de heterodimeros de los receptores 1-2 y 2-3
(Tomado de Olsson, et al., 2006).



5.2 Via de sefializacién de VEGF

La union del VEGF con los sus respectivos receptores conlleva a la activacion de diversas
vias de sefalizacion. Podemos sefialar que existen cambios entre las vias que se activan por
los receptores VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 (48, 65).

Para el VEGFRI1 existe una activacion directa para la formaciéon de nuevos vasos sanguineos;
también permite la activacion de fosfolipasa C y (PLC v; por sus siglas en inglés) (Figura 9)
(48, 65).

VEGFR1

membrane

Kinase 1 {

Kinase \
insert |

Kinase 2 —

C terminus—

Figura 9. Cascadas activadas por el VEGFR1. El receptor 1 para la molécula de VEGF es capaz de
activar la via de sefializacion que involucra la PLC y (Tomado y modificado de Olsson, et al. ,2000).

El VEGFR?2 es el receptor que pude activar un mayor numero de vias de sefalizacion, entre
estds vias se encuentra la ruta que involucra a PI3K-AKT, la cual es capaz de favorecer la
sobrevivencia, la permeabilidad y la migracion. El VEGFR2 también tiene una comunicacion
directa con la proteina cinasa de adhesiones focales (FAK; por sus siglas en inglés) y
paxilinas, las cuales actian directamente sobre la migracion promoviendo los cambios y
rearreglos de filamentos de actina. Finalmente y no menos importante tenemos las vias de las
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK; por sus siglas en ingles) y de a
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fosfolipasa C y (PLC v; por sus siglas en ingles) las cuales pueden favorecer la proliferacion
(Figura 10) (48, 65).

Via de sefializacion de VEGF

Via de sefializacion
de VEGF Proliferacién

Via de sefializacion
de MAPK

Metabolismo de
acido araquiddnico

Produccién
de PGI2

Adhesiones
focales
Adhesiones
focales

Reorganizacion

de actina Migracion

Permeabilidad

Via de sefializacion Sobrevivencia
de PI3K-AKT

Figura 10. Vias de sefializacion activadas por VEGFR2. Receptor modulador de las vias de
sefializacion tales como PI3K-AKT, MAPK y PKC (Tomado y modificado de Karehisa Laboratories,
2006).

Finalmente VEGFR3 estd vinculado con la linfogénesis y la vasculogénesis y tiene la
capacidad de activar PI3K/AKT y la via de las MAPK (Figura 11).

Kinase regulation
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Figura 11. Receptor 3 de VEGF vy las vias involucradas. Dentro de las vias que se pueden ver activadas
por VEGFR3 se encuentra AKT y MAPK (Tomado de Olsson et al., 2006).

5.3 VEGF en el sistema nervioso central

En las primeras investigaciones realizadas a inicio de la década de los noventas se demostro
que la familia de VEGF estaba directamente vinculada con la vasculogénesis y la
angiogénesis (5,48). Sin embargo, estudios recientes se ha demostrado que el VEGF A, By C
presentan efectos positivos en el cerebro de los mamiferos, tales como: proliferacion,

migracion, diferenciacion y sobrevivencia tanto en el desarrollo embrionario como en la
etapa adulta (65) (Tabla 3).

e [ [ e

Neuronas VEGF-A, VEGF -B Maduracmn 24,25, 26,53
dendritica
Supervivencia
Aumento de tamafio
celular
Crecimiento axonal
Efecto
neuroprotector

Ohgodendrocnos VEGF A

Precursores VEGF A, VEGF-B Prohferac10n
neuronales

Astrocitos - Proliferacion

Aumento en la
expresion de bFGF
(basic fibroblast
growth factor)

Tabla 3. Funcidén de VEGF sobre células del sistema nervioso central.



Ademas del efecto directo que presenta el VEGF sobre células del sistema nervioso, es
importante resaltar el aumento que tiene la expresion de VEGF en zonas neurogénicas. En
este sentido, se ha reportado que las células multipotenciales con caracteristica de glia radial
presentan un aumento en la expresion de VEGF-A (41). A su vez otro estudio demuestra que
hay un aumento en la expresion y liberacion de VEGF por parte de precursores neuronales de
hipocampo, de la zona subventricular y del bulbo olfatorio. Finalmente y haciendo énfasis a la
parte del nicho neurogénico, las células endoteliales y gliales que componen las zonas
neurogénicas favorecen la liberacion de VEGF, FGF y BDNF (25,41, 71). Este ultimo ha sido
demostrado como un importante factor que trabaja en conjunto con VEGF (64)



6. Justificacion

Investigaciones del factor derivado del endotelio vascular (VEGF) muestran que se encuentra
presente en las zonas neurogénicas (41), y que es capaz de efectuar cambios en las células del
sistema nervioso tales como migracion de los precursores neuronales a lo largo de la cadena
rostral migratoria (65), la proliferacion y sobrevivencia de precursores neuronales de
hipocampo (26,27, 46). Para llevar a cabo sus funciones el VEGF actia a través de receptores
con actividad de cinasa de residuos de tirosina (RTKs) activando distintas vias de
sefalizacion. Si bien el VEGF actia como un factor que regula diferentes etapas del proceso
neurogénico en el hipocampo y en el sistema de la zona subventricular-bulbo olfatorio, la
funcion de éste factor en la region neurogénica periférica del epitelio olfatorio no se conoce y
solo se ha sugerido un papel relevante en la generacion de neuronas (23). Dado que el VEGF
participa en la regulacion del proceso neurogénico que se lleva a cabo a nivel central, en este
trabajo se estudidé el papel de éste factor sobre diferentes eventos involucrados en la
generacion de neuronas en el epitelio olfatorio.

7. Hipotesis

El VEGF modificara la proliferacion, migracion o supervivencia de los precursores
neuronales del epitelio olfatorio para favorecer el proceso neurogénico.

8. Objetivo General

Evaluar el efecto del VEGF sobre la proliferacion, supervivencia o migracion de los
precursores neuronales del epitelio olfatorio in vitro.

8.1 Objetivos particulares:

1. Identificar los progenitores neuronales de epitelio olfatorio in vitro.

2. Determinar la presencia del receptor tipo 2 de VEGF en los progenitores neuronales
del epitelio olfatorio.

3. Determinar la viabilidad de las células precursoras expuestas a distintas
concentraciones de VEGF.

4. Evaluar cambios en la proliferacion, supervivencia y migracion de los precursores
neuronales expuestos a distintas concentraciones de VEGF.

5. Determinacion del mecanismo de accion del VEGF.



9. Metodologia

9.1 Obtencion y cultivo de precursores neuronales de epitelio olfatorio

Los precursores neuronales del epitelio olfatorio se obtuvieron con base a lo reportado por
Benitez King y colaboradores (2011). El cual consiste en un exfoliado de la region anterior de
los turbinados mediales laterales mediante el uso de un cepillo especial de 2.4 cm de largo y 3
mm de diametro. El exfoliado se coloca en DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 4mM L-glutamina, 100 pg/ml de estreptomicina y 100 IU/ml de penicilina. Una vez
que las células alcanzaron el 80% de confluencia, entonces desprendieron con tripsina. Las
células se cultivaron 37° C, en DMEM/F12 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Gibco BRL), 4 mM Il-glutamine, 100 pg/ml de estreptomicina y 100 IU/ ml de
penicilina.

9.2 Identificacién de precursores neuronales

Para caracterizar los precursores neuronales se realizd una inmunofluorescencia con el
marcador caracteristico de progenitores neuronales, tubulina beta III y el marcador de
proliferacion Ki-67 (47).

Las células se sembraron en placa de cuatro pozos (1.5cm?) a una densidad de 5,000 células

por centimetro cuadrado, en medio con y sin suero fetal bovino (Figura 12), tomando en
cuenta los trabajos de McCurdy et al. Del 2005 (47). Posteriormente las células se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se realizaron varios lavados seguidos de la permeabilizacion
mediante Triton-X-100 al 0.1%. La fase de bloqueo se realiz6 utilizando albumina sérica de
bovino (BSA; por sus siglas en inglés) al 1% durante treinta minutos; luego se agregaron los
anticuerpos anti-tubulina 3 III de ratén, en una concentracion 1:2000 y anti-Ki-67 de rata, en
una concentracion 1:250 (Sigma) diluidos en BSA al 1% durante toda la noche, después se
agregaron los anticuerpos secundarios floreceinados anti ratobn y anti rata en una
concentracion 1:200 por 2 horas y finalmente se marcaron los ntcleos con DAPI (Figura 12).
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Figura 12. Sembrado en placa de cuatro pozos por duplicado.



9.3 VEGFR2 en precursores neuronales de epitelio olfatorio

Como se mencion6 anteriormente se sabe que el VEGF actua mediante receptores tipo RTK y
que esta via de accion con lleva a una cascada de sefializacion que tiene como resultado
distintos efectos a nivel celular. Uno de los principales receptores descritos en precursores
neuronales del sistema nervioso central es el receptor tipo 2 de VEGF (Flk-1) (64). Nosotros
demostramos que dicho receptor se encuentra en los precursores neuronales de epitelio
olfatorio mediante la técnica de inmunofluorescencia.

Para esta inmunofluorescencia se sembraron precursores en una placa de cuatro pozos, se
fijaron con paraformaldehido al 4%, se realizaron varios lavados seguidos de la
permeabilizacion mediante triton-X-100 al 0.1%. La fase de bloqueo se hizo utilizando BSA
al 1% durante treinta minutos seguido del anticuerpo anti-Flk-1de rata diluido en BSA 1%
durante toda la noche a las siguientes concentraciones: 0, 1:200, 1:250 y 1:500. Al dia
siguiente se agregd el anticuerpo secundario anti-rata fluoresceinado a una concentracion
1:250 durante 2 horas; Seguido de tincion de nucleos mediante DAPI por cinco minutos.
Finalmente la muestra se monté en PVA-DABCO en un cubre objetos y se observo en un
microscopio de fluorescencia Nikon.

9.4 Condiciones experimentales para determinar el efecto del VEGF en células
precursoras del epitelio olfatorio

Una vez demostrada la presencia del receptor procedimos a determinar las condiciones de
experimentacion:

1:- Grupo control 1: Células precursoras del epitelio olfatorio cultivadas en
DMEM/F12 suplementado con suero fetal de bovino al 10%.

2.- Grupo experimental 1: Células precursoras del epitelio olfatorio cultivadas en
DMEM/F12 suplementado con suero fetal de bovino al 10% mas las diferentes
concentraciones de VEGF.

3.- Grupo control 2: Cé¢lulas precursoras del epitelio olfatorio cultivadas en
DMEM/F12 en ausencia de suero fetal bovino.

4.- Grupo experimental 2: Células precursoras del epitelio olfatorio cultivadas en
DMEM/F12 mas las diferentes concentraciones de VEGF en ausencia de suero fetal
bovino.



9.5 Determinacion de la viabilidad de los precursores neuronales expuestos a distintas
concentraciones de VEGF

Con el fin de evaluar el efecto del VEGF (VEGF human Peprotech México 110-20A) sobre la
viabilidad de los precursores neuronales del epitelio olfatorio se utilizd con un estuche
comercial que evalua la actividad mitocondrial de las células (WST-1 Millipore #2210). Las
células precursoras del epitelio olfatorio se sembraron en una concentracion de 5,000 células
por cm? y se incubaron con diferentes concentraciones de VEGF durante 48 horas; Las
concentraciones que se utilizaron son las siguientes: 0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5
ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml y 500 ng/ml (Figura 13).

Una hora antes de finalizar el tiempo de incubacion con el VEGF, se adicionaron 10 pl del
reactivo WST-1. Una hora después se midio la absorbancia a una longitud de onda 480 nm en
un lector para ELISA de BioTek.
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Figura 13. Diagrama de placa de 96 pozos para prueba de viabilidad mediante estuche comercial WST-1. Se
presentan las concentraciones 0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml,
500 ng/ml y control positivo con suero y sin suero, acomodadas de las columnas del 1 a la 10 respectivamente. A
su vez se presentan los grupos de condiciones con y sin suero.



9.6 Evaluacion de la proliferacion de los precursores neuronales expuestos a distintas
concentraciones de VEGF

Otro punto importante que se evalu6 fue el efecto del VEGF sobre la proliferacion de los
precursores razon por la cual se utilizé el estuche comercial 5° Bromo 2’ deoxyuridin (BrdU)
(Roche 444 611), el cual actua marcando el DNA gracias a la insercién del analogo de
timidina y que permite su deteccion. Para esto se evaluod el posible efecto de VEGF en un
tratamiento cronico a 48 y 96 horas.

Para los tratamientos, tanto el de 48 horas como el de 96 horas, los precursores de epitelio
olfatorio se sembraron en una densidad de 5,000 cm?y se cultivaron a diferentes
concentraciones de VEGF (0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50
ng/ml, 100 ng/ml y 500 ng/ml) (Figura 14). Dos horas antes de finalizar el tiempo de
incubacion se agregaronl0 pl de BrdU. Transcurrido este tiempo se agregaron 200 ul de
precooledfixative durante 30 minutos, seguido de 100 pul de nucleasas durante 30 minutos. El
siguiente paso fue agregar 100 pl de anticuerpo anti-BrdU-POD durante 30 minutos. Por
ultimo se agregaron 100 pul de POD (substrato para peroxidasa) durante 15 minutos. Realizado
lo anterior se medi6 la absorbancia a una A 420nm en un lector para ELISA de BioTek.

Cabe mencionar que el tratamiento evaluado a las 96 horas solo se realizo en la condicion
experimental sin suero, debido a que el suero mantendria contante la condicion durante este
tiempo.
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Figura 14. Diagrama de placa de 96 pozos para proliferacion mediante técnica de BrdU. Se presentan las
concentraciones 0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 500 ng/ml y
control positivo con suero y sin suero, acomodadas de las columnas del 1 a la 10 respectivamente. A su vez se
presentan los grupos de condiciones con y sin suero.



9.7 Evaluacién de la indirecta de la supervivencia de los precursores neuronales
expuestos a distintas concentraciones de VEGF

Con base a lo reportado el VEGF repercute a nivel de supervivencia razon por la cual también
se evaluo este efecto sobre los precursores neuronales de epitelio olfatorio, para dicho analisis
se volvid a utilizar el estuche comercial 5’ Bromo 2’ deoxiuridina (BrdU) (Roche- 444 611).

En este caso las células se sembraron a una densidad de 5, 000 ¢m? , posteriormente se
cultivaron durante 96 horas a distintas concentraciones de VEGF (0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5
ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml y 500 ng/ml) (Figura 15), teniendo un
cambio de medio con renovacion de concentraciones de VEGF a las 48 horas. Para este
experimento se realiz6 el marcaje de las células con BrdU al inicio del tratamiento. El marcaje
se hizo durante las dos primeras horas y posteriormente el medio que contenia a la BrdU se
sustituyo por medio sin BrdU. De tal modo que aquellas células que incorporaron al analogo
de la timidina, fueron identificadas a las 94 del tratamiento contantes con VEGF. Para el
analisis de incorporacion de BrdU se realizd el mismo protocolo que se describié en el
apartado anterior (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de placa de 96 pozos para supervivencia mediante técnica de BrdU. Se presentan las
concentraciones 0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 500 ng/ml
acomodadas de las columnas del 1 a la 10 respectivamente..



9.8 Evaluacién de la migracién celular de los precursores neuronales expuestos a
distintas concentraciones de VEGF

Otro punto a evaluar fue el efecto del VEGF a nivel de la migracion de los precursores
neuronales de epitelio olfatorio. Para poder evaluar dicho proceso se conto con el uso de
insertos (Platypus), los cuales son estructuras de plastico que se acoplan a la palca de 96
pozos y nos permitieron cubrir un 4rea de 3.1 mm?. Para poder ajustar un modelo de
migracion adecuado se realizo una curva temporal; Sembrando 7,500 células por pozo con los
insertos previamente colocados se dejaron incubar por 96 horas. Pasado este tiempo los
insertos fueron retirados y se realizo un cambio de medio y una vez que se retiraron los
insertos se tomaron las fotos considerandolas como el tiempo cero. A partir de este momento
se tomaron fotos cada 24 horas hasta tener cubierta el area indicada. Durante la toma de fotos
se realizo un cambio de medio a las 48 horas del inicio del experimento. Se analizo el area
mediante el programa ImageJ.

Para ajustar este modelo de migracion de manera porcentual se instauro la siguiente formula:

. . ., Area inicial—Area final
Porcentaje de migracién = (A¢act final

) X 100

Area inicial

Donde el 4rea inicial corresponderd a los 3.1 mm? de los insertos utilizados, el 4rea final
correspondera al area cuantificada, mediante Imagel, del espacio abarcado por las células
durante las 96 horas del experimento.

Teniendo como base nuestros resultados que demuestran que no hay cambios en la
proliferacion dependiendo de las concentraciones de VEGF. Podemos asegurar que el area
ocupada por los precursores esta dada por la migracion y no por la division celular.

Teniendo ya establecido el modelo de migraciéon procedimos a su aplicacion con las
concentraciones de VEGF (0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50
ng/ml, 100 ng/ml y 500 ng/ml). Teniendo un cambio de medio con renovacion de
concentraciones de VEGF a las 48 horas (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de placa de 96 pozos para pruebas de migracion. Se presentan las concentraciones 0 ng/ml,
0.1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 500 ng/ml y control positivo con suero y
sin suero, acomodadas de las columnas del 1 a la 10 respectivamente. A su vez se presentan los grupos con y sin
suero.

9.9 Via de accion del VEGF en precursores neuronales de epitelio olfatorio

Ya teniendo delimitado el efecto que presenta el VEGF sobre los precursores neuronales de
epitelio olfatorio y a su vez contando con las concentraciones efectivas (0.5 ng/ml y 5 ng/ml)
y los tiempos donde se presentaron los mayores cambios a nivel de migracion (48 horas)
evaluamos algunas vias de sefializacion mediante las cuales el VEGF puede actuar. Para esto
realizamos un bloqueo de los receptores de VEGF mediante el inhibidor DMH4 (Sigma #
D8696) a la concentracion de 0.5 puM; A su vez realizamos un bloqueo con
bisindoleilmaleimida a una concentracion de 400nM para bloquear a la proteina cinasa C. El
inhibidor LY 294002 a una concentracion de 1.4 nM para bloquear PI3K. El inhibidor SB a
170 nM para bloquear MAPK 1/2'y Y8296 a 170 nM para bloquear a la proteina Rac. Cabe
mencionar que como vehiculo se utilizé el dimetil sulféxido (DMSO) (Figura 17).

Las placas fueron sembradas a una concentracion de 7,500 células por pozo en presencia de
insertos de 3.1 mm?2. Se tomaron los mismos criterios que en el apartado de migracion para la
toma de fotos.
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Figura 17. Placa de 96 pozos para inhibicion de vias de sefializacion. Dicha placa se aplica para la condicion sin
suero y con suero. Los bloques de las filas A-D incluiran VEGF. De las columnas 1 a la 5 se agregara VEGF a
0.5 ng/ml y de las columnas 6-10 se agregara VEGF a 5 ng/ml

9.10 Analisis de vinculina de los precursores neuronales por efecto de VEGF

Teniendo ya delimitado las vias de sefalizacion que rio abajo son capaces de modular el
efecto del VEGF sobre la migracion de las células y teniendo en cuenta que la vinculina es
una proteina presente en los puntos focales y en las adhesiones focales. Decidimos evaluar los
cambios que se presentan en esta proteina por inmunofluorescencia. Para ello sembramos en
placa de 96 pozos células a una concentracion de 7,500 y colocando los insertos con un area
de de 3.1 mm?2.

Al inicio del experimento se agregaron las concentraciones de VEGF (0.5 ng/ml y 5 ng/ml) y
de los inhibidores (DMH4, LY y Bisindol) por 48 horas, posteriormente fueron fijadas con
formaldehido al 4% , se realizaron varios lavados seguidos de la permeabilizacidon con triton-
X-100 al 0.1%. La fase de bloqueo se hizo utilizando BSA al 1% durante treinta minutos
seguido del anticuerpo antivinculina de raton (Santa Cruz) diluido en BSA al 1% toda la



noche a una concentracion (1:200). Al dia consecutivo se agregd el anticuerpo secundario
fluoresceinado anti-ratobn a una concentraciéon 1:250 junto a faloidina rodaminada a una
concentracion de 40 ng/ml durante 2 horas; Seguido de tincidon de nucleos mediante DAPI por
cinco minutos. Finalmente se montd6 PVA-DABCO y se observdo en microscopio de
fluorescencia Nikon (Figura 18).
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Figura 18. Placa de 96 pozos para inhibicion de vias de sefializacion. Dicha placa se aplica para la condicion sin
suero y con suero. Los bloques de las filas A-D incluiran VEGF. De las columnas 1 a la 5 se agregara VEGF a
0.5 ng/ml y de las columnas 6-10 se agregara VEGF a 5 ng/ml. Para mayor facilidad de trabajo se sigue el patron

sefialado en la imagen.

Para la cuantificacion de vinculina se realizd tomando tres categorias: Vinculina total, focos
de adhesion y puntos de adhesion. La primera categoria incluiria todo el marcaje positivo en
la célula, los focos de adhesion incluiria a particulas con un tamafio mayor a 6 um de largo.
Finalmente los puntos de adhesion seria todo aquel marcaje menor a 6 um. Esto se debe a que
un tamafo aproximado a 6 pum compone un foco de adhesion el cual permitira la capacidad de
estar fijo en algun sustrato (51).



9.11 Andlisis estadistico

Cada experimento se realizd por cuadruplicado y las graficas presentadas son ensayos
representativos. Todos los graficos y andlisis de datos se realizaron mediante el software
GraphPad Prism 5. Presentando los resultados de experimento representativo de cuatro
experimentos en media + error estandar. Para establecer comparaciones entre grupos se
realizaron ANOVA de una o dos vias seguidos de las pruebas, con post-hoc de Tukey o
Bonferrioni con un grado de significancia de P < 0.05.



10. Resultados

El primer objetivo, que se realiz6 fue una inmunofluorescencia para corroborar la expresion
del marcador de células de linaje neuronal y no diferenciacion mediante el marcador Beta tres
tubulina y el marcador de proliferacion de proliferacion Ki-67 y el marcaje de nicleos con
DAPI, para condiciones con suero y sin suero (Figura 19). Estos resultados nos muestran el
linaje neuronal de las células cultivadas en presencia de suero asi como en la ausencia del
mismo, también se observa que las células presentan capacidad proliferativa, ya que siguen
en fase S debido a la presencia del marcador Ki-67. Se observa una tendencia a aumentar el
numero de células en proliferacion en el grupo en presencia de suero.
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Figura 19. Caracterizacion de células precursoras de epitelio olfatorio. A Imagen de inmunofluorescencia de Ki-
67 (rojo), Beta III tubulina (verde) y DAPI (azul). B Grafica de porcentaje Ki-67y Beta III tubulina en
condiciones con y sin suero (media + EE).

Posteriormente se analizé la presencia del receptor tipo 2 de VEGF (VEGFR2) en las células
precursoras del epitelio olfatorio. Es importante destacar que el VEGFR2 es el receptor de
VEGF mas comun en células de sistema nervioso (65). El andlisis por microscopia de
fluorescencia nos permitid encontrar que el VEGFR2 esta presente en las células precursoras
del epitelio olfatorio (Figura 20).



Figura 20. Receptor Flk-1 en células precursoras de epitelio olfatorio. A) células con marcador anti-Flk-1
(verde) y nucleos marcados con DAPI (azul); B) Control negativo el cual no se le adiciono el anticuerpo
especifico para VEGFR2 y solo el anticuerpo secundario (verde) y nucleos fueron marcados con D API (azul).

Nuestros primeros experimentos sobre los precursores mostraron la viabilidad las células al
ser incubadas con las diferentes concentraciones de VEGF. Los resultados demostraron que
en las dos condiciones (con suero o sin suero), o en presencia de VEGF no se presentaron
cambios significativos en la viabilidad celular (Media + EE, 100% es la media del control,
ANOVA vy post-hoc de Tukey con un valor de p < 0.05) (Figura 21).
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Figura 21. Ensayo de viabilidad para células precursoras de epitelio olfatorio bajo distintas concentraciones de
VEGF. A) Experimento para la condicion con suero donde no se observan cambios significativos entre los
grupos (media £ EE, 100% es la media del control) B) Experimentos para la condicion sin suero sin cambios
significativos entre los grupos (media + EE, 100% es la media del control). Los datos se analizaron mediante una
ANOVA de una via Post-hoc Tukey p (< 0.05).

Posteriormente procedimos a analizar si el VEGF es capaz de modificar la proliferacion
celular determinada mediante la incorporacion de BrdU a las 48 horas posteriores de
tratamiento. Encontramos que el VEGF no es capaz de modificar la proliferacion celular de
los precursores neuronales en presencia o en ausencia de suero (Media = EE, 100% es la
media del control, ANOVA y post-hoc de Tukey con un valor de p <0.05) (Figura 22 A y B).

Por otro lado, exploramos si existian células del epitelio olfatorio en proliferacion después de
haber sido cultivadas inicamente con VEGF durante 96 horas. Para esto, el marcaje con BrdU



se realizo al final del tratamiento. Los resultados indicaron que el tratamiento crénico con
VEGEF a las 96 horas tampoco modificé la proliferacion celular atin y cuando el VEGF causa
un ligero aumento con las concentraciones de 1 ng/ml y de 500 ng/ml (Figura 22-C).
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Figura 22 Ensayos de proliferacion. A) Experimento para la condicion con suero a 48 horas donde no se
observan cambios significativos entre los grupos .B) Experimentos para la condicion sin suero a 48 horas con
tendencias a disminuir en las concentraciones mas elevadas pero sin cambios significativos entre los grupos. C)
Pulso de BrdU pasadas 96 horas en tratamientos con VEGF, no se observan cambios significativos

Una vez que encontramos que el VEGF no afecta la proliferacion, ni la viabilidad de las
células precursoras del epitelio olfatorio a las 48 horas de tratamiento, se procedio a estudiar
la supervivencia de una poblacion celular marcada con BrdU antes del inicio del tratamiento
con VEGF tal y como lo describimos en los métodos. Los resultados obtenidos muestran una
constante en el porcentaje de células marcadas al inicio de los tratamientos, es decir, que no es
capaz de promover la supervivencia de los precursores neuronales que incorporaron la BrdU
al inicio del experimento (Media = EE, 100% es la media del control, ANOVA y post-hoc de
Tukey con un valor de p <0.05) (Figura 23).
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Figura 23. Ensayo de sobrevivencia para células precursoras de epitelio olfatorio bajo distintas concentraciones
de VEGF. El BrdU se colocé al inicio de los tratamientos de 96 horas, muestra un comportamiento regular sin
cambios significativos. Los datos se representan en media = EE, donde el 100% es la media del control, se
analizaron mediante una prueba de ANOVA de una via Post-hoc Tukey p (< 0.05).

Durante la neurogénesis del epitelio olfatorio se ha descrito la migracion de las células
precursoras, este evento de la neurogénesis es un proceso que conlleva cambios a nivel de
citoesqueleto y la dindmica en la formacion de las adhesiones focales (70,72). De manera
consecutiva se realizaron experimentos para determinar si el VEGF es capaz de modificar
la migracion de los precursores neuronales del epitelio olfatorio. Con la finalidad de
validar el ensayo de migracion, se realiz6 un experimento previo para determinar el tiempo
en el cual el area de migracion estaria cubierta en su totalidad. Asi mismo, corroborar que
la aplicacion de la formula descrita en la metodologia nos permite determinar el porcentaje
de area cubierta para los grupos experimentales. Para poder determinar la fase migratoria
procedimos a la evaluacioén de area y tiempo de cubrimiento. Para esto utilizando insertos
con un drea 3.1 mm? y sembrando 7,500 células por pozo procedimos analizar en cuanto
tiempo se cubria el area total de lo cual se obtuvo que en un plazo de 96 horas a partir de
haber retirado los insertos se cubria el area total. También con el fin de poder normalizar
los datos y expresarlos en porcentaje se desarroll6 la siguiente férmula:

(Area inicial—Area final)

Porcentaje de migracion = ( ) X100

Area inicial

Esta formula nos expresa en porcentaje la superficie que fue cubierta por las células
teniendo que nuestro mayor porcentaje implicara la ausencia del espacio entre células de
un pozo del area delimitada (Figura 24).



Tiempo 0 horas Tiempo 48 horas Tiempo 96 horas

Figura 24. Ensayo de migracion. Se presenta el area inicial en el tiempo cero y a las 96 horas se observa que el
area esta totalmente cubierta.

Con base a nuestros resultados que demuestran que no hay cambios en la proliferacion
dependiendo de las concentraciones de VEGF, podemos asegurar que los cambios en el area
ocupada de los precursores, estd dada por el proceso de migracion y no por la division celular.

Habiendo corroborado nuestro modelo de migracion procedimos a la aplicacion de las
distintas concentraciones de VEGF. Derivado de estos experimentos encontramos que el
VEGF es capaz de modificar la velocidad con la que el area es cubierta. En la condicion
experimental con suero se presentan dos fendmenos: el primero, el cual se observa una
tendencias en aumento de la migracion por parte de las concentraciones de 0.1-1 ng /ml a las
24 y 48 horas, empero, esto no llega a ser significativo. El segundo fenémeno se da a partir de
la concentracion de 5 ng/ml, dentro de lo cual se observa una velocidad de migracion menor
teniendo asi un menor porcentaje del 4rea cubierta y se puede apreciar a partir de las 24 horas.
Enfatizando que llega a haber diferencias significativas con las concentraciones 10 ng/ml y
50 ng/ml a las 72 horas (Figura 25-A).

En la condicion experimental sin suero se demuestra que el VEGF en la concentracion de 0.5
ng/ml es capaz de aumentar de manera significativa el proceso de migracion a las 48 horas.
Teniendo un aumento con respecto al control de su respectivo tiempo (Figura 25-B).
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Figura 25. Efecto de VEGF sobre la migracion de células precursoras de epitelio olfatorio. A) Experimento
para la condicion con suero B) Experimento para la condicion sin suero A. Se analizaron mediante ANOVA de
dos vias seguido de una post-hoc de Bonferrioni. * p < 0.05. Se representan los resultados en media + EE, el
100% equivaldra al 4rea cubierta siendo esta de 3.1 mm?.

Una vez delimitado el evento que es modificado por el VEGF decidimos explorar una de las
posibles vias de accion del VEGF, como se demostr6 previamente, los precursores neuronales
del epitelio olfatorio expresan el receptor VEGFR2, razén por la cual nosotros buscamos
inhibir la via de sefalizacion rio debajo de este receptor y asi poder corroborar que la
migracion es alterada por el VEGF.

Nosotros observamos que al inhibir el receptor VEGF mediante DMH4 y a las proteinas
implicadas en la via de sefializacion rio abajo (LY para la proteina PI3K, Bisindol para PKC,
Y8296 para la proteina Rac y SB para la proteina MAPK 1/2) la migracion se modifica para
los inhibidores DMH4 y LY, llevandonos a decir que el VEGF modula la migracion
involucrando a su receptor y a la proteina PI3K. (Figura 26).
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Figura 26. Migracion bajo vias de sefializacion inhibidas. Se observa un aumento en el porcentaje de migracion
por arte de las concentraciones de VEGF; Al inhibir el receptor Flk-1(DMH4) y la PI3K (LY) se disminuye la
migracion llevandola al mismo nivel que el control. Finalmente el inhibidor de PKC (Bis), MAPK 1/2 (SB) y
RAC (Y8296) no modificaron la migracion causada por el VEGF. Los datos se presentan en (media = EE Media
+ EE, el 100% equivaldré al 4rea cubierta siendo esta de 3.1 mm?). Se realizo un ANOVA de una via seguido de
un post-hoc de Tukey al 95%., ** p< 0.01 y *** p <0.001.

Para descartar que al ser inhibida la via de PI3K provocara muerte celular se realizdo una
cuantificacion en campos al azar con el fin de determinar el nimero de células presentes tanto
en el grupo control como en el grupo con el inhibidor de PI3K- (1)

La migracion celular es un proceso que depende de los arreglos de citoesqueleto,
especificamente de los microfilamentos organizados como fibras de tension, los cuales
sostiene o0 se apoyan en proteinas que forman parte de los complejos de adhesion focal, los
cuales son importantes para la adhesion a proteinas de matriz extracelular (16). Estos
conglomerados estan formados principalmente por integrinas, las cuales se unen el
citoesqueleto de la célula contra la matriz extracelular, permitiendo que la célula responda a
estimulos externos provenientes del substrato en el que se encuentran y asi poder migrar a
través de €l (52).

La movilidad celular estd promovida por el decremento de tamafio de las adhesiones focales
(51). En los trabajos de Youngjun Fan y colaboradores en el 2013 se demuestra que los focos
de adhesion son capaces de desensamblarse con el fin de permitir la migracion, entonces
nosotros analizamos los cambios presentes en los focos de adhesion mediante el marcador de
vinculina.



Figura 27. Inmunofluorescencia contra Vinculina y Actina. Se presenta una imagen representativa en un cultivo
de precursores neuronales en condiciones sin suero donde la vinculina (verde) y la actina (rojo) colocalizan en
las estructuras denominadas focos y puntos de adhesion.

A partir de la inmunofluorescencia realizada (Figura 27) identificamos las estructuras de
vinculina, pudimos clasificar el marcaje dado por la vinculina de las siguientes maneras:
Adhesiones focales y puntos de adhesion. Las adhesiones focales son la estructuras elongadas
mayores a 6 micrémetros, mientras que los puntos de adhesion fueron considerados como
aquellas estructuras redondas y pequenias (Figura 28 A y B). Esta clasificacion se tomd con
base a Youngjun Fan y colaboradores en su trabajo publicado en el afio 2013. Para el
marcaje de adhesiones focales al cuantificar las prolongaciones mayores a 6 pm observamos
un cambio radical dentro del cual se presenta un mayor nimero de adhesiones focales en los
grupos con los inhibidores DMH4 y LY. Y su contra parte una disminucion por parte de los
grupos con VEGF (Figura 28-C). Por otra parte al analizar los puntos de adhesion, los cuales
incluyen los puntos menores a 6 pm de longitud encontramos una mayor cantidad por parte de
los grupos con VEGF y a su vez una disminucién significativa por parte de los grupos con
inhibidores contra el grupo de 5 ng/ml de VEGF (Figura 28-D).
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Fig. 28. Analisis de adhesiones focales y puntos de adhesion. A) Se presentan los focos de adhesion de vinculina
sefialados con la flecha amarilla con un tamafio mayor a las 6 um. B) Puntos de vinculina sefialados por la
flecha. C) Adhesiones focales. Cuantificaciéon de adhesiones focales (> 6 um) como de puntos de adhesion se
observa un aumento significativo por parte de los grupos con los inhibidores DMH4 y LY. Por otra parte se
presenta una disminucion de adhesiones por parte de los grupos con VEGF. D) Puntos de adhesion.
Cuantificacion tanto de puntos de adhesion (< 6 pm) se presenta un aumento significativo por parte de los grupos
de VEGF. Por otra parte se presenta una disminucion del efecto de VEGF para los inhibidores DMH4 y LY. Los
datos se presentan en (media + EE). Se realizo un ANOVA de una via seguido de un post-hoc de Tukey al 95%.
*** p< 0.001.



11. Discusién

En este trabajo se estudio el papel del VEGF sobre tres eventos del proceso neurogénico
que se lleva a cabo en el epitelio olfatorio. Los resultados indican que el VEGF favorece la
migracion de las células precursoras del epitelio olfatorio humano, sin modificar los
eventos de viabilidad, proliferacion y supervivencia. El efecto del VEGF observado se
lleva a cabo a través de la cascada VEGFR2-PI3K, lo cual fue evidenciado con el uso de
inhibidores especificos.

Diversos estudios han propuesto que en el epitelio olfatorio existe un microambiente
permisivo para que durante toda la vida se lleve a cabo la generacion de neuronas
olfatorias (44). Asi mismo, diversos factores, tal como el VEGF, han sido propuestos como
reguladores del proceso neurogénico (44). Sin embargo el efecto directo de ellos sobre la
neurogénesis en el epitelio olfatorio no ha sido demostrado. En ese sentido, estudios
recientes de nuestro grupo sugirieron que las células del epitelio olfatorio tienen la
capacidad de producir y liberar al medio VEGF (48). Hecho que nos llevo a explorar el
efecto de este factor en las células precursoras del epitelio olfatorio, las cuales expresan las
proteina beta III tubulina. La expresion de esta proteina coincide con lo reportado
previamente (31). Ademads estas células expresan el receptor de tirosina-cinasa que esta
vinculado con el VEGF, este hecho es inherente ya que se ha reportado que el receptor
VEGFR” también llamado Flk-1 es el principal receptor efector en células de sistema
nervioso central (65).

Newman y colaboradores han demostrado que el suero presenta una gran cantidad de
factores que favorece un estado 6ptimo de los precursores neuronales de epitelio olfatorio,
quienes a su vez han demostrado que el uso de factores especificos permite el
potenciamiento de ciertas acciones por parte de las células en combinacion con el suero
(43). En este estudio, las células precursoras se cultivaron en presencia y/o en ausencia de
suero como base para inducir un efecto sinérgico que permita la co-actividad de diversas
moléculas. En nuestro trabajo también buscamos delimitar de manera especifica si el
VEGTF por si solo es capaz de tener un efecto sobre estas células del epitelio olfatorio. Para
ello, utilizando VEGF en un amplio rango de concentracion (0.1 ng/ml hasta 500 ng/ml) de
acuerdo a lo previamente reportado (24, 25, 68).

En los ensayos con WST-1, el VEGF no causo efecto sobre la viabilidad celular, ni en
presencia, ni en ausencia de suero. Aunado a lo anterior, el VEGF no afecto la
proliferacion, ni la supervivencia celular, ambos pardmetros determinados por la
incorporacion de BrdU. Estos resultados contrastan con lo reportado por otros grupos
quienes utilizando células precursoras de otras regiones neurogénicas (ZSV y ZSG) han
mostrado efecto de este factor sobre la proliferacion celular (57,68), lo cual nos reafirma
que existen cambios que son dependientes de la estirpe celular asi como de la ubicacion del
nicho neurogénico.

Otro evento relevante para la generacion de neuronas es la migracion celular (30). Estudios
recientes de Kazuhide y colaboradores demostraron que precursores de oligodendrocitos in
Vitro presentaron cambios en migracion celular al ser tratados con VEGF (65, 70). Ademas, se



ha reportado que el VEGF favorece la migracion de neuroblastos sobre la cadena rostral
migratoria de ratén (28). Los resultados de nuestro trabajo indican que en las células,
precursoras del epitelio olfatorio de humano, el VEGF favorecié la migracion de las células
precursoras del epitelio olfatorio con concentraciones (0.5 ng/ml y 5 ng/ml), a las 48 horas.

Ademaés encontramos una disminucién de la migracion a partir de las concentraciones de 50
ng/ml en la condicioén con suero, hecho que podria ser explicado por una regulacién dada por
la concentracion, eventos similares han sido descritos en relacién a que a mayor cantidad de
VEGF-A en el medio podria existir una disminucion de los receptores para VEGF-A. (48),
basandonos en la premisa de que el VEGF es capaz de modular la migracion y al tener
ausencia de dicho receptor la migracion se veria disminuida.

Diversos estudios han reportado que el VEGF actiia a través de diferentes receptores y
consecuentemente ejerce sus efectos activando diversas cascadas de sefializacion (48). En este
trabajo, encontramos que la migracidon analizada a las 48 horas fue disminuida en las células
que fueron incubadas en presencia del inhibidor para el receptor VEGFR2. Ademas, la
migracion causada por el VEGF se encontré disminuida cuando se utilizé el inhibidor
especifico para la proteina PI3K (46). Esta via ha sido involucrada en el evento de migracion
celular (46), lo cual podria apoyar que en las células precursoras del epitelio olfatorio de
humano, el VEGF estd actuando a través de la cascada VEGFR2-PI3K para favorecer la
migracion celular

La movilidad celular es un proceso dindmico que requiere del ensamble o desensamble de
unidades especializadas para la adhesion o para la movilidad (51). Estos complejos
multiproteicos conocidos como focos de adhesion contienen una proteina llamada vinculina
(28). De tal modo que con base en el marcaje de vinculina se puede determinar el estado del
foco de adhesion. En nuestro estudio el VEGF-A disminuyo la presencia de focos de
adhesion, favoreciendo la presencia de puntos de adhesion. Esto apoya el efecto del VEGF-A
sobre la migracion de las células precursoras del epitelio olfatorio de humano.

De tal modo que en conjunto pudimos apreciar que los focos de adhesion tienen un mayor
longitud y mayor presencia en células que no migran, tal y como observamos en los grupos
tratados con los inhibidores: DMH4, SB y LY. La contraparte se puede observar en los grupos
con VEGF, los cuales mostraron una menor cantidad de adhesiones focales pero si un mayor
numero de puntos de adhesion. Basados en los trabajos de Youngjun Fan y colaboradores en
el 2013 los cuales explican que los focos de adhesion se desensamblan y asi favorecen la
migracion, nosotros pudimos determinar que el VEGF-A favorece la migracion de las células
precursoras del epitelio olfatorio a través de la cascada VEFGR2-PI3K., lo cual produce un
menor nimero de adhesiones focales, pero con un aumento en los puntos de adhesion focal.
Hay que mencionar que se desconoce qué mecanismos se encentren rio debajo del PI3K
(Figura 29).
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Adhesiones focales

Figura 28. Posible mecanismo de accion a través del cual el VEGF favorece la migracion de las células
precursoras de humano. El esquema presenta la via de accion del VEGF-A mediante la activacion del
receptor Flk-1 (VEGFR2) y este a su vez activa PI3K, el cual es capaz de modificar las adhesiones focales de
las células precursores neuronales de epitelio olfatorio de humano sin embargo aun falta dilucidar que
moléculas se encuentran rio abajo del PI3K .
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Conclusion:

El presente trabajo nos permitié obtener las siguientes conclusiones con respecto a los
precursores de epitelio olfatorio humano y el VEGF:

e Lo precursores neuronales cuentan con receptor de VEGF tipo 2.

e El VEGF no afecta la proliferacion, la viabilidad celular y supervivencia.

e El VEGF es capaz de modificar la migracion celular mediante el arreglo de
adhesiones focales.

e La migraciéon como efecto del VEGF estd relacionada con los cambios en los
complejos de vinculina. Denotando que las células expuestas a VEGF cuentan con
mayor cantidad de puntos focales y menor cantidad de adhesiones lo que conlleva a
tener una facilidad de movimiento al no estar adheridas al sustrato.

e La via de accion del VEGF esta mediada por el receptor VEGF tipo 2, la cual a su
vez activa PI3K una via de sefalizacion que desconocemos pero que modifica las
adhesiones focales de las células precursoras.
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