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BEST: Evaluacion del trastorno limite de severidad a lo largo del tiempo (The Borderline Evaluation
of Severity Over Time).
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RESUMEN

El TLP es un desorden psiquidtrico caracterizado por un patréon de inestabilidad en las
relaciones interpersonales, la autoimagen, los afectos, y una notable impulsividad. Se estima
que tiene una prevalencia del 1 al 2% de la poblacion mexicana, donde el 75% de los casos
son mujeres. Sin embargo, los elementos para la evaluacion del estado o diagnostico, ademas
de escalas clinimétricas es escasa. Siendo las células progenitoras del EO una fuente de
acceso a muestras bioldgicas que permitan estudiar aspectos relacionados con la
neurogénesis. Las células progenitoras del EO liberan exosomas, que participan en la
comunicacion intercelular y presentan cambios en su contenido en enfermedades
neuropsiquiatricas (Saeedi et al., 2019). Por lo que analizamos 120 proteinas exosomales
provenientes de las células progenitoras del EO de pacientes diagnosticados con TLP,
respecto a controles, esperando un perfil pro-inflamatorio diferencial. En el estudio
participaron seis pacientes femeninas entre 18 y 28 afios que fueron diagnosticadas mediante
SCIDII con TLP y se evalud su severidad con BEST, y cuatro controles femeninos. Se
tomaron las muestras de las células de la mucosa olfatoria, para el cultivo de las células
progenitoras del EO y la obtencion el medio condicionado; se concentr6 la muestra por peso
molecular de 3kDa. Después se aislaron los exosomas por inmuno-precipitacion, se lisaron
y se cuantifico la proteina por Bradford. Luego se confirm6 la obtencion de exosomas
mediante sus marcadores ALIX, CD9 y CD63 por Western Blot, y se compararon sus niveles
de expresion. Posteriormente se determind el contenido exosomal mediante microarreglos de
anticuerpos, por densitometria con ImageLab, y se realiz6 una prueba de comparacion
multiple de medias, con la correccién Holm Sidak de 0.05 en Prisma 8.

La proteina cuantificada por Bradford de exosomas aislados de células progenitoras del EO
de pacientes diagnosticados con TLP y participantes control no presentd diferencias
significativas, ni en los niveles de expresion de los marcadores de exosomas ALIX, CD9 y
CD63, por lo que no se ven afectados estos marcadores, ni la proteina total por el TLP.
También reportamos que la proteina obtenida aumentd al concentrar botellas de cultivo
celular, asi como al aumentar la confluencia de las células, y mediante el uso de
concentradores de peso molecular de 3 kDa, generando un método para el enriquecimiento
de la muestra. La proteina EGF involucrada en la proliferacion celular, crecimiento y
recambio del EO y las proteinas proinflamatorias de tipo quimiocinas proinflamatorias
RANTES y MCP-1 presentaron diferencias significativamente menores p <0.01 entre
pacientes diagnosticados con TLP, respecto a sujetos control en la intensidad relativa (IR) de
los microarreglos. Por lo que el perfil proteico de los exosomas procedentes de las células
progenitoras del EO de pacientes diagnosticados con TLP cambia respecto a sujetos control.



INTRODUCCION

El TLP es un desorden psiquiatrico comun y crénico que se caracteriza por severas
alteraciones funcionales: inestabilidad en las relaciones interpersonales, la autoimagen y los
afectos (impulsividad marcada), alto riesgo de suicidio, alta tasa de comorbilidades de
desordenes mentales, polifarmacia y altos costos para la sociedad. Se estima que el TLP tiene
una prevalencia del 1 al 2% de la poblacion mexicana, donde el 75% de los casos son mujeres.
Ademas de que se encuentran altamente presentes dentro de los servicios de salud, ya que en
pacientes psiquiatricos aumenta al 20% (Espinosa et al., 2009; Asociacion Americana de
Psiquiatria, 2014). Para aportar datos en la bisqueda de un biomarcador que contribuya al
diagnostico, progreso y respuesta a intervenciones, se ha propuesto la necesidad de tener
acceso a muestras bioldgicas que también permitan estudiar aspectos relacionados con la
neuroplasticidad. En este sentido, las células progenitoras aisladas del epitelio olfatorio, que
pueden diferenciarse en neuronas, son un candidato promisorio para la busqueda de posibles
biomarcadores del TLP. La neurogénesis ocurre en microambientes especiales en los que
coexisten diferentes estirpes celulares que tienen la capacidad de liberar FS. Ademas de ser
secretados, los factores solubles pueden ser almacenados en vesiculas extracelulares, entre
las que se encuentran los exosomas que son nanovesiculas formadas como vesiculas
intraluminales dentro de los cuerpos multivesiculares, que se fusionan con la membrana
plasmatica y son liberados al espacio extracelular. Los exosomas se involucran en la
comunicacion intercelular y pueden modificar la funcidon de proteinas receptoras, ademas de
que se han encontrado cambios en su contenido en enfermedades neuropsiquidtricas. El
conjunto de estas caracteristicas favorece las posibilidades de encontrar un contenido
diferencial de algunas citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento. En este estudio se
investiga el contenido de los exosomas de células progenitoras del EO de participantes

diagnosticados con TLP, asi como su comparacion con individuos sanos.



ANTECEDENTES

TRASTORNO LiMITE DE LA PERSONALIDAD
GENERALIDADES
Los trastornos de la personalidad son diagnosticados en una de cada diez personas. Inician

en la adolescencia o durante la edad adulta, manteniéndose estables en el tiempo, dando lugar
a un malestar o deterioro (Lenzenweger, 2008). De acuerdo con el Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales de la Asociacion Americana de Psiquiatria (DSM-V),
los trastornos de la personalidad se encuentran agrupados en tres grupos, donde el TLP se
encuentra en el grupo B junto a los trastornos antisocial, histridnico y narcisista de la
personalidad. Estos sujetos son considerados dramaticos, emotivos o inestables.

El TLP se define como un patron de inestabilidad en las relaciones interpersonales, la
autoimagen y los afectos, asi como de una notable impulsividad. Se estima que este trastorno
tiene una prevalencia del 1.6%, pero podria ser tan elevada como un 5.9%, la cual suele
disminuir en grupos de mayor edad. La prevalencia en la atencion primaria es de alrededor
del 6%, del 10% entre los individuos que acuden a los centros de salud mental, y del 20%
entre los pacientes psiquidtricos hospitalizados. Siendo mayoritariamente mujeres
(aproximadamente 75% de los casos), y es cinco veces mas frecuente entre los familiares
bioldgicos de primer grado de las personas con TLP (Asociacién Americana de Psiquiatria,

2014; Krabbendam et al., 2015).

Las caracteristicas que se presentan en un paciente con TLP son las bases para su diagnostico.
Estos criterios/elementos (items), deben evaluarse considerando su presencia desde el inicio
de la edad adulta y de su estabilidad a lo largo del tiempo, asi como su presencia en diversos
contextos. Se establecen nueve items, de los cuales el paciente debe presentar al menos cinco

para ser diagnosticado con TLP (tabla 1).

Elemento/

Criterio (item)

Caracteristicas

Esfuerzos frenéticos para evitar un abandono real o imaginado.

Un patréon de relaciones interpersonales inestables e intensas caracterizado por la alternancia entre

los extremos de idealizacion y devaluacion.

10




3 Alteracion de la identidad: autoimagen o sentido de si mismo acusada y persistentemente inestable.
4 Impulsividad en al menos dos aspectos, potencialmente dafiinos para si mismo.

5 Comportamientos, intentos o amenazas suicidas recurrentes, o comportamiento de automutilacion.
6 Inestabilidad afectiva debida a una notable reactividad del estado de animo.

7 Sentimientos cronicos de vacio.

8 Ira inapropiada e intensa o dificultades para controlar la ira.

9 Ideacion paranoide transitoria relacionada con el estrés o sintomas disociativos graves.

Tabla 1. tems utilizados en el diagnéstico de TLP de acuerdo con el DSM-V.

COMORBILIDAD EN EL DIAGNOSTICO

Los pacientes diagnosticados con TLP tienen una alta comorbilidad con otros trastornos, lo
que hace desafiante su tratamiento e investigacion al respecto. Ademas de que es comun que
se diagnostique a un paciente con TLP de manera errdnea, categorizandolo en otro trastorno,

por lo cual se siguen buscando complementos que mejoren y faciliten el diagndstico correcto.

El trastorno de depresion mayor (TDM) es comun en pacientes con TLP, hasta un 85% de
los pacientes con TLP cumplen los criterios para TDM. Ademas de que la mayoria de ellos
cumplen con los criterios de depresion en alglin momento, pero sin TDM. Los rasgos del
TLP se encuentran presentes mucho tiempo antes de presentar episodios depresivos, mientras
que los cambios de humor asociados al TLP no se encuentran en muchos casos de depresion
mayor severa, presentando diferentes patrones. En la depresion mayor los sintomas son
crénicos y el animo es bajo independientemente de la situacion ambiental, mientras que en
el TLP la sintomatologia es episddica y fluctuante, dependiente de los eventos de la vida
interpersonal, es decir, reactiva e inestable, cambiante con el entorno. Por ello los cambios
de humor en pacientes con TLP suelen durar solo horas (Yoshimatsu et al., 2014; Gunderson
& Phillips, 1991; Paris, 2018).

Otra comorbilidad menos comun es la de pacientes diagnosticados con TLP y trastorno
bipolar (TB), la cual es de solo el 3.6% de los casos, no obstante, causa discrepancias en su

diagnostico, ya que varios sintomas se superponen, tales como la inestabilidad emocional e
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impulsividad. Aunque tienen connotaciones distintas, la confusion se da principalmente en
pacientes que tienen sus primeros sintomas o en episodios agudos. No obstante, se pueden
diferenciar ya que en la Escala de Depresion de Hamilton (HAM-D) y la Escala de
Clasificacion de Ansiedad de Hamilton (HAM-A) tienen valores muy bajos para TB y en
TLP son muy altos. Otra diferencia es que el TB presenta una baja tasa de impulsividad y
control de la ira, contrario al TLP, pero hay una tasa mas alta de irritabilidad y
comportamiento disruptivo-agresivo. El paciente con TLP muestra impulsividad e ira en
reaccion a problemas y a largo plazo, mientras que el comportamiento irritable y agresivo
del TB solo se presenta en fases maniacas agudas que suelen durar poco. También los
pacientes con TLP muestran una tasa de conductas suicidas significativamente mas alta,
mientras que en TB rara vez se presenta (di Giacomo et al., 2017). Un problema comun es
que se diagnostica en exceso el TB, llevando al uso de medicamentos no efectivos para el
paciente. El problema de un diagnostico erroneo aumenta, debido a que el TLP incluye
sintomas que se sobreponen con otras categorias de diagnostico, causando confusion con
otros padecimientos, como TDM, esquizofrenia (SZ), trastorno por déficit de atencidn e
hiperactividad y trastorno por estrés postraumatico (TEPT) (Paris, 2018). El TEPT tiene la
tendencia de ser sobrediagnosticado, ya que muchas veces solo se toma en cuenta el historial
del trauma, y no el conjunto de sintomas especificos del TEPT, los cuales no se parecen a los
efectos del trauma que se ven en el TLP. Otro trastorno que suele diagnosticarse en exceso
es el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH). No obstante, podria tener
relacion con el TLP, debido a que se ha reportado que trastornos de conducta infantil como
TDAH y el trastorno de oposicion desafiante pueden ser precursores de TLP en algunos casos

(Paris, 2005, 2018).

Debido a que uno de los items del TLP incluye sintomas micropsicéticos o episodios
psicoticos breves, puede surgir confusion en el diagnostico con la SZ. No obstante, las
alucinaciones auditivas son mas frecuentes en pacientes con TLP, aunque suelen darse cuenta

de que no son reales, por lo que se pueden denominar pseudoalucinaciones (Paris, 2018).

ESCALAS CLINIMETRICAS
En las tltimas décadas del siglo XX, se desarrollaron herramientas para el diagnostico y

evaluacion del TLP, una de ellas es la SCID-11. Esta es administrada por médicos capacitados
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y fue disenada para producir diagnosticos psiquidtricos consistentes con el DSM-IV,
consistiendo en preguntas abiertas para cada area del contenido y al final de cada modulo,
permite que los entrevistadores agreguen las preguntas adicionales necesarias para asegurar
la validez de sus calificaciones, en una duracion que oscila entre 15 minutos y 2 horas (Azizi
et al.,, 2019; Gorgens, 2011). No obstante, desde el principio del siglo XXI se han
desarrollado dos tipos de escalas de evaluacion de la gravedad. Aquellas del primer tipo se
basan en entrevistas que requieren la presencia de un terapeuta o entrevistador. Mientras que
el segundo tipo de escalas son los autoinformes, en estos se dedica menos tiempo para
completarlos y no es necesaria la presencia de un terapeuta o una persona capacitada para
completarlos. Sin embargo, tiene la limitacion de la falta del rol activo del terapeuta y por lo
tanto puede ser menos preciso el paciente al contestarla. Un ejemplo de éstas es la BEST
(Azizi et al., 2019). Esta escala es una manera rapida de obtener instantdneamente en cada
sesion el estado actual del paciente. La escala incluye 15 elementos/criterios (items) y tres
subescalas, calificados en una escala tipo Likert. Las subescalas A y B se toman de los
criterios del DSM-IV. Los primeros ocho elementos comprenden la subescala A
(Pensamientos y sentimientos) e involucran evaluaciones de reactividad del estado de 4nimo,
alteracion de la identidad, relaciones inestables, paranoia, vacio y pensamiento suicida. Los
siguientes cuatro items comprenden la subescala B (Conductas negativas), como lastimarse
a uno mismo. Los elementos de estas subescalas se califican de 1 (Ninguno/ Leve) a 5
(Alta). Los ultimos tres elementos comprenden la subescala C (Comportamientos positivos),
que califica acciones como el seguimiento de los planes de terapia. Estos se califican de 5
(casi siempre) a 1 (casi nunca). En cuanto al puntaje total del BEST, se suman las
puntuaciones de las subescalas A y B y se resta el total de la subescala C. Se agrega un factor
de correccion de 15 para obtener la puntuacion final, que puede oscilar entre 12 (mejor) y 72
(peor). E1 BEST fue disefiado para medir la gravedad en una poblacion diagnodsticada con

TLP y no como un instrumento de diagnostico (Pfohl et al., 2009).

INFLUENCIA AMBIENTAL
Se ha sugerido una correlacion causal al desarrollo del TLP, a la falta de una crianza 6ptima

por parte de los cuidadores de ambos sexos y a las experiencias traumaticas en la infancia,
como abuso, negligencia, y la separacion materna. Los pacientes diagnosticados con TLP en

contraste con otros trastornos de personalidad, son mas propensos a reportar experiencias
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patologicas o traumadticas en la infancia principalmente de algun tipo de abuso o negligencia
infantil. El 91% reporta algun tipo de abuso (68% sexual, 71% fisico, 75% emocional y
verbal); y el 92% reporta algin tipo de negligencia infantil (el 70% por el retiro del cuidador,
50% emocional; el 60% tenian responsabilidades no adecuadas a su edad, como es la
necesidad de cuidar a un miembro familiar; y el 25% por descuido fisico); y el 62% reporta
presenciar violencia doméstica grave (Herman et al., 1989; Zanarini et al., 1997). Entre otros
traumas de la infancia relevantes para el desarrollo del TLP se ha correlacionado
significativamente un vinculo entre el comportamiento suicida con una infancia traumatica
por acoso escolar (Alberdi-Paramo et al., 2020), un factor que se considera relevante en estos
pacientes, ya que entre el 75 y 80% de pacientes diagnosticados con TLP realizan intentos
de suicidio (Jopling et al., 2016). Otro factor que correlaciona significativamente con los
sintomas del TLP son las separaciones maternas extendidas que ocurren antes de los 5 afios
(Crawford et al., 2009).

ALTERACIONES GENETICAS Y HORMONALES

El estrés en la vida temprana se considera un factor que contribuye al inicio del TLP, ya que
aproximadamente el 90% presenta antecedentes de experiencias estresantes o traumaticas,
no obstante, se sugiere una compleja interaccion epigenética para el desarrollo de los
trastornos mentales (Battle et al., 2004; Heim & Binder, 2012). Para conocer la reactividad
del estrés en el TLP algunos investigadores han evaluado la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-suprarrenal (HHS) y su producto final, el cortisol (Thomas et al., 2019). La
alteracion del HHS puede contribuir a la fisiopatologia del TLP, ya que se ha demostrado
durante la exposicion a la Prueba de Estrés Social de Trier, en los pacientes femeninos
disminuye significativamente el cortisol salival y en pacientes masculinos aumenta en
comparacion con los controles. La respuesta del HSS al estrés en mujeres es mas grande y
sostenida. La posible explicacion a esta respuesta es que el estradiol favorece la actividad del
HSS, mientras que la testosterona tiene un efecto inhibitorio. Por lo que estos niveles
diferenciales en la actividad del HHS entre los pacientes diagnosticados con TLP pone de
manifiesto la importancia del sexo (Inoue et al., 2015; Toufexis et al., 2014). En cuanto a los
pacientes con sintomas comodrbidos también se han reportado diferencias en los niveles de
cortisol basal. Por ejemplo, pacientes con trastorno por estrés postraumatico (TEPT) sin

comorbilidad no presentaron diferencias respecto a los controles, pero pacientes con TLP con
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sintomas de TEPT presentan una disminucion de cortisol salival. En cambio, en pacientes
con TDM en comorbilidad con TLP se ha reportado que aumentan los niveles de cortisol
respecto a los controles. Lo anterior es importante porque se ha sugerido que existen grupos
de pacientes con TLP con cambios notorios en su perfil endocrino (Jogems-Kosterman et al.,
2007; Thomas et al., 2019; Wingenfeld et al., 2007). También, se ha encontrado una
correlacion positiva entre la historia de abuso sexual y los niveles de cortisol en pacientes
con TLP, donde niveles mas altos de cortisol se correlacionan positivamente con la gravedad
de abuso sexual y niveles mas bajos se encuentran en pacientes con TLP que presentan
antecedentes emocionales y de negligencia, mientras que en pacientes con trastorno bipolar
(TB) se ha reportado una correlacion negativa, lo que sugiere que hay una respuesta distinta
para cada trastorno (Mazer et al., 2019; Thomas et al., 2019). Por otra parte, a nivel genético
se han encontrado variantes en el funcionamiento del eje HHS en asociacion con el
diagnéstico del TLP, los autores reportaron dos polimorfismos de nucledtido tinico (SNP)
FKBP5 (154713902 y rs9470079) que mostraron una asociacion significativa a pacientes con

TLP (Martin-Blanco et al., 2016).

Otro gen estudiado es el de la oxitocina que es responsable de la trascripcion de la hormona
oxitocina (importante en el funcionamiento socioemocional) y su relacion con el TLP. Se ha
demostrado que en el SNP rs53576, los heterocigotos tenian sintomas elevados de TLP en
condiciones familiares negativas y sintomatologias menores en condiciones positivas,
mientras que homocigotos tenian niveles promedio de TLP independientemente de su
entorno familiar, por lo que se ha sugerido que podria ser predictor de la calidad del
funcionamiento familiar para predecir la sintomatologia de TLP en el futuro (Hammen et al.,

2015).

Otras alteraciones consistentes son los déficits de serotonina, lo cual sugiere que esta
relacionado con los comportamientos suicidas e impulsivos, presentes en el TLP. En ese
sentido, se han sugerido varios genes candidatos involucrados como el de la monoamino
oxidasa A (MAOA) (Dammann et al., 2011) y el gen del transportador de serotonina (5-HTT)
(Ni et al., 2006). En cuanto a las interacciones genéticas que podrian involucrarse con la ira
y la agresion se sugieren variantes genéticas en el receptor de dopamina 4 (DRD4) y el

polimorfismo 5-HTTLPR del gen del transportador de serotonina (Simons et al., 2011).
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También se ha estudiado la reactividad de la amigdala a los estimulos emocionales y como
estd modulada genéticamente por variantes del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BNDF siglas en Inglés), donde se ha reportado una asociacion del alelo Val66Met del BNDF
con un déficit en la habituacion de la amigdala a los estimulos emocionales repetidos, lo cual
puede ser un endofenotipo de trastornos que implican una desregulaciéon emocional, como el
trastorno limite de la personalidad (TLP). La asociacion del alelo 66Met con un déficit de
habituacion a imégenes emocionales desagradables se ha reportado significativa en pacientes

con TLP (Kuo & Linehan, 2009; Pérez-Rodriguez et al., 2017).

ALTERACIONES PROINFLAMATORIAS
El estrés en la vida temprana se ha asociado con una inflamacién que se presenta antes del

desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos al favorecer la produccion de citocinas
proinflamatorias, entre las cuales se encuentran las quimiocinas, proteinas involucradas en
las respuestas inflamatorias, las cuales se presentan en trastornos neuropsquiatricos, ya que
se observa un escenario de inflamacion cronica impulsada por factores de estrés psicosocial,
aumentando la generacion de moléculas de patrones moleculares asociados a danos (DAMP),
activando asi respuestas inflamatorias periféricas y neuroinflamatorias. Estos aumentos de
DAMP circulantes se han reportado en trastornos neuropsiquiatricos, principalmente en
TDM y TB (Fleshner et al., 2017). También se ha descrito en trastornos de la personalidad,
incluido el TLP, aumentos en los niveles plasmaticos de MCP-1 (proteina quimioatrayente
de monocitos-1) y SDF-1 (factor derivado del estroma) (Ogtodek et al., 2014). Asi como un
aumento significativo en la quimiocina CCL-5/RANTES en el TLP. Sin embargo, el TLP
fue menor que los grupos de trastornos de personalidad (obsesivo compulsivo, personalidad
evasiva con desorden de pdnico) y desorden del panico (Oglodek et al., 2016).
Adicionalmente el estrés cronico también aumenta la produccion de citocinas
proinflamatorias, las cuales pueden acceder al cerebro activando la microglia y los astrocitos,
generando neuroinflamacion, lo cual a su vez modifica negativamente la actividad de areas
cerebrales relacionadas con algunos trastornos como la depresion (Wieck, et al. 2016). La
depresion es una de las comorbilidades presentes en los pacientes con TLP y con la cual
RANTES mostré una asociacion significativa. Mientras que en el caso de la otra
comorbilidad con la que RANTES present6 asociacion significativa es la ansiedad, la cual

presenta una comorbilidad con el TLP del 89%, siendo la mas alta entre trastornos de la
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personalidad (Saccaro et al., 2021). Por lo que esta produccion de citocinas modula el estado
de 4nimo y la cognicion al reducir los niveles de monoaminas y alterar la neuroplasticidad,

contribuyendo al desarrollo del TLP.

En pacientes diagnosticados con TLP sin comorbilidad se han reportado cambios
significativos en las vias proinflamatorias de 6xido nitrico sintetasa (iNOS) y ciclo-oxigenasa
(COX-2). Ademas, se presenta el aumento en los niveles plasmaticos de IL1p (Diaz-Marsa
et al., 2012). Mientras que los pacientes con TLP comorbidos con depresion mayor presentan
un perfil sérico con aumento significativo en las concentraciones de cortisol, TNF-alpha, e
IL-6, respecto a los controles (Kahl et al., 2006). Estos aumentos significativos de marcadores
inflamatorios periféricos también se han reportado en respuesta a estrés y a la ansiedad

(Marsland et al., 2017; Saccaro et al., 2021).

ALTERACIONES MORFOLOGICAS
La infancia es un periodo sensible en el desarrollo neuroldgico presentandose un rapido

desarrollo mediante la mielinizacion y la poda sinaptica. Estos procesos son sensibles ante la
presencia de eventos traumaticos (Ismail et al., 2017). En los pacientes diagnosticados con
TLP se presentan alteraciones consistentes en algunas regiones cerebrales. A nivel
morfoldgico se reportan disminuciones volumétricas en el hipocampo en un 12% y de la
amigdala en un 17% en promedio como candidatos a endofenotipos del TLP (Ruocco et al.,
2012), al igual que en la circunvolucion cingulada en la materia gris de las areas 24 y 31 de
Browmann, tanto en adultos como adolescentes. Algunas de estas alteraciones se relacionan
con el procesamiento afectivo, el control de los impulsos y la cogniciéon (Goodman et al.,
2011; Hazlett et al., 2005). Aproximadamente el 75% de las personas diagnosticadas con
trastorno limite de la personalidad presentan conductas autolesivas impulsivas, lo que sugiere
que pueden estar asociadas con la disfuncion del l6bulo frontal y puede surgir de una
conectividad deteriorada entre el 16bulo frontal y otras regiones (Grant et al., 2007). También,
se han reportado alteraciones prefrontales de la sustancia blanca en pacientes con TLP con
afecciones en el fasciculo uncinado, que es un tracto que une a la amigdala y corteza
orbitofrontal, y que comunica el l6bulo temporal. Este tracto es importante en la red de

regulacion de emociones (Marino et al., 2015; Nenadi¢ et al., 2020).
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En la materia gris también se han observado alteraciones, particularmente en las regiones
fronto-limbicas como en la corteza orbitofrontal (COF), la cual estd implicada en la
desregulacion emocional e impulsividad del TLP, los autores reportaron una asimetria con
pérdidas del volumen del lado derecho de la materia gris de la COF en comparacion con los
controles (Chanen et al., 2008; Takahashi et al., 2019).

SISTEMA OLFATORIO EN EL TLP

Recientemente, se reportaron cambios en la morfologia del surco olfativo en adolescentes
diagnosticados con TLP, estos pacientes tenian un surco olfativo derecho menos profundo
que los controles, esta profundidad esta correlacionada negativamente con la gravedad de la
impulsividad e inestabilidad afectiva, y con el historial de exposicion al trauma de los
pacientes con TLP (Takahashi et al., 2019). La profundidad del surco olfativo también se
encuentra alterada en otros trastornos neuropsiquiatricos como la SZ (Nishikawa et al., 2016),
mientras que en individuos sanos la profundidad del surco olfativo se relaciona con la funcion
olfativa siendo mas profunda en el hemisferio derecho debido a la lateralizacion funcional
del sistema olfativo (Hummel et al., 2003).

NEUROGENESIS Y BIOMARCADORES

A pesar de las evidencias que muestran cambios morfoldgicos a nivel central o periférico en
pacientes con diagnostico de TLP se han buscado marcadores adicionales que contribuyan al
diagndstico, progreso y respuesta a intervenciones en el TLP que estén asociados con la
neuroplasticidad, sobre todo porque se presenta la disminucién del volumen de la amigdala
y del hipocampo (Ruocco et al., 2012). En la tltima region se ha descrito la presencia de
neuronas de nueva generacion en roedores y recientemente en humanos (Kempermann et al.
1997; Boldrini et al 2019). Ademas, se ha reportado que la generacion de nuevas neuronas
es un proceso de la plasticidad que se encuentra alterado en algunos trastornos
neuropsiquiatricos (Kempermann et al., 2008). De tal modo que el estudio de este proceso en
el contexto de los trastornos neuropsiquiatricos es relevante, ya que puede permitir el analisis
de cambios en la capacidad de las células troncales o progenitoras para generar neuronas, asi
como para producir y secretar proteinas con utilidad como posibles biomarcadores. Sin
embargo, una de las limitaciones es que a nivel central la neurogénesis ocurre de manera
constitutiva en el hipocampo y en el sistema formado por los ventriculos laterales-bulbo

olfatorio (BO), hecho que hace inaccesible la obtencién de células troncales/progenitoras.
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Sin embargo, estudios recientes han propuesto que una fuente de células

troncales/progenitoras con capacidad para formar neuronas y de fécil acceso es el EO.

EPITELIO OLFATORIO

ESTRUCTURA Y CONEXIONES
En la region superior-posterior de la cavidad nasal se encuentra la mucosa olfatoria, la cual

esta formada por la lamina propia y el EO en su capa superficial, separadas por la membrana

basal (Figura 1).

BULBO OLFATORIO

NERVIO OLFATORIO

EPITELIO OLFATORIO

Figura 1. Ubicacion del epitelio olfatorio.

El epitelio olfatorio se encuentra en la region superior-posterior de la cavidad nasal, donde se
encuentra interconectado con el bulbo olfatorio. Traducido de Mackay-Sim, a. (2010). Stem cells and
their niche in the adult olfactory mucosa. Recuperado de
http://www.architalbiol.org/index.php/aib/article/view/1143/1068.

El EO es un tejido altamente heterogéneo, pseudoestratificado formado de tres capas
primarias: una capa basal, compuesta de células basales horizontales (HBC) y globosas

(GBC); una region intermedia, que contiene neuronas sensoriales olfativas maduras e
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inmaduras; y una capa apical, que se encuentra expuesta a la cavidad nasal y que contiene a

las células sustentaculares (células de soporte) (Figura 2).

LUMEN DE LA CAVIDAD NASAL

/ CILIOS OLFATORIOS

CELULAS DE SOPORTE —»

NEURONAS SENSORIALES

CELULAS BASALES GLOBOSAS —

rYC BRI i e

-<— MEMBRANA BASAL
CELULAS BASALES HORIZONTALES

HAZ DE AXONES
GLANDULAS DE BOWMAN’S

LAMINA PROPIA

Figura 2. Composicion del epitelio olfatorio.

Después de la lamina propia separada por la membrana basal se encuentra el epitelio olfatorio, que
se compone de células basales horizontales (HBC) y globosas (GBC); neuronas sensoriales; y las
células sustentaculares (células de soporte). Traducido de Mackay-Sim, A. (2010). Stem cells and
their niche in the adult olfactory mucosa. Recuperado de
http://www.architalbiol.org/index.php/aib/article/view/1143/1068

El EO esta conectado con el sistema nervioso central (SNC), los axones de las neuronas
sensoriales olfativas (OSNs) de la region intermedia del EO son células bipolares que se
extienden a la ldmina propia, formando haces rodeados por células gliales de la envoltura
olfatoria (OEC) que penetran en el craneo a través de la lamina cribosa para hacer sinapsis
con otras neuronas del BO, estds neuronas proyectan a las cortezas olfatorias primarias, la
piriforme y entorrinal (Hernandez-Ramirez, 2011; Mackay-Sim, 2010; Saive et al., 2014).
Tanto el BO como la corteza entorrinal envian conexiones a la amigdala corticomedial, que
a su vez envia densas proyecciones a los ntcleos basolaterales de la misma amigdala, estos

ultimos no reciben proyecciones del BO, pero si de la corteza piriforme y entorrinal lateral.
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El BO vy la corteza piriforme también envian proyecciones directas a la corteza entorrinal
lateral y ésta a su vez, proyecta al hipocampo (Krettek & Price, 1978; Price, 1973; Swanson
& Kohler, 1986). La corteza entorrinal lateral ademas de llevar la informacién de las areas
corticales olfativas a la amigdala e hipocampo tiene conexiones reciprocas que llevan de
regreso informacion a las areas corticales olfativas (Insausti et al., 1997). Posteriormente
desde estas areas, la informacion se transmite a las cortezas olfativas secundarias compuestas

de la corteza orbitofrontal (COF) y la corteza insular (Saive et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Representaciones esquematicas de los componentes de la via olfatoria.

A) Indica larelacion entre el epitelio y bulbo olfatorio con las areas limbicas (amigdala e hipocampo).
Mouly, A.-M., & Sullivan, R. (2010). Memory and Plasticity in the Olfactory System: From Infancy
to Adulthood. Recuperado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK55967/. B) Sefala las
cortezas olfatorias primarias y secundarias que reciben informacion de la via olfatoria. Ami,
amigdala; CE, corteza entorrinal; HP, hipocampo; COF, corteza orbitofrontal; CP, corteza piriforme;
Tal, talamo. Saive, A, et al., (2014). A review on the neural bases of episodic odor memory: from
laboratory-based to autobiographical approaches. Recuperado de
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2014.00240.

Hipocampo

Epitelio olfatorio

Debido a estas interacciones directas entre el BO y cortezas olfativas primarias con las
regiones del sistema limbico (amigdala e hipocampo) involucradas en la emocidon y memoria,
los humanos pueden evocar experiencias emocionales como las autobiograficas (Mouly &
Sullivan, 2010).

CELULAS PROGENITORAS DEL EPITELIO OLFATORIO Y LA NEUROGENESIS

El EO alberga las neuronas sensoriales olfativas (OSNs), las cuales se reemplazan
continuamente dentro del EO a lo largo de la vida del individuo. La neurogénesis en el
epitelio olfatorio continia durante toda la vida, lo que lo hace un modelo neurogénico y de

plasticidad neuronal (Nibu, 2002). El EO permite el acceso a las células madre, progenitores
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neuronales y neuronas en humanos adultos, lo que permite trabajar con genes reguladores,
factores de crecimiento y citocinas que controlan la neurogénesis (Mackay-Sim, 2010). Los
axones de las OSNs abandonan el EO formando haces y fasciculos en la lamina propia antes
de llegar al BO donde hacen sinapsis con células mitrales e interneuronas, las cuales son
generadas por neurogénesis en la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos laterales, ya
que las células progenitoras neurales formadas en la SVZ migran uniéndose como

interneuronas en los circuitos neuronales en el BO (Curtis et al., 2009).

El BO recibe la informacion del EO a través de los axones de las OSNs. Las OSNs se
reemplazan continuamente en adultos a partir de un nicho neurogénico del EO, cuyas células
madre son las HBC, éstas pueden regenerar todos los tipos celulares del EO (Mackay-Sim,
2010). El EO estd compuesto de células madre progenitoras que pueden diferenciarse en
varios linajes celulares y liberar factores tréficos que pueden influir en la diferenciacion
(Zhang et al., 2005). Se ha reportado que los factores del crecimiento regulan la proliferacion
de células madre y progenitoras, por lo tanto, la neurogénesis en el EO. Se ha sugerido que
primeramente la proliferacion de las HBC se estimula por EGF (factor de crecimiento
epidérmico) y TGFa (factor de crecimiento transformador o) (Farbman & Buchholz, 1996),
posteriormente las HBC pueden diferenciarse en células basales globosas (GBC) cuyos
factores involucrados no han sido descritos, mientras que FGF» (factor de crecimiento de
fibroblastos-2) estimula la proliferacion de las GBC. Luego el TGFB2 (factor de crecimiento
transformador B2) induce la diferenciacion de GBC en neuronas inmaduras; y PDGF-AB
(factor de crecimiento derivado de plaquetas AB) promueve la supervivencia de las neuronas
inmaduras, por lo que se sugiere que las HBC pueden generar todas las células del OE y
probablemente las GBC sean las células madre multipotentes y las precursoras neuronales

inmediatas (Figura 4) (Mackay-Sim, 2010; Newman et al., 2000).
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Figura 4. Esquema de los factores de crecimiento que regulan la neurogénesis del epitelio
olfatorio con sus tipos celulares correspondientes.

Larelacion entre las células basales horizontales y las células basales globosas no esta probada (flecha
puntueada). CBG, célula basal globosa; CBH, célula basal horizontal; NI, neurona inmadura; NM,
neurona madura. Traducido de Newman, M. P. et al. (2000) Growth factor regulation of neurogenesis
in adult olfactory epithelium. Recuperado de https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0306-
4522(00)00194-9

Una caracteristica de las células madre es la liberacion de factores angiogénicos y de
crecimiento, hormonas, citosinas, quimiocinas, proteinas de la matriz extracelular,
microvesiculas y exosomas, los cuales se han detectado en el medio condicionado (CM) de
cultivo de células madre progenitoras del EO humano (hNs/PCs-OE), asi como la produccién
y liberacion de factores solubles (FS) en CM, los cuales son secretados también de otras
células madre mesenquimales demostrando tener efectos neuroprotectores en algunas
patologias. Particularmente los FS de las hNs/PCs-OE impactan a las células precursoras del
hipocampo de murino adulto, experimentando la diferenciacion de astrocitos con la IL-6
como mediador. Por lo que estos FS interfieren en el fenotipo y en el destino de las células
precursoras neuronales del hipocampo en el murino adulto in vitro, por lo que sugiere que
los FS de hNS/PCs-OE se encuentran involucrados en la neurogénesis adulta (Gomez-

Virgilio et al., 2018). También se ha encontrado en las hNS/PCs-OE el factor neurotréfico
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derivado del cerebro (BDNF), asi como su receptor TrkB. El BDNF participa en procesos
como la migracion celular y se encuentra en microambientes pro-neurogénicos (Ortiz-Lopez
et al., 2017). Las hNs/PCs-OE se encuentran indiferenciadas y tienen la capacidad de
autorrenovacion, asi como de generar neuronas y glia (Jiménez-Vaca et al., 2018). Por lo que
estas caracteristicas de las hNS/PCs-OE, hace al EO una region altamente pléstica, ademas
de su facil acceso a ella, ya que es externa al SNC, sin embargo, se sugiere como una region
indirecta, que puede verse afectada por algunas enfermedades neuropsiquiatricas debido a su

relacion con el BO y regiones del sistema limbico.

La neurogénesis requiere de sefiales, tales como la secrecion de moléculas como las citocinas,
factores de crecimiento, los neurotransmisores y las hormonas, sin embargo, ademas de estas
seflales bien reconocidas, las vesiculas extracelulares también actian como mensajeros
intercelulares, particularmente los exosomas, estan implicados en la transferencia de ARNm,
microARN (miARN), proteinas y lipidos entre las células, por lo que pueden modificar la
funcion de las células receptoras. Se ha sugerido que los exosomas desempefian un papel
importante en diferentes nichos de células madre, como las células madre mesenquimales;
células madre cancerosas y el nicho premetastasico. Por lo que es probable que los exosomas
tengan un papel potencial en la fisiologia y patologia de la neurogénesis adulta (Batiz et al.,
2016).

EO EN LA REGENERACION

Gracias a su accesibilidad, el EO en humanos adultos representa una fuente accesible para
comprender la neurogénesis adulta bajo condiciones fisioldgicas y patologicas (Mackay-Sim,
2010). Se ha reportado su uso en terapias de reemplazo celular (neuronas), por ejemplo, en
ratas se ha demostrado que el trasplante de células madre mesenquimales (MSC) mejora la
recuperacion de la lesion de la médula espinal (Urdzikova et al., 2014). En ratones con células
madre ecto-mesenquimales olfativas humanas (OE-MSC), se reportd que éstas migran hacia
sitios de dafio neural diferencidandose en neuronas, estimulan la neurogénesis enddgena,
restablecen la transmision sindptica y mejoran la potenciacion a largo plazo en lesiones del
hipocampo, ademas mostraron una restauracion del aprendizaje y la memoria en las pruebas
de comportamiento (Nivet et al., 2011). También las alteraciones neurobioldgicas en el
sistema limbico de los pacientes con enfermedades neuropsiquidtricas pueden afectar o

reflejarse en el circuito olfativo, incluidas las células neurales en la mucosa olfatoria, tal
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como en el Alzheimer (Conti et al., 2013) y la SZ, esta ultima tiene alteraciones similares al
TLP (Chen et al., 2018). También en pacientes con SZ se han reportado densidades y
proporciones de las neuronas del EO que son anormales en diferentes etapas del desarrollo

(Arnold et al., 2001).

EXOSOMAS

VESICULAS EXTRACELULARES

Las vesiculas extracelulares (EVs por sus siglas en inglés), son un grupo de vesiculas
secretadas por la mayoria de las células; éstas llevan diversas cargas, como proteinas;
especies de RNA (mRNA, miRNA, IncRNA, etc), DNAs (DNAmt, ssDNA); y lipidos, los
cuales pueden transportarse e intercambiarse entre células, por lo que se ha sugerido que estas
vesiculas tienen un impacto en los procesos fisiologicos como la comunicacion intercelular
tanto a nivel paracrino como sistémico.

De acuerdo con sus propiedades, mecanismo de liberacion y biogénesis, se clasifican en:

= Cuerpos apoptdticos (500-2000 nm), éstas brotan de la membrana de las células que

sufren apoptosis, y son tipicamente engullidas por macréfagos.

= Microvesiculas (50-1000 nm), se forman directamente de la membrana plasmatica y

contienen cargas que son llevadas a células vecinas.

= Exosomas (40-200 nm), son la clase mas pequena de vesiculas extracelulares. Tienen
origen endocitico, son formados como vesiculas intraluminales (ILVs) dentro de la
membrana limitante de endosomas tardios o cuerpos multivesiculares (MVBs), donde
hay dos posibles vias: se pueden fusionar con el lisosoma, degradando su contenido, o
fusionarse con la membrana plasmatica y liberar las ILV que contienen los exosomas al

espacio extracelular (Gheinani et al., 2018; Saeedi et al., 2019; Yang et al., 2016).

GENERALIDADES DE LOS EXOSOMAS
Los exosomas son nanovesiculas liberadas por una gran variedad de fluidos corporales como

la sangre, semen, saliva, plasma, fluido cerebrospinal, fluido epididimal, fluido amniotico,
fluido sinovial y leche materna (Gurunathan et al., 2019).

A diferencia de otras EVs, los exosomas presentan en su bicapa lipidica proteinas altamente
expresadas, como TSG101, Alix y CD63, que son utilizadas como marcadores especificos

para este tipo de estructuras, ademas de contener en su interior diferentes clases de RNA
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(mRNA, IncRNA, miRNA). Los exosomas se encuentran implicados en la transferencia de
RNAm, miRNA, proteinas y lipidos, por lo que pueden modificar la funcion de las células

receptoras (Kowal et al., 2014; Yang et al., 2016).

Se ha reportado que la liberacion de los exosomas se encuentra modulada por la actividad
sinaptica glutamatérgica, lo que sugiere que es parte de la fisiologia sinaptica normal, ademas
de que se ha reportado que los cuerpos multivesiculares que liberan los exosomas son
aproximadamente 50 veces menos frecuentes en axones que en somas o dendritas, lo que
respalda el papel de los exosomas en la sinapsis. Estos hallazgos sugieren que los exosomas
participan en la fisiologia del sistema nervioso normal y patolégico (Altick et al., 2009;
Lachenal et al., 2011). Ademés de que la modulacion de la liberacion de los exosomas
también se ve alterada por la expresion de los receptores de serotonina en la microglia,
mostrando la posible correlacion de los exosomas con los trastornos neuropsquiatricos
debido a que tanto como la comunicacion celular como la liberacion de neurotransmisores
son factores importantes en la psicopatologia (Glebov et al., 2015).

EJEMPLOS DE EXOSOMAS EN ALGUNAS ENFERMEDADES

Estas nanovesiculas tienen un uso terapéutico principalmente en diversos tipos de céancer,
favoreciendo el nicho-premetatastico (Morse et al., 2005; Nawaz et al., 2014), ademas de
reportarse que la biogénesis de los exosomas se ve alterada en estados de enfermedad, en
cancer a menudo la cantidad de exosomas es mas elevada, ya que las células tumorales los
secretan en niveles mas altos (Whiteside, 2016). Sin embargo, el campo de los exosomas en
los trastornos mentales se encuentra en sus inicios y los cambios de la biogénesis de los
exosomas no se han estudiado a fondo. No obstante, el potencial del contenido de los
exosomas como biomarcador en enfermedades neuropsiquidtricas se ha demostrado con
cerebros de pacientes que fueron diagnosticados con SZ y TB, donde en las cortezas
prefrontales postmortem se confirmd la presencia de dos miRNAs que aumentaron
significativamente su expresion, el miR-497 en muestras de SZ y miR-29¢ en muestras de
TB (Banigan et al., 2013). También se ha demostrado el papel de las proteinas en exosomas
en los trastornos mentales, como es el caso de la Claudina-5 (Cldn5), que es una proteina de
unién estrecha presente en la barrera hematoencefalica. Cuando la Cldn5 se elimina en
ratones, induce comportamientos depresivos en estos ratones, y el tratamiento antidepresivo

vuelve a aumentar los niveles de Cldn5 (Menard et al., 2017; Saeedi et al., 2019).
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JUSTIFICACION

A pesar de que el TLP tiene una prevalencia estimada del 1.6%, se calcula que en pacientes
psiquiatricos ambulatorios aumenta al 10% y en pacientes hospitalizados a un 20%
(Asociacion Americana de Psiquiatria, 2014; Sverak et al., 2019). Lo anterior apunta a que
dentro de los servicios de salud se atiende a un porcentaje mayor de pacientes con TLP. No
obstante, fuera de las escalas clinimétricas, son escasos los elementos diagndsticos y posibles
marcadores que apoyen al clinico en la evaluacion del progreso de la enfermedad. De tal
modo que el contenido proteico de los exosomas obtenidos de células progenitoras del EO
de pacientes con diagnostico de TLP podria permitir encontrar proteinas candidato a
marcadores del trastorno que estén relacionadas con cambios plasticos reflejados por la
generacion de neuronas. En ese sentido, es posible que el contenido proteico de los exosomas

pueda reflejar cambios fisiologicos y del desarrollo de la enfermedad.

HIPOTESIS

* Los exosomas de células progenitoras del EO de participantes diagnosticados con TLP
presentan un perfil proteico pro-inflamatorio en comparacion con el contenido proteico

de los exosomas de sujetos sanos.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

= Identificar el contenido proteico de los exosomas de los participantes diagnosticados

con TLP y de sujetos control.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el procedimiento para aislar los exosomas de las células progenitoras del
EO de pacientes diagnosticados con TLP, y de sujetos control.

2. Caracterizar los exosomas obtenidos de las células progenitoras del EO de
participantes diagnosticados con TLP y controles, mediante la expresion de sus

marcadores transmembranales de superficie.
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3. Comparar el contenido proteico de los exosomas procedentes de células progenitoras
del EO de participantes diagnosticados con TLP y de sujetos control, utilizando
arreglos de anticuerpos que identifican 120 proteinas de las familias de las citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento.

4. Correlacionar los valores de intensidad relativa de las proteinas proinflamatorias

diferenciales con los valores de clinimetria BEST y SCIDII de los participantes.

METODO

POBLACION
La muestra de estudio fueron pacientes con diagnostico de TLP atendidos en el Instituto

Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muiiiz (INPRFM), que previamente aceptaron
y firmaron un consentimiento informado. Se realizé un estudio comparativo del contenido de
los exosomas entre dos grupos, que cumplieron con los criterios de inclusion (tabla 3). El
grupo A correspondiente a los controles y el grupo B incluyd a los participantes
diagnosticados con TLP antes de recibir un tratamiento (tabla 2). Los participantes fueron
captados previamente por el Dr. Francisco Javier Vegas Rodriguez, con la aprobacion del
Comité de Etica en Investigacion del INPRFM (CEI/C/012/2016, #folio 00818). Los
pacientes fueron diagnosticados con la entrevista clinica estructurada para el DSM-1V—eje 11
(SCID-II). Para la valoracion de la gravedad o cambio en el TLP se utilizo la prueba

diagnéstica “Borderline evaluation of severity over time (BEST).”

Grupo A B
Caracteristicas | Controles (sanos) Pacientes diagnosticados con TLP antes del tratamiento
Individuos 4 6

Tabla 2. Caracteristicas de los grupos y subgrupos.
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Criterios de inclusion

Criterios de eliminacion

Sexo femenino.
Edad entre 18 y 28 afios.

Pacientes con diagndstico de TLP con base en los criterios del DSM-V

utilizando SCIDII.
Pacientes sin diagnodstico clinico de discapacidad intelectual.

Pacientes que acepten participar en el estudio y firmar el consentimiento

informado.
Pacientes que no presentaran un proceso de tipo inflamatorio.

Pacientes sin comorbilidades psiquiatricas, excepto de tipo ansiosas y

depresivas

Pacientes en los que la toma de
muestra de las células de mucosa
olfatoria no sea satisfactoria para
los analisis moleculares

definidos.

Pacientes que decidan suspender

su participacion en el estudio.

Tabla 3. Criterios de inclusion y eliminacion de los pacientes.

OBTENCION DE LA MUESTRA

Antes de tomar la muestra a los participantes, se realizé lavado nasal con solucion salina dos
veces (Afrin Pure Sea, Schering-Plough S.A. de C.V., Ciudad de México, México),
posteriormente se limpid con papel higiénico y se realiz6 una exfoliacion nasal del cornete
medial-lateral y la region inicial del cornete superior al cepillar la pared lateral de la cavidad
nasal y el tabique con un movimiento circular (Franco et al., 2017). Las células de la mucosa
olfatoria fueron tomadas por raspado con un hisopo por el Q.F.B. Leonardo Ortiz Lopez.
Después de la exfoliacion, las células que estaban contenidas en el cepillo se separaron
lavando con DMEM/F12 (medio Eagle modificado de Gibco Dulbecco: mezcla de nutrientes
F-12) y se colocaron en placas de 35 mm (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EE.
UU.) Estas células se propagaron para generar un reservorio, a partir del cual se generaron
viales, que contenian aproximadamente 1,500,000.00 de células cada uno. Los viales se
utilizaron para propagar en botellas de 75cm?. Las cuales se cultivaron en DMEM/F12 con
10% SFB (suero de bovino fetal), hasta que alcanzaron una confluencia del 80% (porcentaje
del area de la placa de cultivo que aparece cubierta por células). Después se cultivaron en

DMEM/F12 que contenia 1% de los suplementos B27 y la combinacion de EGF (Factor de
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crecimiento epidermal) + FGFb (Factor de crecimiento fibroblastos bésico) a 20 ng/mL por

48 horas (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del procedimiento para cultivar las células progenitoras del EO.

Las células de la mucosa olfatoria se tomaron por raspado con un hisopo y se separaron con DMEM
(F12) y se colocaron en placas de 35mm. Posteriormente las células se propagaron en botellas de
75cm?, las cuales se cultivaron con DMEM/F12 con 10% de SFB hasta que alcanzaran una
confluencia del 80%, posteriormente se cultivaron en DMEM/F12 con 1% B27 + EGF + FGFb a 20
ng/mL por 48 horas. Se obtuvo el MC y se realizaron tres centrifugaciones para eliminar residuos, de
300xg y 2,000xg durante 10 minutos cada una, y una ultima de 10,000xg durante 30 minutos y se
obtuvo el sobrenadante.

AISLAMIENTO DE EXOSOMAS

Se cultivaron alrededor de 7,000,000 de células por botella de 75cm?, generando cuatro
botellas en total para obtener suficiente medio de cultivo condicionado para aislar la proteina
necesaria para realizar los arreglos de anticuerpos. Se homogenizaron las muestras de medio
condicionado y se eliminaron los residuos con tres centrifugaciones, la primera de 300xg,
otra de 2,000xg por 10 minutos cada una, y una tltima de 10,000xg por 30 min, obteniendo

el sobrenadante.

Posteriormente se enriquecidé y redujo la muestra de medio condicionado, utilizando

concentradores Amicon® Ultra (Merck Millipore) Molecular Weight CutOff, MWCO de 3
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kDa. Estos concentradores primeramente se lavaron con 15mL de PBS 1X y centrifugando a
4,000xg a 4°C durante 20 minutos, para eliminar posibles restos de glicerina y de azida
sodica. Una vez desechado el PBS, se le afadieron 15mL de la muestra de medio
condicionado, equivalente a una botella de 75cm? y se centrifugd a 4,000xg durante 70
minutos a 4°C, para obtener el concentrado, al cual se le agreg6 el reactivo Total Exosome
Isolation Reagent (from cell culture) de Invitrogen (nimero de catdlogo 4478359), y se dejo

incubando toda la noche a 8°C.

Finalmente, los exosomas se aislaron del concentrado mediante centrifugacion a 10,000xg
durante una hora a 4°C. Se obtuvo la pastilla, la cual se resuspendié con RIPA (PathScan®
Sandwich ELISA Lysis Buffer (1X) Numero de catalogo #7018 de Cell Signal) que contenia:
Tris-HC1 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1%,
pirofosfato de sodio 20 mM, fluoruro de sodio 25 mM, B-glicerofosfato 1mM, ortovanadato
de sodio ImM, y leupeptina 1 pg/ml. Los exosomas obtenidos se lisaron por sonicacién

(Figura 6).

\ 4,000xg
= D
’,l/ 70 min

I}

L

4 botellas de 75cm? » Concentrado con 0.5 vol de
Por paciente Concentracién 3kDa reactivo toda la noche a 8°C
Obtenci6n de exosomas Adicién de RIPA 'y ] 610,000ng
lisados - sonicacién - 4°C

Pastilla que contiene los
exosomas

Figura 6. Esquema del procedimiento para concentrar y asilar exosomas.

Los exosomas se obtuvieron del medio condicionado en cuatro botellas de 75cm? por paciente las
cuales se concentraron con unidades de filtracion de Amicon® Ultra (Merck Millipore) Molecular
Weight CutOff, MWCO de 3 kDa, una vez que el medio condicionado se concentré entonces se
adiciond el reactivo Total Exosome Isolation Reagent (from cell culture) de Invitrogen,
posteriormente se centrifugd para obtener la pastilla que se resuspendié con RIPA y se lis6 con un
sonicador.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las proteinas de los exosomas aislados y lisados se cuantificaron con el método de Bradford
en una placa de 96 pozos, se midio la absorbancia con una longitud de onda de 600nm en un
multidetector lector de placas GloMax ® Explorer. Para la curva estdndar se utilizé albimina
sérica de bovino a una concentracion de Img/mL, a partir de la cual se realizaron diluciones
seriadas a partir de una dilucion 1/10. También se colocaron las muestras en una dilucion
1/100. Posteriormente con base en los datos obtenidos de la curva estandar con un valor de
la recta minimo de 0.95, se calcularon los microgramos proteina por microlitro y los
microgramos totales en el volumen obtenido de las muestras. A partir de este resultado se
determind la proteina total procedente de exosomas que se cargaria por arreglo de

anticuerpos.

ARREGLOS DE ANTICUERPOS

Una vez cuantificada la proteina total, se procedié a identificar su contenido proteico
mediante el uso de arreglos de anticuerpos (C1000 Ray Biotech Human Cytokines) utilizando
400 pg de proteina por membrana. Este arreglo nos permite identificar 120 proteinas de las

familias quimiocinas, ribonucleasas, neurotrofinas, factores de crecimiento, e interleucinas.

Las membranas de microarreglos de anticuerpos se bloquearon durante 30 minutos, se
colocaron 400 pg de la muestra y se dejo incubando a 4°C durante dos dias. Una vez
finalizada la incubacidn se realizaron lavados y se agrego el coctel de anticuerpos biotinilados
y se dejo incubando la preparacion toda la noche a 4°C. Se volvieron a realizar lavados y se
agregd 1X HRP-estreptavidina durante dos horas a temperatura ambiente. Después se le
coloco el buffer de deteccion y la imagen se capturd con un sistema de imagenes ChemiDoc.
Finalmente, las densidades Opticas de las proteinas identificadas se calcularon con el

programa ImageLab de Bio-Rad.

Posteriormente se realizd la identificacion de proteinas con los arreglos de anticuerpos
(C1000 Ray Biotech Human Cytokines) en ambas membranas, C6 y C7, las cuales en
conjunto identifican un total de 120 proteinas de las familias quimiocinas, ribonucleasas,

neurotrofinas, entre otras, asi como factores de crecimiento, e interleucinas (Figuras 7a y
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8a). Los marcadores positivos, negativos y blancos fueron los mismos que en el mapa del
microarreglo. Posteriormente, se realizd una imagen tridimensional para observar las

variaciones de intensidad entre los puntos correspondientes a las proteinas (Figuras 7b y

8b).
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Figura 7. Membrana C6 de microarreglo C1000 human cytokines.

Se sefialan en verde los controles positivos, en rojo los negativos y en gris los blancos. A) Mapa de proteinas marcadas de la
membrana C6. B) Membrana C6 del microarreglo del control para estandarizacion (el control de estandarizacion fue un
voluntario de sexo masculino, que cumplio los criterios de no presentar psicopatologias). C) Imagen tridimensional, se pueden
observar las variaciones entre las intensidades de los spots.
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Figura 8. Membrana C7 de microarreglo C1000 human cytokines.

Se sefialan en verde los controles positivos, en rojo los negativos y en gris los blancos. A) mapa de proteinas marcadas de la
membrana C7. B) Membrana C7 del microarreglo del control para estandarizacion (el control de estandarizacion fue un voluntario
de sexo masculino, que cumpli6 los criterios de no presentar psicopatologias). C) Imagen tridimensional, se pueden observar las
variaciones entre las intensidades de los spots.

CARACTERIZACION DE LOS MARCADORES POR WESTERN BLOT

La caracterizacion de las proteinas trasmembranales de superficie de los exosomas se realizd
mediante Western Blot, con ayuda del M. en C. Vésquez se fabricaron geles de acrilamida
(discontinuos) con protocolo TBE (tris-borate-EDTA) 1% siguiendo las indicaciones de
fabricante: Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Instruction Manual, BIO RAD, numero de catalogo
165-8000 — 165-8007. Las proteinas de los exosomas se separaron en geles discontinuos de
poliacrilamida 4 y 12%, de un Imm de espesor. Las condiciones de la electroforesis fueron

las siguientes, 51 minutos a 100V y posteriormente a 250V por 35minutos. Una vez que las
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proteinas se separaron, estas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa con un poro
de 0.22 pm (Trans-Blot® Turbo™ Mini-size Nitrocellulose BIO-RAD). Terminada la
transferencia, la presencia de proteinas en la membrana se verifico utilizando el reactivo rojo
de Ponceau. Las membranas se bloquearon con leche descremada al 3% durante 30 minutos,
después del bloqueo inespecifico, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario
diluido en solucién de bloqueo, se emplearon los anticuerpos indicados en la tabla 4.
Posteriormente se realizaron tres lavados de diez minutos con TBS-Tween 20 al 0.05%. Una
vez retirado cualquier residuo, se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario
HRP correspondiente a la especie y diluido en solucion TBS-Tween 20 al 0.05% de 60 a 120
minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante; las diluciones fueron de 1:1000 y
1:10000. Después se lavaron nuevamente tres veces con solucion TBS-Tween 20 al 0.05%.
Se revelaron las membranas con Soluciéon de Sustrato HRP (Immobilon™ Western,
Chemiluminescent HRP Substrate) usando volumenes iguales de las soluciones del Kit,
durante 5 minutos, la presencia de bandas correspondiente a estas proteinas se visualizé en
un sistema de imagenes ChemiDoc™ Touch Imaging System de BIO-RAD, y se detectaron
por quimioluminiscencia (Aplicacion: Quimioluminiscencia, Blots) bajo diferentes tiempos
de exposicion (tabla 5). Las imagenes se almacenaron y se analizaron por densitometria con

el programa ImageLab de Bio-Rad.

Anticuerpo No. catalogo/casa Dilucion
comercial
CD63 10628D (Invitrogen) 1:300
Alix AB88388 (ABCAM) 1:1000
Actina AB5694 (ABCAM) 1:2000
CD9 10626D (Invitrogen) 1:1000
CD13 AB108310 (ABCAM) 1:1000
*Todas las diluciones de los Ab primarios se realizaron en
TBS-T.

Tabla 4. Listado de anticuerpos primarios incubados en la membrana utilizados en el Western
Blot para la caracterizacion de las proteinas transmembranales de superficie de los exosomas.

5 a 25 segundos — 5 iméagenes

10 a 120 segundos — 8 imagenes

10 a 240 segundos — 10 imagenes

10 a 300 segundos — 8 imagenes

Tabla S. Tiempos de exposicion utilizados para el revelado por quimioluminiscencia.

Tiempo de exposicion
(Aplicacion: Quimioluminiscencia,
Blots)
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Antes de realizar la identificacion de las proteinas por Western blot, se realizaron curvas de
proteinas con 10, 20 y 30 pg de proteina correspondiente a un control y un paciente
diagnosticado con TLP para identificar a las proteinas ALIX, CD13 y Actina. Esto permitio
la determinacion de la cantidad de proteina total de los exosomas que permitiera identificar

a las proteinas marcadoras de exosomas.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron las plantillas de Excel de Biotech para los microarreglos C1000 Ray Biotech
Human Cytokines donde se afiadieron los valores obtenidos del programa ImageLab de Bio-
Rad para obtener la intensidad relativa. Posteriormente con los valores obtenidos se
normalizaron con la formula: IR = (Sefal spot muestra - Sefial spot blanco) / (Senal spot
positivo). Los datos normalizados se procesaron en el programa estadistico Prisma 8. El
analisis estadistico consistié en pruebas de comparacion multiple de medias, utilizando el
método de correccion Holm Sidak con un alfa de 0.05, posteriormente se seleccionaron las
proteinas con valores de p <0.05 significativas y se realizé una correlacion de Pearson en

Prisma 8 con los valores de BEST y SCIDII.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PARTICIPANTES
Las muestras de las células progenitoras del epitelio olfatorio de los pacientes fueron

pareadas por edad y sexo, resultando en cuatro controles y seis participantes diagnosticados
con TLP por primera vez. Se incluyeron aquellas comorbilidades que son altamente
frecuentes en pacientes diagnosticados con TLP. Estos indicaron la presencia de
comorbilidades psiquidtricas de ansiedad (Trastorno de Ansiedad Generalizada (TAG) y
Trastorno de Angustia (TA)) y depresion (Trastorno de Depresion Mayor (TDM) y distimia), lo
cual es normal en pacientes diagnosticados con TLP. También uno de los pacientes presento
Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH), lo cual es un antecedente
frecuente en el TLP (tabla 6). A los participantes se les realizaron pruebas de quimica
sanguinea, citometria hematica completa, examen general de orina, perfil ginecoldgico, perfil
tiroideo parcial y coproparasitoscopico (anexo 1). Con lo cual se descartdé que presentaran

un proceso inflamatorio adicional.

ID Edad | Sexo Comorbilidades psiquiatricas
Cl 22 F No No No
C5 25 F No No No
Cé6 24 F No No No
C7 22 F No No No
FI1T 28 F TAG No No
EI12T 19 F TDM No No
EAT 24 F TDM Distimia TAG
F7T 21 F Distimia Trastorno de angustia| No
EOT 28 F No No No
EI13T 18 F TDM TDAH No

Tabla 6. Sexo, edades y comorbilidades psiquiatricas de los participantes.
Participantes en gris pertenecen al grupo control y en blanco diagnosticados con TLP.
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La prueba diagndstica SCID-II (Entrevista Clinica Estructurada para los trastornos de
Personalidad del Eje II del DSM-V), revel6 la puntuacion necesaria para diagnosticar a los
participantes con TLP (tabla 7). Ademas, se evalu¢ la severidad del trastorno antes de recibir
alguna intervencion terapéutica con la escala “Borderline evaluation of severity over time”
(BEST). Cuyos criterios se evaluan del 1 (Ninguno/ Leve) a 5 (Alta). Lo que incluye a los
pensamientos y sentimientos, los cuales involucran evaluaciones de reactividad del estado de
animo, alteracion de la identidad, relaciones inestables, paranoia, vacio y pensamiento
suicida. Mientras que las conductas negativas comprenden aquellas que provocan lastimarse
a si mismo. Estas puntuaciones se suman y se le restan las conductas positivas, que califican
acciones como el seguimiento de los planes de terapia. Finalmente se agrega un factor de
correccion de 15 para obtener la puntuacion final, que puede oscilar entre 12 (mejor) y 72
(peor). Los participantes presentaron un puntaje total promedio de 48.17 antes de recibir

tratamiento. Este puntaje los ubicé en la parte media de la escala (tabla 8).

TP/ Paciente Cl | C5 | C6 | C7|FIT | F7T | EAT | E9T | E12T | E13T
Evitacion 4 4 1 4 4 5 6 7 5 7
Dependencia 0 0 1 0 3 3 4 3 4 4
Obsesivo Compulsivo | 4 3 5 4 5 7 5 8 2 7
Pasivo Agresivo 2 1 2 2 3 8 4 3 6 6
Depresivo 2 2 4 1 4 7 5 7 8 7
Paranoide 4 5 2 1 5 6 4 7 6 6
Esquizotipico 1 1 4 1 1 8 7 2 4 7
Esquizoide 4 4 6 2 0 2 2 2 2 1
Histridnico 3 2 2 1 1 4 5 0 4 5
Narcisista 6 6 4 3 7 8 10 3 10 9
Limite 4 3 8 3 11 |11 | 14 | 13 13 13
Antisocial 0 0 0 2 1 5 1 0 1 1

Tabla 7. Resultados del puntaje en la prueba SCID-II.

Se observan los valores obtenidos para trastornos de personalidad, donde en el limite, posee los
valores mas elevados. En gris se ilustran los participantes que pertenecen al grupo control y en blanco
los diagnosticados con TLP.

ID BEST
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SENTIMIENTOS
Cl 29 22 14 6
C5 17 10 9
Co6 26 11 4 4
C7 35 19 9 10
FI1T 39 22 9 7
F7T 43 30 9 11
E4T 55 34 13 7
EOT 45 32 10 12
E12T 52 28 18 9
E13T 55 35 13 8

Tabla 8. Resultados del puntaje en la prueba BEST antes de recibir tratamiento.

Participantes en gris pertenecen al grupo control y en blanco diagnosticados con TLP. Donde se
evalua la severidad del trastorno con la suma de los criterios de los pensamientos y sentimientos, y
de las conductas negativas. A estos valores se les resta las conductas negativas y se le suma un factor
de correccion de 15. Resultando en el valor total, que oscila entre 12 (mejor) y 72 (peor).

ESTANDARIZACIQN DEL METODO PARA LA OBTENCION DE EXOSOMAS
A PARTIR DE CELULAS PROGENITORAS DEL EPITELIO OLFATORIO

CULTIVO DE LAS CELULAS PROGENITORAS DEL EPITELIO OLFATORIO

Se estandariz6 el método utilizando un control masculino, ya que la cantidad de muestra de
pacientes femeninos era limitada. Se cultivaron las células progenitoras del EO en botellas
de 75 cm?, obteniendo 10 mL de medio condicionado por botella en promedio. Las células
del EO se cultivaron en DMEM/F12 con 10% de SFB (suero fetal de bovino), hasta que
llegaran a una confluencia del 80% (Figura 9A), y posteriormente se cambié al medio
DMEM/F12 con B27 y EGF + FGFb a 20ng/ml (factores de crecimiento) (Figura 9B). La
densidad final de células presentes en las botellas de cultivo fue de 454 células por microlitro
(454,000 por mL) (tabla 9). Respecto a la apariencia de las células progenitoras del EO que
fueron cultivadas con suero o con factores de crecimiento, las imagenes indican que estas

células son bipolares en ambas condiciones de cultivo (Figura 9B).

Niimero de botellas de 75 cm” | Niimero de células | Densidad por mL | Densidad por pL
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1 9,260,000 926,000 926
1 5,100,000 510,000 510
2 7,680,000 384,000 384
2 6,480,000 324,000 324
2 7,410,000 370,500 371
2 9,950,000 497,500 498
2 8,210,000 410,500 411
2 6,690,000 334,500 335
2 6,580,000 329,000 329
Promedio 454,000 454

Tabla 7. Células generadas en una o dos botellas de cultivo de 75 cm’ y su densidad por mL y

pL del control masculino de estandarizacion.

Posteriormente, siguiendo el mismo protocolo se obtuvieron los medios condicionados de las
células progenitoras del EO de los 4 controles y de 6 pacientes diagnosticados con TLP antes

de recibir alguna intervencion terapéutica (tabla 4), en dichas muestras se obtuvo un volumen

ligeramente mayor, aproximadamente 15mL por botella de 75 cm?.
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Figura 9. Cultivo de células del epitelio olfatorio humano del control masculino de estandarizacion
A) DMEM/F12 con 10% de SFB con una confluencia del 80%. B) DMEM/F12 con B27 y EGF +
FGFDb a 20ng/ml. Imagen capturada en campo claro a 6X, en Nikon-eclipse con un objetivo. Barra de
calibracion igual a 100 micrometros.

ESCALAMIENTO DEL CULTIVO PARA UNA MAYOR OBTENCION DE PROTEINA
Para establecer el nimero necesario de células o botellas que nos permitieran obtener una

mayor cantidad de exosomas se realiz6 una curva para analizar los microgramos de proteina
total obtenidos de una, dos, tres, cuatro, cinco y seis botellas con 10 mL de medio
condicionado cada uno. A partir de estos concentrados se procedié a aislar los exosomas y
una vez obtenidos se cuantifico el contenido de proteina total (tabla 10). Como era de
esperar, la cuantificacion reflejé un aumento exponencial de los pg de proteina por pL, es

decir una mayor cantidad de exosomas obtenidos con un mayor numero de botellas (Grafico

1.
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Numero de botellas pg/pL pL obtenidos | pg de proteina totales
1 0.33582788 34 11.4181478
2 0.84097287 45 37.84377923
3 1.28063611 71 90.9251637
4 1.84658559 82 151.4200187
6 3.0860617 105 324.0364827

Tabla 8. Microgramos por microlitro obtenidos en el aislamiento de exosomas a partir del

medio condicionado.

Se indican los pg por pL segun el nimero de botellas, asi como los pL y pg de proteina totales.

pg/nL de proteina

y =0.5483x - 0.2764

- R2=10.995
S 3.
=
§ 1.8466
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% 1.2806
?:f 1 0.841
0.3358
0.
0 2 3 5

3.0861

6 8

Numero de tubos concentrados

Grifico 1. Microgramos por microlitro de proteina total de exosomas aislados.

Proteina cuantificada mediante Bradford, donde se refleja un crecimiento exponencial con muestras

de 10mL por botella o tubo.

DETERMINACION DEL CONCENTRACION DE PROTEINA NECESARIA PARA LOS ARREGLOS

DE ANTICUERPOS

A partir de estos resultados se determind que a partir de cuatro botellas de 75¢cm? se obtiene
la proteina necesaria para las dos membranas de los microarreglos C1000. Para poder realizar
la identificacion de las 120 proteinas se requirieron 800 pg para ambas membranas. Ademas

de la proteina requerida para hacer las identificaciones de proteinas de exosomas por Dot blot

o Western Blot (tabla 11).
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MUESTRA 1 MUESTRA 2
Botellas de 75cm’ 16 6.33
pg/nL 3.33531746 7.23412698
pL obtenidos 1100 200
pg totales 3668.8492 1446.8254
pg por botella 229.303075 228.566414
ng en 4 botellas de 75cm’ 917.2123 914.265656
g necesarios para microarreglos 800 800
pg restantes para WB o DB 117.2123 114.265656

Tabla 9. Proyeccion de los pg por botella obtenidos en el aislamiento de exosomas a partir del
medio condicionado.
Se indica que se obtiene suficientes pug de proteina con cuatro botellas de 75cm?.

OPTIMIZACION DEL METODO PARA CONCENTRAR LA MUESTRA Y OBTENCION DE
PROTEINAS DE EXOSOMAS
Una vez que se determind que se requieren cuatro botellas de medio condicionado para

obtener suficiente proteina para las determinaciones subsecuentes se realizo la estrategia de
concentrar el volumen inicial del medio condicionado (60mL de muestra) utilizando
concentradores Amicon® Ultra (Merck Millipore) Molecular Weight CutOff, MWCO de 3
kDa, con la intencion de optimizar el volumen requerido del reactivo para el aislamiento de
los exosomas (Total exosome isolation reagent for cell culture de Invitrogen). Para
determinar lo anterior se realizd la comparacion del contenido de proteinas totales de
exosomas obtenidos a partir de una muestra concentrada y otra muestra sin concentrar de uno
de los participantes control y de un participante diagnosticado con TLP. La cuantificacion de
proteinas reveld que las muestras concentradas permiten obtener mayor cantidad que en las
muestras no concentradas (tabla 12). Esta estrategia se aplicd a las muestras de medio
condicionado de las células progenitoras del epitelio olfatorio de los cuatro controles y de los
seis participantes con TLP. La proteina total en ambos grupos no mostr6é diferencia

estadisticamente significativa (t=1.080; g.1.=8; Valor de P=0.3118) (tabla 13 y grafico 2).

MUESTRA TLP TLP sin Control Control sin concentrar
concentrado concentrar concentrado
ug/ulL 4.210401891 3.052009456 1.3735225 0.6288416

Tabla 10. Proteina obtenida (ng/pL) en el aislamiento de exosomas a partir del medio
condicionado concentrado y sin concentrar en un participante del grupo TLP y en un
participante control.
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ID original | ID muestras ; dfl(ll)t(ilii";gc(;gif')n lz;g:l{‘l;‘
Cl Cl1 DLAM 1.8
C5 G5 CLSR 1.941
Cé6 Cc9 BDF 2.2
Cc7 C7 AGJ 1.98
FIT TLP 13 CSGC 2.03

EI2T TLP 14 RVLL 2.54
E4T TLP 8 MLIM 4.2
F7T TLP 21 MACH 2.06
E9T TLP 20 MIGV 1.945
E13T TLP 22 BMPB 2.03

Tabla 11. Proteina obtenida (ng/pL) obtenidos en el aislamiento de exosomas a partir del
medio condicionado concentrado en participantes TLP y controles.

La comparacién entre los grupos no reveld diferencia en la concentracion de proteina total de
exosomas, no se encontraron diferencias significativas. Por lo que la cantidad de proteina exosomal

no se ve alterada por la presencia del TLP.

Proteina obtenida en exosomas

T

3

]

Mg/uL de proteina
1

1 1
CONTROL TLP
Grupo

Grifico 2. Proteina obtenida (ung/pL) obtenidos en el aislamiento de exosomas a partir del medio

condicionado concentrado en participantes TLP y controles.
La comparacion entre los grupos no reveld diferencia en la concentracion de proteina total de

exosomas. No se encontraron diferencias significativas entre grupos (P=0.3118).
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MARCADORES DE EXOSOMAS

Una vez que se obtuvieron las proteinas de los exosomas se procedid a realizar la
identificacion de marcadores proteicos caracteristicos de estas vesiculas. En primer lugar, se
realiz6 una curva de concentraciones de proteinas (10, 20, 30 y 40 pg) de exosomas para
identificar a la proteina ALIX (Figura 10). A partir de 30 pg de proteina de exosomas se
pudo observar la inmunoreactividad de la proteina ALIX. Resultados similares fueron
observados con 40 pg de proteina total de células progenitoras del EO. De la misma manera,
en el Western Blot fue posible visualizar la inmunodeteccion de la proteina ALIX, utilizada

como marcador exosomal.

H 96 kDa S

Agua lopg  20pg  30ug  40pg . Cultivo

miliQ \ i | celular ALIX
_ ~82 kDa Exosomas aislados 40pg 1L

Figura 10. Western Blot y Dot Blot para ALIX.

En el Western Blot (izquierda) se observan bandas a 96 y 82 kDa positivas para
ALIX en el cultivo celular (1) y exosomas aislados (2), y en el dot blot (derecha)
positivo a partir de 30 pg.

EXPRESION DE MARCADORES DE EXOSOMAS EN PARTICIPANTES CONTROL Y CON
DIAGNOSTICO DE TLP POR WESTERN BLOT
Posteriormente, se realizé la inmunodeteccion de las proteinas CD9, CD63, ALIX y actina

por Western Blot en los exosomas de participantes control y de participantes con diagnostico
de TLP (Figura 11-14). El analisis densitométrico realizado en los cuatro controles y en los
seis participantes con diagnostico TLP reveld que no existieron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresion de los marcadores de exosomas como leemos las
graficas de izquierda a derecha (CD9 t=1.342, g.1.=8, p= 0.2165; CD63 t=1.428, g.1.=8,
p=0.1910; ALIX t=1.400, g.1.=8, p=0.1990; Actina t=1.085, g.1.=8, p=0.3096, con un alfa de
0.05) (Graficos 3-6).
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Figura 11. Inmunodeteccion de CD9 por Western Blot de controles y participantes
diagnosticados con TLP.
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Figura 12. Inmunodeteccion de CD63 por Western Blot de controles y participantes con
diagnostico de TLP.

ALIX
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Figura 13. Inmunodeteccion de ALIX por Western Blot de controles y participantes
diagnosticados con TLP.

ACTINA
1D Cs Cc7 c9 C11 E4 F1 E12 E9 F7 E13
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Figura 14. Inmunodeteccion de actina por Western Blot de controles y participantes
diagnosticados con TLP.
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Grifico 3. Valores de intensidad relativa
(IR) en Western Blot del marcador CD63 en
participantes con diagnéstico de TLP y
controles.
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Grifico 5. Valores de intensidad relativa
(IR) en Western Blot del marcador actina
en participantes con diagnostico de TLP y
controles.
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Grafico 4. Valores de intensidad relativa (IR)
en Western Blot del marcador CD9 en
participantes con diagndstico de TLP vy
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diagnéstico de TLP y controles.

47



ANALISIS DE PROTEINAS

Los valores de intensidad relativa obtenidos con el programa ImageLab se analizaron con
una prueba de comparacion multiple de medias, utilizando el método de correccion Holm
Sidak con un alfa de 0.05, comparando los participantes diagnosticados con TLP con los
controles, en ambas membranas (Graficos 7 y 8), donde se observa la dispersion entre
individuos, no obstante en los participantes con TLP, el Factor de Crecimiento Epitelial
(EGF), ligando 5 de quimiocina (CCL5) o RANTES, y la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) presentaron diferencias significativamente menores en los pacientes
respecto a los controles: EGF t=7.714, g.1=480, P=<0.00000001; RANTES t=7.708, g.1=480,
P=<0.00000001; MCP-1 t=4.486, g.1=480, P=0.00000910 (Grafico 9).

Posteriormente, estas proteinas se pasaron a la base de datos Uniprot para obtener el cédigo
de la proteina para posteriormente analizarlas en String. En dicha base de datos las proteinas
se procesaron con un nivel de confidencia de interaccion media de 0.400, donde RANTES
(CCL5) y MCP-1 (CCL2) mostraron interacciones de co-expresion, homologia de proteinas
y redes de interaccion, ya que ambas son quimiocinas. Mientras que EGF se encontraba en

el medio condicionado (Figura 15).
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Grifico 7. Valores de IR de las proteinas de la membrana CYT6 en los pacientes diagnosticados con
TLP respecto a los controles.
Se muestran las proteinas identificadas en la membrana CYT6, asi como la dispersion entre
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pacientes. Las proteinas EGF, RANTES y MCP-lindicadas con flechas, fueron las que
tuvieron diferencias significativas, siendo significativamente menores en pacientes respecto
a los controles.
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Grafico 8. Valores de IR de las proteinas de la membrana CYT7 en los pacientes diagnosticados
con TLP respecto a los controles.

No se encontraron proteinas con diferencia significativa en las proteinas de esta membrana, también

se observa la dispersion de datos entre pacientes.
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Grifico 9. Valores de IR de las proteinas significativas en los pacientes diagnosticados con TLP
respecto a los controles.

Se muestra una amplificacion de las proteinas con diferencias significativas, perteneciente a la
membrana CYT6. Las proteinas con valores significativos fueron EGF, MCP-1 y RANTES, con
bandas que indican los valores individuales.
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Figura 15. Analisis de interaccion de proteinas significativas.

Dado que las proteinas EGF, RANTES (CCLS5) Y MCP-1 (CCL2) tuvieron diferencias significativas
entre grupos, se muestra las interacciones generadas en String con un nivel de confidencia de
interaccion media de 0.400, principalmente entre CCL5 y CCL2, ya que ambas son quimiocinas.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis se estandarizé el método para aislar exosomas contenidos en el medio
condicionado de las células progenitoras de participantes control y con diagnostico de TLP.
El método de aislamiento se complementé con el uso de unidades concentradoras que
permiti6 la optimizacion del reactivo para realizar el aislamiento.

El presente estudio muestra que los exosomas aislados tienen un contenido similar de
proteina exosomal total, por lo que entre grupos no se reportan cambios en el contenido de
proteina. Posteriormente se comprobd la obtencion de exosomas mediante el hallazgo de las
tetraspaninas CD9 y CD63, las cuales tienen una distribucion amplia en las membranas de
los exosomas, por lo que se utilizan como marcadores exosomales. Asi como la proteina
ALIX, ya que la formacion de los exosomas dentro de los cuerpos multivesiculares (MVBs)
dependen de vias independientes y dependientes de ESCRT (Endosomal Sorting Complex
Required for Transport). Dentro de las proteinas especificas asociadas con el complejo
ESCRT de los exosomas, se encuentran ALIX (ALG-2 que interactiia con la proteina X)
(Raiborg, y Stenmark, 2009), por lo que es comiinmente utilizada como proteina de marcaje
para exosomas. La inmunodeteccion revelo la presencia y niveles de expresion similares de
las proteinas ALIX, CD9 y CD63 en los grupos control y pacientes diagnosticados con TLP,
lo que sugiere que esta proteina estd presente en los exosomas de las células progenitoras del
epitelio olfatorio.

Los exosomas han sido propuestos como una potencial fuente de biomarcadores en los
trastornos neuropsiquitricos; sin embargo, en la investigacion sobre marcadores
diagnosticos del TLP no existen trabajos que hayan explorado y analizado los exosomas
como una posible fuente de marcadores de este trastorno neuropsiquiatrico. Los exosomas
participan en la comunicacion celular y en la fisiologia sinaptica, lo que los vuelve un recurso
para complementar los datos de diagnostico y de la intervencion terapéutica, ya que estos
pacientes suelen tener caracteristicas heterogéneas, haciendo que las respuestas a los
tratamientos sean dificiles de predecir (Saeedi et al., 2019).

Los exosomas son generados como vesiculas intraluminales (ILV), que se liberan a partir de
la fusion de los cuerpos multivesiculares (MVB) con la membrana pldsmatica. Los exosomas

estan presentes en casi todos los fluidos biologicos como el plasma sanguineo, células
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estromales mesenquimales de la mucosa olfativa y células progenitoras neurales (Andreu et
al., 2014; Xun et al., 2020; Ma et al., 2019).

Sin embargo, algunos estudios han reportado que en muestras sanguineas existe expresion
diferencial de proteinas relacionadas con la inflamacién en trastornos neuropsiquiatricos
respecto a los controles, como el trastorno de depresion mayor (TDM) y en células
mononucleares aisladas en el trastorno bipolar (TB). El aumento de la produccion de
citocinas proinflamatorias, las cuales pueden acceder al cerebro activando la microglia y los
astrocitos, generan neuroinflamacion, lo cual a su vez modula areas cerebrales relacionadas
con algunos trastornos como la depresion (Wieck, et al. 2016; Fleshner et al., 2017).

Dentro de los participantes estudiados en el presente estudio, se reportan comorbilidades de
tipo ansioso y depresivo. La depresion es una de las comorbilidades normalmente presentes
en los pacientes con TLP, de igual forma se reporta la presencia de alglin trastorno ansioso
en el 89% de los pacientes con TLP, siendo mas frecuente que en otros trastornos de
personalidad (Saccaro et al., 2021).

Adicionalmente, los exosomas participan en la comunicacion intercelular en condiciones
fisiologicas y patologicas; en este tltimo caso, al ser liberados por células gliales, contribuyen
a la neuroinflamacién al trasportar proteinas mal plegadas o contener moléculas
proinflamatorias como IL-1f. Estas proteinas pueden cruzar la barrera hematoencéfalica
generando un canal de comunicacion con la inflamacion sistémica (Pascual et al., 2020).

El analisis con los microarreglos permitié encontrar que los exosomas de las células
progenitoras del epitelio olfatorio contienen las 120 proteinas que permiten identificar los
arreglos de anticuerpos. Sin embargo, existe expresion diferencial de las quimiocinas MCP-
1, CCL-2 y CCL-5, asi como EGF entre los participantes control y los participantes con
diagnéstico de TLP.

Reportamos a dos quimiocinas, RANTES (CCL5) y MCP-1 (CCL2), que disminuyen
significativamente respecto a los controles (RANTES t=7.708, g.1=480, P= <0.00000001;
MCP-1 t=4.486, g.1=480, P=0.00000910) en exosomas provenientes de células progenitoras
del epitelio olfatorio en pacientes diagnosticados con TLP respecto a los controles sin esta
patologia. Sin embargo, la bibliografia reporta que a nivel periférico en el plasma sanguineo,
se encuentran valores significativamente mayores de MCP-1 y de RANTES en trastornos de

personalidad comoérbido con Trastorno de Ansiedad Generalizada, incluido el TLP. Estos
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valores aumentados en plasma sanguineo se han reportado significativamente mayores en
mujeres que hombres, por lo que la diferencia entre sexos, es un aspecto que debe
considerarse (Oglodek et al., 2015).

Por lo que los datos de suero sanguineo son inversos a los obtenidos en el medio
condicionado (MC) de las células progenitoras del EO, no obstante, el MC proveniente de
las células progenitoras del EO, es un medio selectivo a diferencia del suero sanguineo donde
se encuentran mas tipos celulares y regiones de donde pueden provenir estas proteinas.

En cuanto a los valores en la proteina EGF (factor de crecimiento epidermal) en exosomas
provenientes de células progenitoras del epitelio olfatorio, fueron significativamente menores
en pacientes diagnosticados con TLP respecto a los controles (t=7.714, g.1=480,
p=<0.00000001), EGF favorece la proliferacion y mantenimiento del linaje precursor de
células neurales (Goémez-Virgilio, 2018), siendo necesario para la proliferacion selectiva de
células progenitoras del epitelio olfatorio. En el caso de EGF encontramos una correlacion
significativa con la escala SCIDII, que nos indica el diagnostico del trastorno. Sin embargo,
estos resultados requieren ser corroborados con una mayor poblacion de estudio. No obstante,
en EO de ratones se ha reportado que EGF disminuye en cambios fisiologicos como el
envejecimiento. Ohta y colaboradores en 1999, reportaron que hay una disminucion de EGF
con el envejecimiento no asociada a la diminucién olfativa, si no que depende de otros
factores de crecimiento, por lo que cambios fisioldgicos independientes de la disminucién
olfativa, se relacionan con la disminucion de EGF al igual que en los exosomas provenientes
del MC de células progenitoras del EO presentan una disminucion.

De manera interesante, no se encontrd reporte alguno que indique el uso de las células
progenitoras del epitelio olfatorio en el estudio del TLP. Sin embargo, se ha reportado el uso
de células del epitelio olfatorio en otros trastornos neuropsiquiatricos como la SZ y en el TB
(McLean et al., 2018; Horiuchi et al., 2016). Mientras que en el TLP unicamente se han
analizado los cambios en la profundidad del surco olfativo, y su relacion con la gravedad de

la sintomatologia (Takahashi et al., 2019).

Sin embargo, el aislamiento proveniente de las células progenitoras del EO, conlleva varias
ventajas, ya que se encuentra en una region periférica de la que se puede obtener la muestra
con una técnica no invasiva mediante una exfoliacion de la cavidad nasal, accediendo a las

células neurales y sus precursores del epitelio olfatorio, el cual tiene conexiones con sistema
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nervioso central y mantiene la capacidad de proliferar y diferenciarse en neuronas sensoriales
olfativas especializadas en la edad adulta, siendo un sistema que nos permite estudiar los
cambios neurogénicos en un tejido de facil acceso. A partir de esta region se pueden
recolectar y cultivar las células progenitoras del EO utilizando medios selectivos para su

proliferacion (Calof et al., 2002; Benitez-King et al., 2011).

Otra ventaja es respecto a método de aislamiento, Alvarez et al., en el 2015 realizaron una
comparacion mediante protedmica de algunos métodos de aislamiento, donde se lograron
identificar mas proteinas utilizando el concentrador de 3kDa MWCO que fue el que nosotros
utilizamos, con un total de 345 proteinas; mientras que en el de 50kDa MWCO reportan 307,
y con la ultracentrifugacion solamente 172. Por lo que ademas de optimizar el reactivo con
las unidades concentradoras nos permitié recuperar mayor cantidad de proteinas.
Posteriormente a este concentrado se le agregd el reactivo que permite obtener los
componentes menos solubles como las vesiculas mediante una centrifugacion de baja

velocidad concentrando la muestra, obteniendo mas proteina, por lo tanto, de exosomas.

CONCLUSIONES

= La proteina cuantificada por Bradford de exosomas aislados de células progenitoras
del epitelio olfatorio de pacientes diagnosticados con TLP y participantes control,
obtenida aumenta al concentrar botellas de cultivo celular, asi como aumentando la

confluencia de células, y utilizando concentradores de peso molecular de 3 kDa.

= La proteina EGF involucrada en la proliferacion celular, crecimiento y recambio del
EO y las proteinas proinflamatorias de tipo quimiocinas RANTES y MCP-1
presentaron diferencias significativamente menores p <0.01 entre pacientes
diagnosticados con TLP, respecto a sujetos control en la intensidad relativa (IR) de los

microarreglos.

= La proteina EGF obtuvo una correlacion significativa p <0.05, con las escalas SCIDII
en pacientes diagnosticados con TLP, indicando una relacion de EGF con la

clinimetria de los pacientes.
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= La obtencion de exosomas fue confirmada por la expresion del marcador ALIX,
Tetraspaninas (CD9 y CD63) y Actina en Western Blot, sin diferencias significativas

en la IR entre controles y pacientes.

= Los exosomas provenientes de células progenitoras del EO de pacientes
diagnosticados con TLP presentan una disminucién en proteinas de tipo quimiocinas

proinflamatorias RANTES Y MCP-1.

LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Primeramente, es recomendable aumentar el nimero de participantes de la muestra, ya que
se observo una alta dispersion entre individuos de ambos grupos. Esto puede deberse a las
caracteristicas de cada paciente. Los pacientes diagnosticados con TLP tienden a presentar
una alta comorbilidad con otros trastornos, lo que hace desafiante su tratamiento e
investigacion al respecto, por la naturaleza heterogénea de estos, por lo que se deben
considerar las comorbilidades que presentan estos y asi poder discernir si surgen diferencias
dependientes de ello. Ademas de que los diagnosticos errdneos son frecuentes en pacientes
con TLP, categorizandolos en otro trastorno, por lo cual se siguen buscando complementos
que mejoren y faciliten el diagnostico correcto. El problema de un diagnéstico erréneo
aumenta, debido a que el TLP incluye sintomas que se sobreponen con otras categorias de
diagnostico, causando confusion con otros padecimientos, como depresion mayor, ya que la
mayoria de estos pacientes cumplen con los criterios de depresion en algin momento;
esquizofrenia, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad y TEPT (Paris, 2018), y otra
comorbilidad menos comun es el TB, la cual es de solo el 3.6% de los casos, no obstante,
causa discrepancias en su diagnéstico, ya que varios sintomas se superponen como la
inestabilidad emocional e impulsividad, aunque tienen connotaciones distintas, la confusion
se da principalmente en pacientes que tienen sus primeros sintomas o en episodios agudos.
No obstante, se pueden diferenciar ya que en la Escala de Depresion de Hamilton (HAM-D)
y Escala de Clasificacion de Ansiedad de Hamilton (HAM-A) tienen valores muy bajos para
TB y en TLP son muy altos (di Giacomo et al., 2017). Por lo que es necesario identificar las
comorbilidades de los pacientes, asi como conocer los valores de las Escalas HAM-A y

HAM-D, ya que es una variable que podria afectar los resultados.
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El presente proyecto adicionalmente a los objetivos planteados arroja informacion que nos
permite delinear una direccion para obtener mas datos respecto al TLP. Asi como una serie
de factores para considerar. Entre muestras vemos una alta dispersion entre pacientes, lo cual
puede deberse a que en el TLP existe un alto indice de comorbilidad o por caracteristicas
individuales, por ende, los pacientes probablemente pertenecen una muestra heterogénea.
Debido a que seria pertinente conocer los valores de ansiedad y depresion deben tomarse
estos valores en los controles también y seleccionar aquellos con valores bajos, ya que pueden
presentar valores elevados en las escalas HAM-A y HAM-D por un estrés cercano y no por
padecer alglin trastorno ansioso o depresivo, pero podria ser una variable que afecte los
resultados. Otro pardmetro para considerar es que debido a que parece haber una relacion con
proteinas de tipo inflamatorio, primero debemos asegurarnos de que los controles y TLP no
estén pasando por un proceso inflamatorio o un estado hormonal del ciclo menstrual, que

pueda alterar dichos valores.

Sin embargo, podemos destacar la importancia del trabajo, ya que es un primer acercamiento
con varios aspectos novedosos, ya que no hay antecedentes respecto a los exosomas
procedentes de las células progenitoras del epitelio olfatorio, sobre el TLP en el EO, asi como
de los exosomas en TLP. Ademas de que a nivel proteina en el trastorno se ha trabajado en
suero, donde es muy rico en tipos celulares, mientras que con el medio condicionado de las
células progenitoras del EO, es un medio selectivo a diferencia del suero, ademas de que los

resultados contrastan de forma inversa con los reportados en suero sanguineo.

RECOMENDACIONES

e Aumentar el nimero de participantes, para poder realizar una subclasificacion, ya
que, con este estudio preliminar, se puede observar una alta dispersion entre
pacientes, que parece ser independiente de la gravedad del trastorno segun la escala
BEST, pero dependiente de los valores HAM-A y HAM-D. Donde la bibliografia
sugiere una interaccion causal con la ansiedad, por lo que se sugiere una

subclasificacion con los valores de HAM-A.
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e La caracterizacion por tamano de los exosomas a través de microscopia electronica
de barrido y de fuerza atomica, asi como por dispersion de luz dindmica o cuantificar
el nimero de exosomas por ELISA, ya que se han reportado cambios en el nimero
de exosomas en procesos inflamatorios.

e Cuantificar las proteinas significativas en el medio condicionado.
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ANEXOS

ANEXO 1- DATOS DE QUIMICA SANGUINEA DE LOS PACIENTES

Tt . Valores de ID
Quimica sanguinea .
referencia F1T E12T E4T F7T E9T E13T
Glucosa 74-106 mg/dl 80.0 mg/dl 90 mg/dl 75 mg/dl 100 mg/dl | 87.0 mg/dl | 88.0 mg/dl
Urea 19-43 mg/dl 27.8 mg/dl 12.8 mg/dl | 19.3 mg/dl | 21.4 mg/dl 30 mg/dl 30 mg/dl
acido urico M 2.5-6.2 mg/dl| 6.2 mg/dl 3.6 mg/dl 2.9 mg/dl 5.8 mg/dl 4.3 mg/dl 5.2 mg/dl
Creatinina 0.66-1.25 mg/dl | 0.8 mg/dl 0.6 mg/dl 0.7 mg/dl 0.8 mg/dl 0.9 mg/dl 0.5 mg/dl
Proteinas totales 6.3-8.2 g/dl 7.8 g/dl 8.1 g/dl 7.2 g/dl 8.3 mg/dl 7.2 g/dl 7.5 mg/dl
Albimina 3.5-5.0 g/dl 4.5 g/dl 4.9 g/dl 4.1 g/dl 4.4 g/dl 4.7 g/dl 4.2 mg/dl
Globulinas 2.5-3.4 g/dl 3.3 g/dl 3.2 g/dl 3.1 g/dl 3.9 g/dl 2.5 g/dl 3.3 g/dl
Relacién Albumina 1.36 1.53 1.32 1.13 1.88 1.27
Globulina
Bilirrubina total 0.2-1.3 mg/dl 0.70 mg/dl 0.40 mg/dl | 0.60 mg/dl | 0.90 mg/dl | 0.80 mg/dl | 1.00 mg/dl
Bilirrubina Directa 0.0-0.2 mg/dl 0.5 mg/dl 0.4 mg/dl 0.5 mg/dl 0.6 mg/dl 0.5 mg/dl 0.5 mg/dl
Fosfatasa Alcalina ALP 38-126 U/L 124.0 v/l 81.0 w1l 99.0 w1 78.0 w/1 71.0 w1 92.0 w1
ASpa“atoaTSn;’thfemsa 15-46 U/L 5SOUL | 270UL | 390UL | 27.0UL | 190UL | 22.0UL
Aalamnoan:ﬁ%tm“femsa 21-72 U/L 780U/L | 300UL | 430UL | 280UL | 250UL | 29.0U/L
Desmdro%%l;sa Lictica | 313618 UL | 530.0U/L | 4440 UL | 389.0U/L | 3880 U/L | 409.0U/L | 359.0 UL
Calcio 8.4-10.2 mg/dl 9.7 mg/dl 9.7 mg/dl 9.3 mg/dl 10.0 mg/dl | 9.6 mg/dl 10.2 mg/dl
Fosforo 2.5-4.5 mg/dl 4.0 mg/dl 5.0 mg/dl 4.1 mg/dl 4.8 mg/dl 4.6 mg/dl 4.9 mg/dl
Sodio 137-145 mEq/l | 144.0 mEq/l | 142.0 mEq/l | 138.0 mEq/l | 147.0 mEqg/l | 141.0 mEq/1 | 143.0 mEq/1
Potasio 3.5-5.1 mEq/1 4.4 mEq/1 4.1 mEq/1 4.2 mEq/1 4.9 mEq/1 3.5 mEq/1 4.6 mEq/1
VDRL Negativo NEGATIVO |NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
D Hasta 150 77.0
Triglicéridos me/dL 250.0 mg/dl | 187.0 mg/dl | 65.0 mg/dl | 60.0 mg/dl | 34.0 mg/dl MG/DL
Colesterol MEI\III%%‘E 2001 1830 mg/dl | 164.0 mg/dl | 151.0 mg/dl | 158.0 mg/dl | 122.0 mg/dl | 161.0 mg/dl
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