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Resumen

La neuroglia periférica esta compuesta por las células de Schwann, encargadas de promover y
mantener el correcto funcionamiento de los nervios periféricos a través de diferentes acciones.

Sin duda, una de las funciones mas importantes de este tipo celular es la formacion de mielina, lo
cual consigue plegando de manera continua su membrana citoplasmatica alrededor de un axén,
manteniendo de esta forma un aislamiento eléctrico que facilita la transmision de los impulsos
nerviosos.

Recientemente, se ha estudiado la actividad del Receptor de Hidrocarburos de Arilo (AhR del
inglés Aryl Hydrocarbon Receptor) en las células de Schwann. El AhR es un factor de transcripcion
activado por ligando perteneciente a la super familia bHLH (del inglés basic helix-loop-helix),
propuesto como una molécula importante en la formaciéon de la mielina y su ausencia en el
Sistema Nervioso Periférico se ha asociado con el desarrollo de diferentes neuropatias.

La 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (xantona V), es un polifenol aislado de la especie
vegetal Calophyllum brasiliense Cambess., cuya estructura comparte caracteristicas con las de los
principales activadores de AhR como el 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y benzo-a-
pireno (B [a] P), sin los aparentes efectos toxicos de estos ultimos, por lo que fue probada como
promotor de la activacion de AhR en células de Schwann a diferentes concentraciones y tiempos.
En el presente estudio se observd que la exposicion de las células de Schwann a xantona V (5 y
10 uM) por 48 h, fue capaz de promover la movilizacién del AhR hacia la zona perinuclear y su
translocacion al nucleo, respectivamente.

Sin embargo, se observo que la estimulacién con 10 yM de xantona V por 48 h, ocasioné la
muerte celular, aparentemente por una via independiente a AhR.

Por otro lado, se encontré que la densidad celular influye en la localizacidon celular de AhR en
ausencia del estimulo.

Estos datos muestran la versatilidad de la xantona V, capaz de promover la translocaciéon del AhR,
lo cual probablemente seria de utilidad en el tratamiento de patologias desmielinizantes, asi como
su efecto citotoxico podria utilizarse contra enfermedades tumorales; sin embargo, estas

caracteristicas deben ser evaluadas en otros tipos celulares.



Marco Teérico

Sistema Nervioso

El Sistema Nervioso es un sistema complejo encargado de mantener la integridad
funcional en los organismos pluricelulares, la recepcion y seleccion de estimulos
sensitivos que se originan en el medio interno o externo del individuo y su transmision de
manera coordinada a los organos y/o sistemas efectores para emitir una respuesta;
ademas, en organismos complejos, almacena informacién, interviene en la toma de

decisiones y genera patrones de comportamiento (Curtis et al., 2008; Tortora, et al. 2013).

El sistema nervioso de los vertebrados es dividido en Sistema Nervioso Central (SNC) y
Periférico (SNP), por la ubicacion, composicion celular y funciones. El SNC, conformado
por el encéfalo y médula espinal, se encarga de la integracion nerviosa total (Curtis et al.,

2008; Snell, 2003).

Sistema Nervioso Periférico

La interaccion entre el medio y el SNC se lleva a cabo a través del SNP, segun Curtis

(2008) y Snell (2003) esta formado por tres componentes:

+ Nervios craneanos (doce pares), se unen al encéfalo. Estos nervios son sensitivos,
motores o mixtos.

+ Nervios espinales o raquideos (treinta y un pares en humanos), se unen a la médula
espinal. Estos nervios son mixtos (sensitivos y motores).

+ Ganglios asociados (sensitivos y autbnomos).
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El SNP, esta conformado a su vez, por dos subsistemas: el sistema nervioso periférico
somatico (SNS) y el sistema nervioso periférico autonomo (SNA). EI SNS es el
responsable de la comunicacidén aferente y eferente con el medio, mediante acciones
conscientes de los efectores; mientras que, el SNA es el encargado de mantener la
homeostasis del organismo, a través de acciones “involuntarias” de los efectores (inerva
musculos lisos, corazon y glandulas) (Curtis et al., 2008; Cardinali, 1992). El sistema

nervioso periférico auténomo se divide en dos:

+ Sistema parasimpatico, el cual emerge del tronco cerebral y de la region sacra de la
médula espinal; cuyo principal neurotransmisor en la sinapsis es la acetilcolina.
+ Sistema simpatico, que se origina de la médula espinal toracica y de los tres primeros

segmentos lumbares. Su principal neurotransmisor en la sinapsis es la noradrenalina.

Estos sistemas se caracterizan por poseer efectos contrarios entre si, por lo que la suma
de los efectos de ambos sistemas regula la actividad de los diversos érganos y sistemas,

manteniendo asi, el equilibrio interno del organismo (Curtis et al., 2008; Cardinali, 1992).

Células del SNP
En el SNP es posible distinguir dos tipos celulares, cada uno con variedades
especializadas. El primer tipo celular, son las neuronas o células nerviosas; constituidas

por tres partes, el cuerpo celular, las dendritas y el axon (Tortora, et al., 2013).
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El cuerpo celular, pericarion o soma, es la regién en la cual se hallan el nucleo y el resto
de los organelos celulares, embebidos dentro del citoplasma. Por su parte, las dendritas y
el axén son proyecciones que emergen del cuerpo celular y conforman las zonas de
comunicacion nerviosa, en donde las dendritas cumplen la funciéon de receptor de los
mensajeros quimicos o eléctricos y el axén, la de emisor de la informacion hacia otra

neurona, fibra muscular o una célula glandular (Tortora, et al., 2013).

Particularmente, en el SNP las neuronas son agrupadas con tejido conectivo en fibras, lo
cual se conoce como nervio, cada uno de estos se extiende desde el SNC hasta las
diferentes estructuras efectoras. Son reconocidos los nervios sensitivos (formados por
neuronas aferentes), los nervios motores (formados por neuronas eferentes) y los nervios

mixtos (los cuales transportan sefiales en ambos sentidos) (Silverthorn et al., 2013).

El segundo tipo celular, son las células de la glia (fig. 1), encargadas de brindar soporte
mecanico, bioquimico y metabdlico a las células nerviosas. En el SNP se encuentra un
solo tipo de célula glial, la cual se presenta en dos subtipos: células satélite y células de

Schwann (Tortora et al., 2015; Silverthorn et al., 2013).

Ganglio

Las células satélite, son células de Schwann I
periférico

no mielinizantes asociadas a ganglios
periféricos. Un ganglio es un cumulo de

neuronas fuera del SNC, con Células Satélite
apariencia glomerulada, cuya presencia

puede estar localizada a lo largo de un

nervio (Silverthorn et al., 2013). Fig. 1. Células de la glia en Sistema Nervioso Periférico.
Modificado de Anatomy and Phisiology
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Células de Schwann
El correcto funcionamiento de los nervios periféricos es una de las prioridades de las

células de Schwann. Estas fueron descubiertas y descritas a mediados del siglo XIX

por Theodore Schwann (Snell, 2003).

Las células de Schwann (fig. 2) son las encargadas
de brindar a los nervios periféricos proteccion, sostén
mecanico, soporte metabdlico, regulacién del
contacto de sus prolongaciones, recepcion y
almacenamiento de neurotransmisores. También,
favorecen la regeneracion y sobre todo mantienen

mielinizadas a las fibras nerviosas, lo cual es

esencial en la transmision correcta de los impulsos  Fig- 2. Células de Schwann con proyecciones
citoplasmaticas (morfologia estrellada). Aumento

microscopio 10X. Foto de Miguel Benitez.
nerviosos (Murieton et al., 1998).

Ademas de las funciones mencionadas anteriormente, las células de Schwann
desempefian algunas funciones inmunitarias como: produccion de citocinas y quimiocinas,
expresion de moléculas de adhesion y moléculas clase Il del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC del inglés Major Histocompatibility Complex), presentacion de
antigenos y ante un dano por lesion, son capaces de reclutar macrofagos e inducir
inflamacion local; asi como producir Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) (Cheng et al.,

2007; Orlikowski et al., 2003; Wagner & Myers, 1996).
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Origen embrionario de las células de Schwann.

La mayoria de las células de Schwann se forman a partir de la cresta neural durante el
desarrollo embrionario (Weston 1963; Carpenter & Hollyday, 1992; Marusich & Weston,
1992; Zimmer & Le Dourain, 1993) y el resto (las encontradas en la regién proximal al
asta ventral) del tubo neural ventral (Weston, 1963; Loring & Erickson, 1987; Lunn et al.,
1987; Carpenter & Hollyday, 1992). Las células de la cresta (o el tubo neural), pasan por
tres transiciones antes de convertirse en una célula de Schwann: célula precursora, célula
de Schwann inmadura y después del nacimiento, uno de los dos tipos de célula de

Schwann descritos: mielinizante o no mielinizante (Bhatheja & Field, 2006).

Tipos de células de Schwann.

Una célula de Schwann es mielinizante o no mielinizante, dependiendo del o los axones a
los que se encuentre asociada (fig. 3). Los axones con un diametro igual o mayor a 1
micrometro secretan niveles elevados de neuroregulina-lll (NRG-III), lo cual promueve la
mielinizacion; por su parte, aquellos axones con un didmetro inferior a 1 micrometro
secretan bajos niveles de NRG-IIl, lo que favorece el ensamblaje de una estructura
denominada “paquete de Remak”, la cual estd compuesta por varios axones rodeados y
sostenidos por una célula de Schwann. Sin embargo, este destino no es permanente,
pues se sabe que este tipo celular posee gran plasticidad, siendo capaz de retroceder al
estadio inmaduro y convertirse en el otro tipo mielinizante dependiendo del microambiente

tisular (Taveggia et al., 2005 y Bhatheja & Field, 2006).

Célula de Schwann mielinizante Célula de Schwann no mielinizante

A

Q @m'”

P A

Fig. 3. Tipos de células de Schwann: mielinizante y no mielinizante. (N) nicleo de la célula de Schwann;
(A) axén. Schwann cells: Origins and role in axonal maintenance and regeneration.

14



Mielina

La mielina es el plegamiento continuo de la membrana citoplasmatica de las células de
Schwann sobre un sélo nervio que promueve y mantiene un aislamiento eléctrico,
facilitando la correcta transmision de impulsos nerviosos (Perdomo & Spinel, 2004). La
mielina se compone de agua (40%), una alta proporcién de lipidos que en peso seco
representa cerca del 90% y una baja proporcion de proteinas (Morrel et al., 1989;

Linington et al., 1980).

Los principales componentes de la mielina en mamiferos son el colesterol, fosfolipidos,
glicolipidos y la esfingomielina (Spritz et al., 1973; Linington et al., 1980); que junto a las
proteinas son cruciales para la estabilidad de esta estructura. Dentro de este ultimo grupo
destaca, la proteina de mielina 0 (PO o MPZ del inglés Myelin Protein Zero), presente de
forma abundante en la mielina periférica (>50%), es caracteristica de las células de
Schwann, asi como vital en el mantenimiento de la estructura multilamelar de la mielina
en el SNP, al estabilizar el ensamblaje y la proteina de mielina periférica 22 (PMP22 del
inglés Peripheral Myelin Protein 22), la cual representa del 2 al 5% de las proteinas y

resulta esencial en la formacion y mantenimiento de la mielina (Magnaghi et al., 2001).
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Cultivo de células de Schwann

A finales del siglo pasado inici6 el estudio in vitro de las células de Schwann que incluyd,
en general, la busqueda y caracterizacion de varios marcadores y mitdgenos propios de
este tipo celular, la descripciéon de proteinas y lipidos implicados en la formaciéon de
mielina, la interaccion de las células de Schwann con las neuronas y su participacién en

enfermedades neurodegenerativas (Boutry et al., 1992).

Estos estudios ademas de iniciar con el entendimiento de las células de Schwann, y la
relevancia de éstas en el SNP, promovieron el desarrollo de diferentes técnicas de
aislamiento, siembra de cultivos primarios y posteriormente el establecimiento de

diferentes lineas celulares derivadas de distintas especies de mamiferos (tabla 1y 2).

Tabla 1. Primeros articulos referentes al establecimiento de técnicas para cultivos primarios de C. Schwann.
Informacion extraida de Boutry et al.,1992.

Afo Autores Descripcién

1975 Wood & Bunge Cultivo primario por fragmentacion
1976 Bunge de la raiz gangliar dorsal
1979 Brockes et al. Cultivo primario por disociacion
1980 Bourre et al. Cultivo primario por fragmentacion

del nervio ciatico.

1980 Skaper et al. Cultivo primario de ratén
1980 Manthorpe et al.

1983 White et al.

1980 Askanas et al. Cultivo primario de primate
1988 Scarpani et al.

1991 Morrissey et al.

1989 Dubois-Dalcq et al. Cultivo primario de rata
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Tabla 2. Primeros articulos referentes al establecimiento de lineas celulares de C. Schwann. informacién extraida de

Ano

1972

1987
1987
1988
1990

1987

1989

1992

Linea celular S16

Autores
Pfeiffer & Wechsler
Chen et al.
Tennetoon

Ridley
Watabe

Porter et al.

Goda et al.

Boutry et al.

Boutry et al., 1992.

Linea celular

RN-1, RN-2, RN-3,
RN-4

SV40-transformed

S16

MSC 80

Descripcién

Linea celular a partir de tumores
neuronales.

Linea celular a través de
transformacién usando oncogenes.

Linea celular de rata utilizando altas
concentraciones de mitégenos.

Linea celular de rata utilizando
pases repetitivos.

Linea celular de raton utilizando
altas concentraciones de suero.

La linea S16 correspondiente a células de Schwann, fue establecida por Quarles vy

colaboradores en 1989, de acuerdo con lo documentado en sus trabajos; inmortalizada a

partir de pases repetitivos (Goda et al., 1991). La principal caracteristica de esta linea

celular al igual que la S42, es la alta expresidn en superficie de la proteina MAG (myelin

associated glycoprotein), una inmunoglobulina asociada en diversas funciones de la

interaccion glia-axén, especialmente en el proceso y mantenimiento del recubrimiento

mielinico; sin la necesidad de contacto axonal (Quarles, 2007). Ademas, esta linea celular

presenta una alta capacidad proliferativa y la capacidad de formar numerosos procesos

citoplasmaticos a altas densidades (Goda et al., 1991).
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Patologias en células de Schwann

Diferentes factores, ya sean infecciosos, inmunes, traumaticos, téxicos, tumorales o
genéticos, pueden afectar la funcidén de las células de Schwann ocasionando la aparicion
de diversas enfermedades (Castafieda-Fernandez & del Corral Garcia; 2003). Las
patologias asociadas con las células de Schwann se dividen en trastornos

desmielinizantes, lesiones y trastornos tumorales (Bhatheja & Field, 2006).

Los trastornos desmielinizantes se caracterizan por ocasionar un dafo directo a la
membrana mielinica o a la célula de Schwann; estos pueden tener un origen genético o
adquirido. En el primer caso la desmielinizacién se debe a desordenes hereditarios del
sistema inmune, del metabolismo de la mielina o de la célula de Schwann; por ejemplo, la
enfermedad Charcot-Marie-Tooth (CMT), es un trastorno desmielinizante hereditario
ocasionado por un defecto en los genes mielinizantes clave como mpz mientras que el
sindrome de Guillain-Barré se trata de un trastorno autoinmune. Por su parte en las
polineuropatias desmielinizantes adquiridas las causas van desde exposicion a agentes

mielinotoxicos (como la toxina diftérica) hasta dafios mecanicos (Hughes-Garcia, 2007).

En las lesiones, generalmente ocasionadas por traumas, isquemia, trastornos
metabdlicos, ataques inmunoldgicos o toxicos; varios componentes del SNP son
afectados, sufriendo alteraciones estructurales y funcionales, interrumpiendo la correcta

conduccion de las senales.
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En estos casos, la célula de Schwann lleva a cabo, varias acciones en favor de la
regeneracion a través de la degeneracion walleriana (fig. 4), la cual es descrita como un
proceso direccional que busca regenerar total o parcialmente el nervio lesionado, teniendo
como protagonistas a las células de Schwann, encargadas de liberar citocinas pro-
inflamatorias, ayudar a fagocitar las zonas danadas del axén y atraer macrofagos del
sistema circulatorio; posteriormente, forman un tubo de regeneracién conocido como
Banda de Bugner, por el cual el axéon comienza su regeneracion teniendo la direccion

correcta de crecimiento (Bhatheja & Field, 2006; Dubovy et al., 2014).

'I A Fig. 4. Representacion esquematica de la
v } degeneracion y regeneracion de un nervio

" s - )
Macréfagos —D‘Celulas de Schwann t periférico. Modificado de Jessen & Mirsky,

2016 en bioRender.
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La célula de Schwann es afectada por dos trastornos tumorales hereditarios: la
neurofibromatosis tipo 1 y tipo 2. En la neurofibromatosis tipo 1, la mutacion heterocigoética
se presenta en el gen nf1, mientras que para el tipo 2 la mutacion ocurre en el gen nf2. En
el primer caso los tumores estan formados por células de Schwann, fibroblastos, células
perineuriales y mastocitos (Huson, 1998.; Yang et al.,, 2003). A diferencia de la
neurofibromatosis tipo 2, en la que los tumores estan formados unicamente por células de
Schwann (schwannomas) (Huson, 1998). En ambos casos las células de Schwann son
las células patdégenas primarias, es decir, son las responsables de presentar la mutacion

bialélica (Shackleford et al., 2018).
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Receptor de Hidrocarburos de Arilo (AhR)

El receptor de hidrocarburos de arilo (AhR), es un factor de transcripcién citoplasmatico

dependiente de ligando perteneciente a la super familia de proteinas basic-helix-loop-helix

(bHLH) - PER ARNT-SIM (PAS) (Gu et al., 2000); cuya funcién candnica es el

metabolismo de xenobidticos (compuestos exdgenos, ajenos a la vida, que en

concentraciones excesivas pueden producir trastornos toxicos (Repetto-Jiménez &

Repetto-Kuhn, 2009); (Stevens et al., 2009).

El receptor de hidrocarburos de arilo posee tres dominios funcionales (fig. 5):

+ Dominio bHLH (hélice-loop (bucle) —hélice), sumamente conservado en anfibios,
reptiles, aves y mamiferos, ubicado en el extremo amino terminal con una extensién
de 4-6 aminoacidos. Esta region participa en la union del AhR con el DNA y en los
procesos de dimerizacion (Vazquez-Gémez, et al., 2016; Wu et al., 2013; Fukunaga et
al. 1995).

+ Dominio PAS, con dos repeticiones degeneradas (PAS-A y PAS-B), ubicados en la
zona media de la proteina, con una extensién aproximada de 110 aminoacidos cada
una y separadas entre si, por 50 aminoacidos. La region PAS tiene como funciones
principales la heterodimerizacion de AhR con ARNT (translocador nuclear de AhR) y
reconocimiento del DNA (Vazquez-Goémez, et al., 2016; Wu et al., 2013; Stevens et al.
2009). Se sabe que PAS-B posee un dominio de union al ligando y un dominio util para
la unién de AhR con HSP90 (Wu et al., 2013).

+ Dominio Q es un dominio poco conservado, debido a que es variable, es responsable
de las diferencias en el peso molecular del receptor entre las diferentes especies. Se
encuentra ubicado en el extremo carboxilo terminal, rico en glutamina; es sumamente
importante en la transactivacion o transrepresion, ya que interactua con diversos
coactivadores y corepresores (Vazquez-Gémez et al., 2016; Wu et al., 2013; Stevens

et al. 2009).
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Fig. 5. Composicion de la proteina de AhR. En la que se aprecian los tres dominios funcionales: Dominio con
estructura basica hélice-bucle-hélice (bHLH); Dominio PAS con sus dos repeticiones degeneradas (A y B);
Dominio Q rico en glutamina. Ademas del dominio TAD importante en la activacion transcripcional. Los
nameros indican el nimero de aminoacidos de la proteina. Modificado de Wu et al., 2013.

Via candnica de activacion del AhR

En su forma inactiva, el AhR se encuentra en el citoplasma, como parte de un complejo
multimérico, formado por la proteina de choque térmico 90 (Hsp90), una proteina de
choque térmico con un peso de 23kDa (p23), el receptor de AhR asociado 9, conocida
como XAP2 o Ara9 y una proteina tirosina-cinasa pp60src (Stevens et al., 2009). En
conjunto estas proteinas preservan al AhR en un estado conformacional que es capaz de

unirse al ligando, pero previene su translocacién al nucleo (Vazquez-Gémez et al.; 2016).

Aunque el sitio de union a ligandos es estructuralmente flexible y acepta una gran
diversidad de moléculas (identificandose mas de 400 compuestos (Wu et al., 2013), los
principales ligandos presentan estructuras planas y una naturaleza hidrofébica, por lo que
algunos metabolitos secundarios de plantas (indoles y flavonoides) o xenobibticos
(hidrocarburos policiclicos aromaticos HAP, dioxinas que incluyen los dibenzofuranos y los
bifenilos policlorados planos PCB) son excelentes activadores de este receptor (Dietrich &
Kaina, 2010); ademas se ha reportado que el AhR es capaz de unirse a compuestos
enddégenos como la bilirrubina, lipoxina A4, 7-ceto-colesterol, derivados del triptéfano y
otros compuestos con grupos indol en su estructura (Busbee, et al., 2013 y Vazquez-

Gomez et al., 2016).

21



Cuando el AhR se une a ligandos, su estructura conformacional cambia, permitiendo su
translocacién al nucleo. En el nucleo el AhR se disocia del complejo que lo mantenia
secuestrado en el citoplasma y se une a ARNT (proteina translocadora nuclear del
receptor de hidrocarburos de arilo) formando un heterodimero el cual se une al DNA en
secuencias promotoras de genes diana (fig. 6), también llamados como “bateria de
genes”, cuya regulacion depende de varios coactivadores (Stevens et al., 2009). La
secuencia 5 GCGTG 3’ por consenso, ha sido establecida como el Xenobiotics Response
Elements o “elemento de respuesta a xenobidticos o dioxinas”, de manera que la unién
del complejo AhR/ARNT a esta secuencia, incita/induce la expresién de genes implicados
en el metabolismo de xenobidticos, siendo los seis genes mas importantes de esta via:
Cyp1a1l, Cyp1a2, Cyp1b1, glutation S-transferasa Ya, NADPH/quinona oxidoreductasa y
aldehido deshidrogenasa 3 (Hankinson et al., 1995; Busbee, et al., 2013 y Vazquez-

Gomez et al.; 2016).

El como es regulada la actividad de AhR transcripcional, aun no es del todo elucidado
(Yang et al., 2018), sin embargo, se han propuesto como los posibles mecanismos de
regulacion, la degradacion proteolitica inducida por ligando a través de la ruta ubiquitina/
proteosoma, el aumento del metabolismo del ligando activador y la retroalimentacion
negativa mediada por el represor de AhR (AhRR) (Hankinson et al., 1995; Mimura et al.,
1999; Yang et al., 2018). El AhRR es una proteina perteneciente a la familia bHLH/PAS,
cuya expresion es mediada por AhR; este represor compite con el mismo AhR por la
formacion del heterodimero con ARNT capaz de unirse al elemento de respuesta a
xenobidticos, inhibiendo asi la transcripcion de los genes blanco (Mimura et al., 1999;
Yang et al., 2018) aunque también se ha propuesto que tal competencia no se da y se

trata de una transrepresion, a través de la interaccion proteina-proteina (Hahn, 2002).
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Funciones del AhR o
Considerando la expresion del AhR durante el desarrollo y en etapa adulta en varios tipos
celulares y tejidos, el alto grado de conservaciéon de este receptor (parte de su estructura
proteica) en varias especies, incluyendo invertebrados (Fernandez-Salguero et al., 2010)
con papeles fundamentales, como en Caenorhabditis elegans, donde participa en la
regulacion de la especificacion del destino neuronal GABAérgico (Huang et al., 2004) y su
evidente surgimiento en épocas tempranas de la escala evolutiva, (la evidencia
filogenética sugiere que el AhR en vertebrados surgié hace mas de 450 millones de anos)
(Hahn et al. 2017), se ha reportado que el AhR posee otras funciones fisioldgicas
celulares, ademas del metabolismo de xenobibticos, la cual muy probablemente surgid

como una funcién secundaria durante la evolucion de los vertebrados (Stevens et al. 2009

y Fernandez-Salguero et al., 2010).

En los ultimos afos, se han estudiado los roles en los que participa el AhR destacando su
papel en la reproduccidn (formacion de los foliculos), en la respuesta inmune, en la
inflamacion, en el desarrollo de higado y sistema vascular, asi como en la proliferacién y
migracion celular (Fernandez-Salguero et al., 2010). Recientemente, en 2018 Shackleford
y colaboradores, realizaron uno de los primeros estudios sobre las funciones de AhR,

directamente en las células de Schwann y su participacion en los eventos que
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desencadenan la transformacion de los neurofibromas plexiformes en tumores malignos

de la vaina del nervio periférico.

Importancia de los conocimientos etnobiolégicos.

En la actualidad, los estudios etnobiolégicos, implican la participacion de diferentes
disciplinas como la antropologia, la farmacologia, la biologia, la quimica, la investigacion
clinica, entre otras; quienes aportan amplia informacion desde sus area de conocimiento,
yendo desde los aspectos simbdlicos y cognitivos de las etnias, hasta el descubrimiento,
descripcion y aplicacion de compuestos bioactivos utiles en el desarrollo de nuevos
farmacos, tratamientos y la elaboracion de farmacopeas; todo esto regulado por
dependencias gubernamentales, a través de diferentes leyes y acuerdos locales e

internacionales (Heinrich & Gibbons, 2001).

Metabolitos secundarios

En los ultimos afos, las enfermedades neurodegenerativas se han convertido en uno de
los mayores problemas de la salud publica en todo el mundo; hecho por el cual, se han
destinado recursos y esfuerzos a la investigacion y desarrollo de tratamientos efectivos.
Una de las areas con mayor crecimiento para este fin, es el de los productos naturales
quienes muestran potentes actividades neuroprotectoras, con un prometedor perfil

terapéutico para el disefio de medicamentos y activacion cerebral (Xu et al., 2014).

Los productos naturales, también llamados metabolitos secundarios son producidos por
plantas para su desarrollo y supervivencia, resultan de las estrategias ecologicas que han
podido desarrollar los organismos vegetales y muchos de ellos son exclusivos de ciertos

grupos o incluso de ciertas especies (Anaya & Cruz-Ortega, 2001).
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Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular con diversas
funciones, que incluyen: atraccion de polinizadores, establecimiento de asociaciones
simbioticas, defensa contra depredadores, actividad antifungica, antibiotica, antiviral y
antioxidante, competencia por recursos (alelopaticos); principalmente. Por lo general, la
sintesis de estos metabolitos se da en cada tipo de 6rgano, tejido y tipo celular de la
planta; aunque la concentracion entre un tejido y otro varia debido a la redistribucion y
capacidad de almacenamiento, asi como a la etapa de desarrollo del organismo y a las
presiones ambientales en las que se encuentra en determinado momento (Sepulveda-

Jiménez, 2004).

En la actualidad, se han identificado mas de 200,000 metabolitos secundarios, numero
que sigue en aumento (Hartmann, 2004); sin embargo, es posible agruparlos de acuerdo
con las caracteristicas comunes; ya sea por estructuras base, accion bioldgica o
biosintesis; ésta ultima ha sido la clasificacion mas utilizada y consiste en agruparlos de
acuerdo con la ruta metabdlica que les dio origen, las tres grandes rutas a partir de las
cuales se originan la mayoria de los metabolitos secundarios, son:

+ La ruta del acido mevalonico (terpenoides, carotenoides y esteroides).

+ Laruta del acido shikimico (fenilpropanoides, flavonoides y alcaloides).

+ La ruta del acetato-malonato (acetogeninas y acidos grasos).

La biosintesis de los polifenoles (que comprenden varias clases y subclases) se da a
través de la ruta del acido shikimico (que genera aminoacidos aromaticos, acidos
cinamicos y sus derivados) y de la ruta de los poliacetatos (que da origen a quinonas y

xantonas) (Quifiones et al., 2012).
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Polifenoles

Los polifenoles conforman uno de los mas grandes grupos de compuestos sintetizados
por las plantas, utilizados como parte de las estrategias de interaccion con el ambiente y
con otros organismos; aunque su popularidad e importancia se debe a los multiples

beneficios en la salud que su consumo ofrece al ser humano.

Las potentes propiedades antioxidantes que poseen, han demostrado ser utiles en la
prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidante, debido a las reacciones de
transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) o de transferencia de un solo electrén (SET)
(Lambert et al., 2010; Manach et al., 2004; Gomez-Caravaca et al., 2014); y aunque este
efecto protector ocurre en la mayoria de los casos, se debe tomar en cuenta que bajo
condiciones especificas, también presentes en los sistemas vivos, tales como un exceso
de iones metalicos libres o cuando las defensas antioxidantes han sido superadas, estas
moléculas pueden cambiar su comportamiento a moléculas prooxidantes (Hoult & Paya et

al., 1996).

Propiamente, los polifenoles son una familia de compuestos quimicos caracterizados por
la presencia en su estructura espacial de dos o mas anillos fendlicos (benceno con uno o
mas hidréxilos como sustituyentes); los cuales junto con otros sustituyentes les confieren
caracteristicas de acidos débiles y reductores fuertes (excepto la resorcina). Ademas, al

interactuar con hierro (Fe3+) los compuestos resultantes presentan un color rojo violaceo

(Primo-Yufera, 1996; Gémez-Caravaca et al., 2014).

Los polifenoles se clasifican de acuerdo con el numero de anillos y tipo de sustituyentes

en varias clases y subclases, siendo las mas importantes para la salud humana: acidos
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fendlicos, flavonoides (flavonas, flavononas, flavonoles, 3-flavonoles, isoflavonas,

antocianinas), lignanos y estilbenos (Hooper & Cassidy, 2006).

La sintesis de los polifenoles se da a través de dos rutas primarias basicas:

La ruta del acido shikimico, que inicia con la condensacién de la eritrosa-4-fosfato y el
fosfoenolpiruvato, que tras varias modificaciones da lugar al acido shikimico del cual
derivan: los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina, al igual que fenoles sencillos,

acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano.

La ruta de los poliacetatos, que inicia con una molécula de Acetil CoA, que después de
varias condensaciones da paso a poliacetatos, estos al reducirse se transforman en
acidos grasos que al ciclarse e interactuar con productos de la ruta del acido shikimico
forman un gran numero de compuestos aromaticos como las quinonas, xantonas y

flavonoides (Bravo, 1998; Quifiones, 2012).

Xantonas

Las xantonas son metabolitos secundarios encontrados de o
manera restringida en liquenes (3 especies), hongos (19

especies) y plantas superiores (122 especies de 44 géneros) o

(Negqi, et al., 2013). Poseen un esqueleto triciclico basico  Fig. 7. Esqueleto basico de xantonas.
Imagen hecha con el programa

C3-C6-C6 (fig. 7) con sustituyentes especificos en los Vst 188

anillos A 'y B (metilos, hidroxilos e isoprenos), estructura que le permite a este grupo de
compuestos interactuar con diversos objetivos farmacoldgicos. La estructura base de las
xantonas es simétrico, posee un origen biogenético mixto en plantas superiores, pues el
anillo A esta conformado por derivados de acetatos mientras que el anillo B por residuos

de productos de la via del acido shikimico (El-Seedi et al., 2010).
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Las rutas de biosintesis para la formacién de las ©/\(K

xantonas se han estudiado por casi 50 afios y han sido Fenilalanina
analizadas en diferentes trabajos. Una de las propuestas \©)k
mas aceptadas es la via cuyo precursor es la Acido m-hidroxilbenzoico

fenilalanina (formada a partir del shikimato); la cual o o

HO,

después de perder dos carbonos de la cadena lateral y o on

Derivado intermedio

(C6-C1), que al unirse con 3 unidades de acetato y sufrir 1
un cambio conformacional (doblez y cierre del anillo)

Benzofenona (2, 3, 4, 6 - tetrahidroxibenzofenona)

sufrir una oxidacion da lugar al acido m-hidroxibenzoico

forma una benzo-fenona que a través de una reaccion

de acoplamiento genera el anillo central (fig. 8) (El

Seedi, et al. 2010).

Xantona (1, 3, 7-trihidroxixantona)

Fig. 8. Propuesta de ruta de biosintesis de
xantonas en Gentia lutea a partir del aminoacido
. . . ., fenilalanina. Modificado de El-Seedi et al. 2010.
Otras rutas alternas implican una glucosidacién en

etapas tempranas de la biosintesis de la benzofenona, a través de una hidrdlisis acida o
enzimatica del glucdsido y una posterior deshidratacion (El Seedi et al. 2010); la
combinacién de una unidad C6-C3 con dos unidades de malonato para obtener

benzofenona (Estrada Mufiiz, 1998 y Serrano Lopez, 2014), entre otras.

Comunmente son clasificadas en seis grupos: xantonas simples, xantonas glucosilicas,
xantonas preniladas, xantonas lignoides, bisxantonas y xantonas miscelaneas. Las
principales propiedades que les han sido atribuidas a este grupo de metabolitos
secundarios son: antimicrobianas, anticancerigenas, antileprosas, antioxidantes,
antiparasitarias, anti-VIH, antiinflamatorias, hepatoprotectoras, cardioprotectoras,
hipoglucemiantes, analgésicas, larvicidas, ovicidas y estimulantes del Sistema Nervioso

(Negi, et al., 2013).
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A inicios de la década de 1980, se publicaron dos de los primeros trabajos en los que se
evaluaba la actividad de las xantonas en el Sistema Nervioso. Prakash y cols. (1982)
evaluaron el extracto de Swertia paniculata en el tratamiento de algunos trastornos
mentales. Mientras que Ghosal y cols. (1980) evaluaron los constituyentes que incluian

xantonas de Swertia hookeri en infecciones microbianas y el estado de animo.

Xantona V

(0] OH
La xantona V (fig. 9), es aislada del duramen de la 5z
especie vegetal Calophyllum brasiliense Cambess., que O o O on
OH

habita en selvas tropicales lluviosas del continente

. . o Fig. 9. Estructura de: 2-(3,3-dimetilalil)-1,3,5,6-
americano con temperaturas promedio de 25°C. tetrahidroxixantona (Xantona V). Imagen hecha

con el programa MarvinSketch 18.8.
Existen muy pocos estudios realizados con Xantona V, destacando el de Mesia-Vela y
cols. (2001) en el cual se aisl6 la xantona V junto con otras tres xantonas, un derivado
aceitado y dos flavonas de Calophyllum brasiliense Cambess.; el de Blanco-Ayala y cols.
(2013), en el que se evalud la Xantona V y la Xantona lll aisladas del duramen de
Calophyllum brasiliense contra el estrés oxidante y su relacibn con enfermedades
neurodegenerativas. La tesis de licenciatura de Serrano Lépez (2014), donde describe la
actividad de xantona V como modulador de marcadores neuroinflamatorios en astrocitos

corticales de ratas.

Descripcion taxonémica de Calophyllum brasiliense Cambess.
C. brasiliense Cambess., es una especie vegetal perteneciente a la clase Equisetopsida,
subclase Magnoliidae, superorden Rosanae, orden Malpighiales, familia Calophyllaceae y

género Calophyllum de acuerdo con la clasificacién del Missouri Botanical Garden.
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El arbol llega a medir hasta 30 metros de altura, posee hojas perennifolias (aunque en
zonas secas algunos arboles pueden llegar a tirar sus hojas en abril-mayo), simples,
opuestas, elipticas u oblongas, coraceas con el margen entero; haz verde oscuro y

brillante, envés verde palido.

La corteza (fig. 10) con un grosor de 10 a 20 mm, esta longitudinalmente fisurada, es de
color pardo moreno a café, laminada, fibrosa, con un exudado lechoso intensamente

amarillo; el duramen por su parte es de color rosa claro a café rojizo. Las inflorescencias

son de tamafio pequeino y color blanco, se distribuyen
en paniculas axilares, siendo la caracteristica principal

que éstas son dioicas.

El fruto es una drupa ovoide, verde-amarillenta en la
madurez, con el endocarpio duro y una semilla
relativamente grande (1.7-2.2 cm de largo y ancho), la

cual es blanco-amarillenta (Joker & Salazar, 2000;

Pennington & Sarukhan, 1998; Garcia-Zebadua et al.,

Fig. 10. Corteza de Calophyllum brasiliense
Cambess. Autor: Tarciso Leao

2014).
La floracién y fructificaciéon son anuales, iniciando en julio y octubre respectivamente,
ambas terminan en diciembre. La polinizacion se da gracias a insectos mientras que la
diseminacion es realizada por murciélagos y otros animales silvestres que consumen los

frutos (Garcia-Zebadua et al., 2014).
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Distribuciéon de Calophyllum brasiliense Cambess.

En México, se distribuye en la costa del Golfo, desde el sur de Veracruz hasta la
peninsula de Yucatan y en la costa del Pacifico lo hace desde Nayarit hasta Chiapas. En
América es posible encontrarlo desde la zona centro-sur de México a través de
Centroamérica y las Antillas hasta el norte de Sudamérica (fig. 11) (Mesia-Vela et al.,

2001.; Flores et al., 1994.; Garcia-Zebadua et al., 2014).

2 one
< Distribucién de C. brasilense

e

Fig. 11. Mapas de la distribucion continental y nacional de Calophyllum brasiliense Cambess. Elaborados en mapchart.net ©
con informacion de Agroforestry Database 4.0 (Orwa et al. 2009) y la base de datos Tropicos ®.

Usos etnobotanicos de Calophyllum brasiliense Cambess.

Esta especie es aprovechada por diferentes pueblos americanos en su medicina
tradicional. En Brasil es empleada como tratamiento de ulceras, reumatismo, varices,
hemorroides, hipertension, dolor, inflamacion afecciones gastricas y hepaticas (Sartori et
al., 1999; da Silva et al., 2001). En México se emplea para lesiones cutaneas, infecciones,
dolor de dientes y de parto (Soto-Nufiez; 1995 & Gonzalez-Paredes; 2006). En Colombia
se aplica en llagas y heridas; para aliviar el dolor y reducir la inflamacién y en Peru es

utilizada contra patologias virales y tumorales (Garcia Barriga, 1992 y Flores, 2008).
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Justificacion

El receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) es una proteina involucrada en multiples
funciones dependiendo del tipo celular o tejido en el que se exprese. La relacién del AhR 'y
las células de Schwann ha sido poco explorada; sin embargo, estudios recientes
(Shackleford et al., 2018; Juricek et al., 2017) han demostrado su participacion en la
correcta formacién y mantenimiento de la mielina, a través de individuos deficientes/nulos,

en cuyos casos la ausencia del receptor derivo en distintas neuropatias mielinicas.

Ademas, es probable su participacion, de manera indirecta, en la transformacién maligna
de ciertos neurofibromas, por su relacién con la via Wnt/B-catenina. Estas evidencias
sugieren un papel relevante del AhR en la funcion de las células de Schwann, y entender
cuales son los mecanismos moleculares y celulares en los que esta involucrado este
receptor, podria permitir el desarrollo de tratamientos dirigidos contra enfermedades

asociadas a las células de la glia del SNP.

En este trabajo se busca aportar mas informacién al campo de conocimiento de la
biologia de las células de Schwann. Ademas de ampliar la informacién sobre la funcion
del AhR, y su interaccion in vitro con un potencial ligando de origen natural, la xantona V,

sentando antecedentes para investigaciones futuras.
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Pregunta cientifica

¢La xantona V interacciona con el receptor AhR en células de Schwann?

Hipoétesis
La xantona V funciona como ligando de AhR y promueve su activacion en células de

Schwann.

Objetivo general
Determinar el efecto de la xantona V y elucidar si en este efecto esta involucrado el

receptor AhR en células de Schwann de rata.

Objetivos particulares
Determinar:
1. La citotoxicidad de la xantona V en las células de Schwann.

2. El efecto de la xantona V sobre el receptor AhR.
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Material y Métodos

Cultivo de células de Schwann

Para este trabajo, se utilizaron células de Schwann de la linea celular S16 (ATCC https://
www.atcc.org/products/all/CRL-2941.aspx), aisladas del nervio ciatico de ejemplares
neonatos de la especie Rattus norvegicus. Las células fueron sembradas en botellas de
cultivo (pretratadas con poli-L lisina PLL por dos horas antes de la siembra) con medio
DMEM de la marca Gibco by Life Technologies Ref: 12800-058, adicionado con Suero
Bovino Fetal (Bio-West SBF S1650) al 10% y antibioticos/antimicéticos al 1% (Gibco by
Life Technologies Ref: 15240-062); y mantenidas a una temperatura de 37°C vy

humificacion de 5% de CO2. hasta una confluencia de 85%.

Se monitored la morfologia de las células de Schwann en diferentes condiciones y se
documentdé con fotografias (aumento 10X), utilizando un microscopio Optico invertido
Olympus Modelo: CKX41SF, una camara microscope eyepiece camera AmScope MU500

y el programa: ToupView (X64) ®.

Xantona V

La xantona V fue proporcionada por el Dr. Ricardo Reyes Chilpa, investigador del Instituto
de Quimica-UNAM; ésta fue aislada del duramen de un ejemplar de la especie
Calophyllum brasiliense colectado e identificado por J. |. Calzada en la Selva Lacandona,
México; con etiqueta JIC-3116 en el herbario XAL y de madera simple (00011-XALw) en la
xiloteca “Dr. Faustino Miranda”. Ambos pertenecientes al Instituto de Ecologia, A. C. en

Jalapa, Veracruz, México (Blanco-Ayala, 2013).
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El modelo experimental se dividié en dos partes:
» Evaluacién de la citotoxicidad de la xantona V en las células de Schwann.
» Evaluacion del efecto de la xantona V sobre el Receptor de Hidrocarburos de

Arilo (ARR).

Preparacion de los stocks de xantona V

La xantona V con formula molecular C1sH160s y un peso molecular de 328 g/mol fue
disuelta en DMSO para obtener un stock de 10 mM. Se utilizaron 2.7 mg de xantona
V en 800 yL de DMSO. A partir de la concentracion de 10 mM se prepararon por
dilucion los stocks para las concentraciones de 1, 2.5, 5y 10 pM, utilizadas en los

siguientes experimentos. La concentracion del disolvente (DMSO) fue del 0.001%.

Citotoxicidad de la xantona V en células de Schwann.

Tratamiento con xantona V

Durante los tratamientos con xantona V, fueron utilizadas placas de 24 pozos, las cuales
se trataron con PLL, 2 h antes de la siembra. La PLL es un homopolipéptido que mejora la
adhesioén celular mediante la modificacion de las cargas superficiales del sustrato de

cultivo permitiendo el establecimiento y proliferacion de la linea celular S16.

Cuando la confluencia de las células de Schwann en las botellas de cultivo era igual a
85%, éstas eran tratadas con tripsina al 0.5%, enzima peptidica que rompe las uniones
celulares (establecidas entre ellas y con el sustrato de cultivo) permitiendo el cambio del

frasco Roux a cada pozo de la placa.
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En todos los experimentos se utilizaron 7X103 células/pozo. Después de 48 h mantenidas

a 37°C y 5% de CO: se aplicé el tratamiento correspondiente a cada pozo (fig. 12).

Fig. 12. Tratamiento aplicado a las células de Schwann durante los experimentos de citotoxicidad (método de

reduccion metabdlica del MTT).
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Las filas A y B fueron tratadas un dia antes que las filas C y D, debido a que en las
primeras se probd y observo el efecto de la xantona V (a diferentes concentraciones)

durante 48 h, mientras que en C y D se determiné a las 24 h.

Para la caracterizacion de la morfologia, se observaron las células en proliferacién,
establecidas y bajo los distintos tratamientos de xantona V, utilizando un microscopio
optico invertido Olympus Modelo: CKX41SF y se tomaron fotografias, utilizando el
programa: ToupView (X64) ®; de las células mas representativas vistas en un aumento de

10y 40X.
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Ensayo de MTT

Con el fin de evaluar la citotoxicidad de la xantona V en células de Schwann, se empleé el
ensayo de MTT, método basado en medir la actividad de las deshidrogenasas, a través de
la cuantificacion fotométrica de los cristales de formazan (azules e insolubles en agua)
acumulados en las células vivas, producto de la reduccion enzimatica del MTT 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-ilo)-2,5-difenil-tetrazol bromuro (color amarillo y soluble en agua)

(Mosmann, 1983; Fotakis & Timbrell, 2006; Montaner-Villalonga, 2008).

Cumplido el tiempo de los tratamientos con xantona V (24 y 48 h), se afiadi6 medio
DMEM con MTT a cada pozo y se incubo durante una hora a 37°C y 5% de CO». Después
de la incubacién se solubilizé el formazan obtenido de cada uno de los pozos en DMSO y

fue leido en un espectrofotdmetro a 570 nm.

Inmunofluorescencia

Para reconocer el efecto de la xantona V sobre el AhR, se utilizé el método de
inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia es una técnica que permite la identificacién
y localizacion celular de proteinas especificas al promover una interaccion antigeno-
anticuerpo, donde la proteina blanco es el antigeno y el anticuerpo (monoclonal o
policlonal) acoplado directa o indirectamente a un fluoréforo, interacciona con dicho
antigeno, evidenciando su localizacion cuando el fluoréforo es excitado (Coons & Kaplan,

1950; Fiorentino et al.; 1994).
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Para evaluar la presencia y localizacion celular de AhR en las células de Schwann, se
sembraron 7 mil células por pozo en placas de 24 pozos, cada pozo contenia un
cubreobjetos de vidrio y se iniciaron los tratamientos, dos dias después de su siembra,
con 1, 2.5, 5y 10 uM de xantona V por 24 y 48 h. Las células se fijaron a -6°C con
paraformaldehido al 4% durante 20 min y se permeabilizaron a 4°C con metanol durante

10 min, con la finalidad de permitir el paso de los anticuerpos primario y secundario.

Las células fueron bloqueadas con suero de cabra (Equitech-Bio Inc. SG30-0100) al 4%
durante una hora a temperatura ambiente, posteriormente se afadido el anticuerpo
primario (Ah Receptor M-20 goat polyclonal igG SC-8089 Santa Cruz Biotechnology)
disuelto en la solucion de bloqueo (suero de cabra al 4%) en una concentracion 1:200 y

se incub6 durante una noche a 4°C en una camara humeda.

Después de una noche con el anticuerpo primario, fue colocado el anticuerpo secundario
disuelto en PBS 1X (Alexa Fluor 488 donkey anti-goat IgG Ref: All055 Life technologies)
en una concentracion 1:200 y se incub6 durante una hora en completa oscuridad.
Finalmente se montaron los cubreobjetos en portaobjetos utilizando la soluciéon de
montaje Vectashield con DAPI (Vector Laboratories Inc. H-1200 Lot. ZA0620) y se
observaron en el microscopio de fluorescencia NIKON KCC-REM-NCY-E200LEDMV
modelo Eclipse E200LED MV R del Laboratorio de Patologia Experimental del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Las fotos se tomaron con una camara Evolution

VF Cooled Color/ MediaCybernetics modelo F-CLR-12-C.
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Cuantificacion de la inmunofluorescencia
Se realizd el conteo de todas las células en un campo, de tres campos aleatorios para
cada tratamiento de tres experimentos independientes, por duplicado. La cuantificacion se

expreso en porcentaje.

Analisis estadisticos
Las diferencias estadisticas entre los tratamientos se determinaron mediante ANOVA de
una via y prueba de Tukey. Los resultados fueron expresados como la media + el error

estandar. El valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados

Caracterizacion morfoldgica de las células de Schwann en cultivo.

De acuerdo con Goda et al. (1991), Toda et al. (1994), Sasagasako et al. (1996), Boutry et
al. (1992) y lo observado es posible afirmar que la morfologia de las células de Schwann
es heterogénea y depende de distintos factores, dentro de los que destacan los
diferentes tiempos en los que se pueden encontrar las células en cultivo, establecimiento,
proliferacion/crecimiento, reposo, senescencia y apoptosis; el tamafo poblacional
asociado al espacio disponible, asi como la sensibilidad de las células a cambios de pH,
concentracién de COg, a la disminucién de la concentracién de suero fetal bovino y

exposicion a compuestos propios de los tratamientos.
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Con el objetivo de evaluar la morfologia de las células S16, se monitorearon las células
con un microscopio Optico invertido. Distinguiéndose las siguientes morfologias: 1)

esféricas planas o esféricas con proyecciones, ante una sobrepoblacion; 2) bipolares y

estrelladas, comunes uno o dos dias después de haber sido sembradas, al parecer es la
morfologia de establecimiento-proliferacién y 3) poligonales, caracterizadas por un
citoplasma con proyecciones reducidas, el soma presenta un borde poligonal, muy
comunes después del tercer dia en densidades bajas y similares con la muestra control la
empresa ATCC, por lo cual se consideré como la morfologia 6ptima. Ocasionalmente se
presentan células anormales con formas irregulares, multinucleadas, con mdultiples

procesos citoplasmaticos o gigantes (hipertrofiadas), aunque esta Ultima morfologia es

mas comun después del octavo pase (fig. 13).

Fig. 13. Morfologias de las células de Schwann. A) esférica con
proyecciones citoplasméaticas, como consecuencia de la densidad
celular. B) bipolar, comunes en los primeros dias (2-4) después de la
siembra. C) poligonal, comin después del 4to dia de cultivo en
confluencias < a 85%. D) poligonal muestra de ATCC recuperada de
la ficha técnica de la linea S16. E) anormales: célula con el
citoplasma sumamente alargado (izq.), células con mudltiples
procesos citoplasmaticos (centro) y célula hipertrofiada (der.).
Aumento 10X. Escala = 100 um



Efecto de |la densidad poblacional sobre la localizacion celular del AhR en células de

Schwann.

Un resultado inesperado en el estudio del AhR, fue observar el aparente efecto que tiene
la densidad poblacional sobre este factor de transcripcion en el 100% de las células, pues
una densidad igual o mayor a 95% propicia la translocacion del AhR al nucleo y
aparentemente acompanado de un incremento en los niveles de la proteina AhR,
independiente a cualquier tratamiento incluido el de xantona V a distintas
concentraciones. Sin embargo, cuando la densidad celular es menor al 90% la

localizacion celular de AhR es citoplasmatica (fig. 14).
A

Fig. 14. Inmunolocalizacion de AhR en células de
Schwann sin estimulo A) confluencia de 80-85% y B)
confluencia de 100%. Aumento 10X. Escala = 100 um.
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itotoxici la xantona V en célul hwann
En todos los experimentos realizados y en todas las concentraciones, incluyendo el
control y control-DMSO, se observd la presencia de las 3 morfologias descritas

anteriormente, con una mayor incidencia de la morfologia poligonal.

La toxicidad de la xantona V en las células S16, fue evaluada por medio de la actividad de
las deshidrogenasas a través del método de MTT. Se observé que el tratamiento con
xantona V a concentraciones de 1, 2.5, 5y 10 yM por 24 h no modificé los valores de la
concentracion de formazan, en comparacién con los de las células control y control +
vehiculo (DMSO), lo que sugiere que la actividad de las deshidrogenasas no presenté
cambios significativos en presencia de los diferentes tratamientos de xantona V (fig. 15),
lo cual se corroboré con la prueba estadistica ANOVA de una via y prueba de Tukey del
programa GraphPad-Prism8 ®, para una N=4. Sin diferencias estadisticamente
significativas.
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Porcentaje de viabilidad

Fig. 15. Tratamiento de células de Schwann (linea S16) con xantona V por 24 h. A) Gréafica que representa el
porcentaje de viabilidad para las diferentes concentraciones, evaluada con el método MTT. Prueba estadistica ANOVA
de una via. N=4. Sin resultados estadisticamente significativos. B) Células de Schwann Control y con tratamiento de
10 uM observadas en un aumento de 10X con un microscopio Optico invertido. Fotografias tomadas con el programa:
ToupView (X64)®. Escala = 100 pm.
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La concentracion de 10 yuM de xantona V a 48 h en células de Schwann, provoco efectos
citotoxicos, visibles en la morfologia de las células expuestas a este tratamiento (fig. 16B)
y significativo, al analizar los datos (fig. 16A) con ANOVA de una via y prueba de Tukey
con una p = 0.0266. Lo anterior, sugiere que las concentraciones no citotdxicas de la
xantona V para este tipo celular se encuentra entre 1y 5 uM a 48 h, pues concentraciones

mayores a éstas podrian resultar dafiinas/toxicas (reduciendo la viabilidad celular).
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Fig. 16. Tratamiento de células de Schwann (linea S16) con xantona V por 48 h. A) Grafica que representa el
porcentaje de viabilidad para las diferentes concentraciones, evaluada con el método MTT. Prueba estadistica
ANOVA de una via. N=4. 10 uM con un valor de p = 0.0266 (asterisco). B) Células de Schwann Control y tratamiento
de 10 pM con dafo morfolégico visible, observadas en un aumento de 10X con un microscopio Optico invertido.
Fotografias tomadas con el programa: ToupView (X64)®. Escala = 100 pm.

El valor obtenido de las células control fue utilizado como el valor de referencia para

normalizar los datos obtenidos de los distintos tratamientos.
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Localizacidon celular del AhR en células de Schwann tratadas con xantona V

El método de inmunofluorescencia permiti6 demostrar que el AhR, efectivamente se

encuentra presente en células de Schwann y observar el efecto de la xantona V en la

localizacion celular del AhR a 24 y 48 h.

El porcentaje de células con localizacion citoplasmatica, perinuclear o nuclear de AhR se
representa en la figura 17. A las 24 h, ninguna concentracién promovié la translocacion
nuclear; sin embargo, es posible apreciar un ligero aumento en el numero de células que
muestran a este factor en la zona perinuclear, aunado con una disminucién del nimero de
células que presentan su localizacion en el citoplasma, evidente en las concentraciones

de 5y 10 uM (fig. 18).
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Fig. 17. Tratamiento de células de Schwann (linea S16) con xantona V por 24 h. Porcentaje de la

localizacion celular de AhR (zonas citoplasmatica, perinuclear y nuclear). ANOVA de una via para cada
zona N=3. Sin resultados estadisticamente significativos.

44



Fig. 18. Tratamiento de células de Schwann (linea S16) con xantona V por 24 h. Localizaciéon del AhR en citoplasma
(Control, DMSO y concentraciones de 1y 2.5 uM) y en la zona perinuclear (concentraciones de 5y 10 uM). Panel A)
Células observadas en un aumento de 40X. Panel B) Células observadas en un aumento de 10X. Escala = 100 um.
Anticuerpo primario: AhR de cabra policlonal M-20 Santa Cruz. Anticuerpo secundario: Alexa Fluor 488 burro anti-
cabra.

A las 48 h, es posible observar una aparente disminucion en el numero de células con
AhR en el citoplasma, junto con un aumento en el numero de células que presentan al
AhR en la zona nuclear, en respuesta a las distintas concentraciones. La presencia de
AhR en la zona perinuclear se trata de un estado de transicion hacia la activacion

promovida por la xantona V (fig. 19 y 20).
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Fig. 19. Tratamiento de células de Schwann (linea S16) con xantona V por 48 h. Porcentaje de la
localizacion celular de AhR (zonas citoplasmatica, perinuclear y nuclear). ANOVA de una via para cada
zona N=3. Sin resultados estadisticamente significativos.

Control ‘

Fig. 20. Tratamiento de células de Schwann (linea S16) con xantona V por 48 h. Localizacién del AhR en citoplasma
(Control, DMSO y concentraciéon de 1 pM), en la zona perinuclear (concentraciones de 2.5 y 5 uM) y en ndcleo
(concentracion de 10 uM). Panel A) Células observadas en un aumento de 40X. Panel B) Células observadas en un
aumento de 10X. Escala = 100 pum. Anticuerpo primario: AhR de cabra policlonal M-20 Santa Cruz. Anticuerpo
secundario: Alexa Fluor 488 burro anti-cabra.
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Discusion

Citotoxicidad de la xantona V en células de Schwann

Los metabolitos secundarios de organismos vegetales, también llamados productos
naturales, poseen diversos efectos, algunos de los cuales pueden ser adversos e incluso
perjudiciales bajo ciertas condiciones; la concentracién y tiempo de exposicion; o bien, el
organo o célula blanco y su susceptibilidad, son factores que influyen en la actividad de la

molécula en cuestion y en su efecto final.

Como se menciond anteriormente, los polifenoles son los metabolitos secundarios mas
comunes y con un mayor numero de propiedades atribuidas; dentro de este grupo se
encuentran las xantonas, familia de compuestos con una estructura base idéntica, que les
confiere propiedades y efectos similares; aunque el grado de estos, varia con relacion al

tipo y posicion de los grupos funcionales.

En este trabajo se estudio por primera vez el efecto de la xantona V en células de
Schwann; previamente en nuestro equipo de trabajo se determinaron como no citotéxicas
las concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5y 10 yM de xantona V en un tiempo de 48 h en

astrocitos corticales de rata en cultivo primario (Serrano-Lopez, 2016).

Bajo condiciones similares, se probaron las mismas concentraciones en dos tiempos (24 y
48 h) y se utilizé6 el método de MTT para evaluar la respuesta. Se obtuvieron resultados
que indicaban la disminucion de la viabilidad de las células de Schwann de rata a la
concentracion de 10 uM de xantona V si la exposicidn tenia una duracion de 48 h; lo que

fue consistente con lo observado al microscopio.
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En 2008, Isakovic y cols. evaluaron los efectos de dos xantonas de la especie Gentiana
kochiana en células del glioma, astrocitos y macréfagos, encontrando una mayor
resistencia a los compuestos por parte de los astrocitos y macrofagos en comparacion a
las células de glioma. Por lo tanto, estos resultados sumados a lo reportado por Serrano-
Lopez, 2016, sugieren que los astrocitos corticales son mas resistentes que las células de

Schwann de rata y otros tipos celulares ante compuestos de la familia de las xantonas.

Se sabe que las xantonas preniladas como la xantona V; poseen actividades
antiproliferativas y algunos efectos citotoxicos. La estructura base, el tipo de sustituyentes
y la posicion molecular de estos, determinan las formas en que las xantonas interactuan
en los sistemas vivos e influyen en la efectividad de su participacion en los procesos
celulares a través de los cuales llevan acabo el arresto del ciclo celular y en algunos

casos la muerte celular (Isakovic et al., 2008; Matsumoto et al., 2004; Sato et al. 2004).

1. Citotoxicidad dependiente de la estructura molecular

Los efectos citotoxicos de las xantonas, se atribuyen por un lado a la versatilidad de
muchos polifenoles de formar compuestos prooxidantes como las quinonas; en especial
aquellos con catecoles en su estructura y que se encuentran en contacto directo con
especies reactivas de oxigeno (ROS)(Pardo-Andreu et al., 2007), pues son capaces de
afectar las estructuras y funciones de organelos u otras moléculas clave como el glutation,
DNA o proteinas de membrana y generar distintos efectos toxicos (Andreu et al., 2005;

Awad et al., 2002; Galati et al., 2001; Walle et al. 2003).
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En el trabajo de Sang y cols., 2005, se demostrd con la epigalocatequina-3-galato, uno de
los polifenoles mas abundante del té verde; que ciertas condiciones en el cultivo celular
como el pH, temperatura, los niveles de oxigeno, los iones metalicos, asi como la
concentracion del compuesto disuelto en el medio, afectan la estabilidad de éste,
reduciendo o manteniendo su vida media e incluso promoviendo la aparicion de moléculas
prooxidantes que contribuyen a la apoptosis celular. Lo que también se ha reportado en

otros estudios (Hong et al., 2002).

2. Citotoxicidad por la interacciéon con mitocondrias celulares.

Las xantonas pueden desempefar diferentes papeles, a través de multiples vias, para
llevar al arresto y/o muerte celular. De acuerdo con la evidencia reportada en la literatura
una de las principales formas es la despolarizacion de la membrana mitocondrial, la cual
es entendida como una “permeabilidad transicional”’, que al impedir la funcién de la
membrana como barrera selectiva, desencadena una pérdida del gradiente proténico,
ocasionando el desacoplamiento de la cadena respiratoria y un cese en la produccién de
ATP, lo que aunado con la ruptura de la membrana externa y la liberacion del contenido
mitocondrial, que incluye factores apoptoéticos como el citocromo c, factor inductor de
apoptosis (AlIF), Smac/Diablo, HytrA2/Omi, endonucleasa G, finalmente provocan la
muerte celular (Dallaporta et al., 1999; Matsumoto et al., 2004). La disipacion del potencial
de membrana mitocondrial es uno de los primeros eventos en el proceso de muerte

celular; el cual, ademas es irreversible (Kroemer, 2003).

El mecanismo por el que se da esta despolarizacion mitoncondrial no se tiene del todo
claro, dado el numero de causantes (concentraciones elevadas de calcio, especies
reactivas de oxigeno, esfingolipidos, estrés genotdxico, proteasas, etc. (Kroemer, 2003))

y/o las vias involucradas (via de de la familia Bcl-2, via MAPK, via de las caspasas, via de
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JNK, etc. (Surh, 2003; Tsujimoto, 2003)) en donde las xantonas podrian ser promotoras

de manera indirecta.

Aunque también es posible que las xantonas actuen en o sobre la mitocondria
directamente, como mencionan Matsumoto y cols. en su estudio de 2004 con células
HL60 en el que ellos no encontraron una participacion significativa de vias importantes
como la de las caspasas, la de Bcl-2 o MAPK; sin embargo, encontraron una relacion
entre el numero de hidroxilos y la capacidad de la molécula de reducir la selectividad de la
membrana mitocondrial, esta posibilidad de la union directa entre la xantona y la
mitocondria se refuerza al comparar estructuralmente derivados xanténicos y tintes
fluorescentes especificos de mitocondria como dihidrorodamina 123 y Mito Tracker

Orange CM-H2TMRos (Isakovic et al., 2008; Matsumoto et al., 2004).

Desafortunadamente por el momento no es posible sugerir algun mecanismo por el cual la
xantona V resulta toxica para las células de Schwann debido a la falta de evidencias que
guien hacia una posibilidad; sin embargo, es probable que se trate por la degradacion del
compuesto a subproductos prooxidantes, considerando el tiempo que permanece en el
medio de cultivo o bien, a través de una via indirecta ya que los efectos toxicos se

presentan hasta las 48 h.

Activaciéon de AhR en presencia de xantona V

En 2003, Amakura y cols. evaluaron la capacidad de 95 compuestos diferentes de origen
vegetal para activar al Receptor de Hidrocarburos de Arilo (AhR); este estudio permitid
obtener varias conjeturas. La primera de ellas se relaciona con las dosis efectivas de
estos compuestos, las cuales oscilan entre 1 y 100 uM con incubaciones de 24 h, rango

en el que se encontro actividad por parte de la xantona V (10 uM desde 24 h). Ademas, se
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reportd la relacion estructura-actividad al translocar y activar de forma efectiva el AhR,
siendo los aspectos mas importantes el tamafio molecular, la polaridad y la distribucion

espacial.

Las isoflavonas se presentan como los compuestos con mayor potencial inductor, cuya
estructura base presenta los mismos grupos funcionales y una vez mas, se recalco la
importancia de los sustituyentes en la actividad. La presencia de grupos hidréxilo en
ciertos carbonos (como el grupo hidroxilo en C-3 del anillo C) debilita la actividad de los
compuestos o la aumenta (como los grupos hidréxidos en C-4, C-5 y C-6 del anillo A en
baicaleina y crisina) en flavonas y flavonoles. De la misma manera se reporté que los
grupos glucosidos, reducen la capacidad inductora de los compuestos (Amakura et al.,
2003). Posteriormente; en 2008, el mismo grupo de trabajo, describié los efectos
agonistas (altas concentraciones) y/o antagonistas (bajas concentraciones) en la

activacion de AhR dependientes de la dosis de algunos polifenoles in vitro.

En vertebrados, el AhR se expresa en varios tipos celulares y tejidos en donde
desempena diferentes funciones, como las mencionadas con anterioridad.
Particularmente en el SNP, las investigaciones han sido escasas. Shackleford y cols. en
2018, reportaron la presencia de AhR en células de Schwann, lo cual se corroboré en este
trabajo y en nervio ciatico. Sus estudios, determinaron un papel fundamental del AhR en
células de Schwann durante el proceso de mielinizacion, en etapas tempranas del
desarrollo; asi como su participacion, aunada con la de otras vias, en el desarrollo de
neurofibromas plexiformes (PNFs) y tumores malignos de la vaina del nervio periférico

(MPNSTSs), lo que implica su participacién en el ciclo celular.

51



Desde finales del siglo pasado, se tiene conocimiento sobre la participacion reguladora
(proliferativa y pro-apoptética, dependiendo de las condiciones) del AhR en el ciclo celular,
independientemente del ligando (Marlowe & Puga, 2005; Puga et al., 2002). Sin embargo,
este papel del AhR se ve alterado en presencia de ciertos ligandos. Se ha demostrado
que diferentes ligandos, incluyendo los candnicos y de interés para este trabajo como
TCDD vy algunos flavonoides como la quercetina, son capaces de arrestar el ciclo celular
y/o provocar apoptosis a través de AhR (Laiosa et al., 2003; Trapani et al., 2003;
Hamidullah et al., 2015). O bien, participar en el arresto celular y/o apoptosis a través de
otras vias con un papel menos protagéonico como ligando de AhR (Reiners et al., 1999;

Koliopanos et al., 2002; Cheng et al., 2012).

En el caso de la xantona V, es muy probable que participe en acciones anti-proliferativas y
apoptoticas de forma independiente a AhR, pues en los experimentos realizados en este
proyecto, no coincidio la expresion del factor de transcripcién en nucleo con los primeros
efectos de muerte celular. Ciertamente, se observé una movilizacién celular del AhR
dependiente de la concentracion de la xantona y el tiempo de exposicidn, hacia la zona
periférica del nucleo en la mayoria de los casos, aunque sin el ingreso del factor de
transcripcion al nucleo hasta la concentracién de 10 uM (a 48 h), lo que sugiere que la
xantona V funciona como un ligando que modifica la estructura conformacional de la
proteina, promoviendo su movilizacion, aunque considerando que el AhR interviene en
multiples eventos celulares y que es activado por ligandos exogenos, algunos de los
cuales tienen gran afinidad hacia el sitio de unién; existen otros mecanismos de

regulacion para este factor de transcripcion (Oesch-Bartlomowicz, 2009)
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En 2004, |kuta y cols., propusieron un mecanismo de dos pasos para la importacion
nuclear dependiente de ligando de AhR; en primer lugar es necesario la interaccién de un
ligando de AhR al sitio de union, que modifique la conformacion espacial, facilitando la
interaccién de las secuencias de localizacion nuclear (NLS) del dominio bHLH (AhR
13-16: RKRR y AhR 37-39: KRH) con los componentes de importacién nuclear y en
segundo lugar la desfosforilacion de los dos sitios PKC adyacentes a la NLS bipartita
(Ser-12 y Ser-36), ya que la fosforilacion de estos sitios participa de manera negativa

(inhibe) en la importacion del factor.

La relacion entre AhR y la fosforilacion ha sido estudiada a lo largo de estos afos,
aumentando nuestro conocimiento sobre estos procesos y los escenarios en los que
estan involucrados. Particularmente, en la regulacién de la importacion nuclear de AhR, se
ha identificado la importancia de la proteina XAP2; por un lado se reconocié como
trascendente la fosforilacién de Ser-53 de XAP2, pues sin ello dicha proteina asociada a
AhR en el citoplasma es incapaz de ingresar al nucleo (Dull et al., 2002); asi como la
interaccion entre XAP2 y PDE2A (fosfodiesterasa tipo 2A), ya que resulta reducida la
translocaciéon nuclear de AhR dependiente de dioxinas y de cAMP, cuando XAP2 y PDE2A
se unen a traves la region carboxilo terminal rica en tetratricopéptidos (TPR) que median
interacciones proteina-proteina de XAP2 y el dominio GAF-B de PDE2A (de Oliveira et al.,
2007). También se ha reconocido la participacion de la proteina tirosina-cinasa pp60sre,
asociada al complejo de arresto de AhR en citoplasma que, al activarse por la unién del
ligando a AhR y dependiente de la dosis, se libera de dicho complejo desencadenando
una serie de fosforilaciones de varias cinasas, que posiblemente estén implicadas en la

translocacién nuclear de AhR (Blankenship & Matsumara, 1997).
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Estas evidencias, resaltan la relacién entre afinidad de ligando, la dosis y la efectividad
para desencadenar la fosforilacion de cinasas que pudiesen estar implicadas en la
translocacién nuclear. Ademas de demostrar que la regulacion de la actividad del AhR
inicia desde la translocacion, aunque existen otros a diferentes niveles de la ruta; lo que
resulta l6gico considerando el numero de procesos celulares en los que participa y el sitio
de unién a ligando promiscuo que posee, pues ante una exposicion prolongada a
contaminantes como la que se tiene en la actualidad, su activacion incontrolada afectaria
una gran variedad de funciones celulares. Por otro lado, resultaria sumamente util
conocer el mecanismo puntual que regula la entrada al nucleo de AhR aunado a la union
con ligando en células de Schwann que pudiera incluso participar en la produccion de
mielina, funcidn que, salvo los oligodendrocitos, ningun otro tipo celular posee. Este
conocimiento permitiria proponer alguna de las vias como blanco para tratamientos de
diferentes enfermedades asociadas a mielinizacion, inflamacién, inmunidad o bien, a

aspectos relacionados con el ciclo celular.

Densidad celular y su relacién con AhR en células de Schwann.

Durante el establecimiento del cultivo de las células de Schwann S16 se noto la activacion
y translocacién de AhR al nudcleo, independientemente a la presencia de un ligando,
inducida, en este caso, por la densidad celular, lo cual también habia sido reportado por el
grupo de lkuta y el de Cho en 2004, en sus estudio realizado con una linea celular de
queratinocitos (HaCaT) y fibroblastos (10T1/2), respectivamente; ellos notaron que el AhR
es nuclear en densidades dispersas mientras que es citoplasmatica a mayor confluencia,
efecto que asociaron con el contacto celular. EI comportamiento de las células de
Schwann S16 fue completamente opuestos a lo encontrado en queratinocitos y
fibroblastos, ya que confluencias de 95-100% promovian la translocacion del AhR a

nucleo, el cual se encontraba en citoplasma en células dispersas.
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Se debe tener en cuenta las propiedades intrinsecas de cada tipo celular, pues tales
experimentos fueron realizados en queratinocitos y fibroblastos, respectivamente; a
diferencia de los nuestros, en células de Schwann, por lo que existen discrepancias en
multiples factores; sin embargo; son interesantes los resultados obtenidos en sus
estudios. En primer lugar, y como ya se habia abordado con anterioridad la
caracterizacion de los elementos y sitios de las sefiales de localizacion nuclear y
exportacién nuclear de AhR; asi como la propuesta de un sistema de encendido y
apagado dependiente de procesos de fosforilacion y desfosforilacion, lo que
invariablemente participa en la distribucidn de AhR en la célula. Las vias involucradas, asi
como los factores que promueven estos eventos muy posiblemente depende de cada tipo

celular, sus funciones y el ambiente en el que se presenten.

Igual de importante resultaron algunos otros descubrimientos durante su estudio, tales
como el mantenimiento de la actividad de importacion nuclear aun a alta confluencia, la
relacion entre la localizacion de AhR con las concentraciones de Ca2* intracelular lo que
se relaciona con las E-cadherinas, la aparente irrelevancia del ciclo celular en la
distribucion de AhR, la actividad transcripcional del AhR cuando es nuclear, asi como la
activacion de AhR en los queratinocitos involucrados en una lesion (situacion similar en la
que células de Schwann estan involucradas) y la propuesta de participacion de p38-

MAPK, relacionado a eventos de estrés (lkuta et al., 2004).

Ademas de identificar que la inhibicidon del contacto célula-célula y célula-sustrato (a
través de suspension celular, agitacion mecanica y siembra subconfluente), promueve la
activacion de AhR transitoria, independiente a algun ligando (agonistas enddgenos y
exdgenos o antagonistas exdgenos), aunque si afectado por la formacion de agregados

celulares. Tal activacion es independiente al ciclo celular como lo descrito en el trabajo de
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Ikuta y cols. 2004. La promocién de AhR al nucleo comparte ciertos elementos, aunque
posee particularidades dependiendo del promotor (HSP90, proteosoma) incluyendo los
sitios de union (niveles de AhR nucleares similares, diferente tasa de transcripcion) (Cho

et al., 2004).

Es prudente destacar que ellos se enfocan en la sefal de exportacion nuclear para
explicar sus resultados, sin involucrarse con la sefial de localizacidn nuclear, la cual posee
el mismo sistema de encendido y apagado dependiendo de los eventos de fosforilacion,
por lo que la desfosforilacion, que ellos proponen para NES, cuando se da el contacto
célula-célula, también podria aplicar para LNS. Esto en conjunto con la activacion de AhR
en los queratinocitos involucrados en la reparacion de una lesion, permite pensar que la
LNS es desfosforilada cuando el contacto celular se da en los tipos involucrados en
regeneracion, como es el caso de las células de Schwann, quienes participan en la
degeneracion walleriana inducida por una lesion, asi como en eventos posteriores

(Jessen & Mirsky, 2016).

Sasagasako y colaboradores en 1996 demostraron que las condiciones de cultivo de la
linea S16 (presencia/ausencia de SBF y densidad celular) influyen en la expresién de la
proteinas mielinizantes, particularmente PO y MAG. Notando que la expresién de
proteinas mielinizantes tiene una relacion directamente proporcional a la densidad y a la
tasa de proliferacion, lo que aunado a la participacion de AhR en células de Schwann,
como un regulador de la expresion de ciertas proteinas mielinizantes y reafirmado con lo
demostrado por Juricek y colaboradores en 2017, en donde la ausencia de AhR se
asocia con una vaina de mielina del nervio 6ptico alterada al presentar modificaciones la
composicioén lipidica de ésta, asi como en la expresion de MAG, permiten suponer otras

propuesta en donde efectivamente la localizacién de AhR se asocia a la densidad celular

56



(contacto celular) dado su papel regulatorio en la expresion a la alza de las proteinas
mielinizantes, en especial MAG, caracteristica muy particular de la linea S16 y relevante
en una de las fases con mayor proliferacion, los primeros dias de nacimiento (Yin et al.,
1998), su papel junto a PO y PMP22 en la remielinizacién posterior a la degeneracion
walleriana (Lemke, 1988) o bien, un regulacién a la baja importante en la degeneracion
walleriana, ya que las células de Schwann sufren una conversién de mielinizantes o no
mielinizante, a través de la supresion de las proteinas mielinizantes a un fenotipo de
reparacidn que promueve la generacion de factores troficos, citocinas inflamatorias,
reclutamiento de macréfagos, autofagia de la mielina y aumentan su proliferacién
formando cadenas longitudinales conocidas como bandas de Blingner, a través de las
cuales guian y estimulan el crecimiento del nuevo axén (Lemke, 1988; Jessen & Mirsky,

2016).

De cualquier manera, estos resultados muestran algunos de los elementos celulares que
influyen en la localizacién celular y los posibles caminos en los que se pueden enfocar
futuras investigaciones con el objetivo de elucidar cuales son los factores que
involucrados en distribucion nuclear de AhR en células de Schwann en confluencia y el

porqué de las diferencias con otros tipos celulares.
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Conclusiones

- La xantona V (1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona) no mostrd toxicidad en
células de Schwann a concentraciones iguales o menores de 10 uM a 24 h; sin
embargo, a 48 h, la concentracion 10 yM disminuyd la viabilidad celular en un 40%.

Efecto independiente a AhR.

- La xantona V, como algunos otros polifenoles, posee actividad en los sistemas
biolégicos y tiene un efecto sobre el AhR, apreciable a 48 h en concentraciones de 5y

10 uM, observandose una movilizacion celular de dicho factor de transcripcion.

- Otro de los elementos que influye sobre la localizacion del AhR ademas de ligandos, es
la densidad celular, pues se observd una translocacion del AhR al nucleo cuando las
células eran mantenidas en una confluencia del 90-100%, sin aplicar tratamiento
alguno. Este resultado es importante en el estudio del AhR, ya que este factor debe ser

regulado y cuidado para no obtener falsos positivos en otros estudios.
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Perspectivas

En este trabajo se probd que ciertas concentraciones de xantona V, resultan téxicas para
las células de Schwann in vitro; el siguiente paso es determinar el o los mecanismos a
través de los cuales la xantona promueve la muerte celular, lo que resultaria util para

evitar tal efecto citotoxico o en casos particulares, inducirlo.

Por otro lado, se demostrd que la xantona V es capaz de promover la movilizacién celular
de AhR. Evaluar los efectos a nivel molecular, de la traslacion de AhR, al inducirlo con un
ligando exdgeno natural, permitiria conocer las vias en las que esta involucrado AhR en
células de Schwann y comparar los resultados, con lo ya reportado en otros tipos
celulares y con otros ligandos (exdgenos y enddgenos), asi como con los nuevos
descubrimientos, probablemente ayude a encontrar diferencias y similitudes que nos
permitan, a futuro, predecir los efectos segun la naturaleza del ligando en distintos tipos

celulares.

Finalmente, considero necesario continuar con el estudio de la localizacion celular de AhR
y su aparente relacion con la densidad celular, que resultd diferente en este trabajo con lo
reportado hasta entonces, ya que aumentaria el saber de los roles fisiolégicos que tiene
AhR en las células de Schwann, lo que ademas podria buscarse en otros tipos celulares
involucrados en la reparacion o mielinizacion (oligodendrocitos), permitiendo conocer el

porqué de las discrepancias, complementando lo dicho en el parrafo anterior.
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