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Abreviaturas y Acrénimos

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNm: Acido Ribonucleico Mensajero.

ADNc: Acido Desoxirribonucleico Complementario.
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

Brn3a: Brain-specific homeobox/POU domain protein 3A.
CGRP: Gen Relacionado con el Péptido de la Calcitonina.
DMEM: Medio de Eagle Modificado por Dulbecco.

DRG: Ganglios de la Raiz Dorsal.

KROX20/EGF2: Factor de crecimiento epidérmico 2.
FOXS1: Factor de transcripcion forkhead.

FBS: Suero Bovino Fetal.

GDNF: Glial cell line-derived neurotrophic factor, Factor neurotréfico derivado de linea celular de glia.
HBSS: Solucion Salina Equilibrada de Hank.

IBMC: Instituto de Biologia Molecular y Celular.

Kv: Canales de potasio dependientes de voltaje.

MED 17.11: Mouse Embryonic Dorsal Root Ganglion.
NaV: Canales de sodio dependientes de voltaje.

NGF: Factor de Crecimiento Nervioso.

NGN1/NGN2: Factor de transcripcidn neurogenina 1/2.
P/S: Penicilina/Estreptomicina.

PB: Pares de Bases.



PBS: Tampdn Fosfato Salino.

PCR: Reaccidn en Cadena de la Polimerasa.

RT-PCR: Retrotranscripcion seguida de una Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
RUNX1/RUNX3: Factor de transcripcion relacionado con Runt 1/3.

SDS: Dodecil Sulfato Sédico.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SOX10: SRY-related HMG-box.

TrkA/TrkB/TrkC: Receptor de Tropomiosina Kinasa A/B/C

TRP: Receptor de Potencial Transitorio.

TRPV1: Receptor de Potencial Transitorio de la subfamilia Vanilloide, miembro 1.



Resumen

El ser humano es capaz de detectar este dafio mediante la nocicepcion, que es el proceso por el cual las
fibras nerviosas aferentes (sensitivas) primarias del sistema somatosensorial detectan los estimulos
nocivos. Estas fibras nerviosas aferentes son conocidas como nociceptores o receptores del dolor. La
excitabilidad de estas neuronas nociceptivas se encuentra regulada por diferentes canales idnicos. Tanto
estas terminaciones nerviosas encargadas de captar y procesar la sefial de dolor, como los diversos
canales idnicos que regulan su actividad, se han convertido en dianas terapéuticas con la finalidad de la

creacion de nuevos farmacos frente al dolor.

En este trabajo se ha diferenciado la linea celular MED17.11 a nociceptores. Se ha buscado la expresion
de ARNm de algunos marcadores neuronales mediante técnicas de RT-PCR, aunque no se ha observado
expresién de marcadores de nociceptores adultos. También se ha investigado la funcionalidad de TRPV1
mediante imagen de calcio, obteniendo alguna respuesta a capsaicina y ATP pero sin respuesta a
despolarizacién por pulsos de KCl, indicdndonos que el protocolo de diferenciaciéon usado no se traduce

en un fenotipo neuronal completo.

Para conseguir una expresién fija de marcadores de nociceptores adultos, asi como funcionalidad
neuronal estable, es necesario adaptar los protocolos de diferenciacién para conseguir una diferenciacion

a nociceptores dptima.

Summary

The human are able to detect and prevent tissue damage through nociception, which is the process by
which the primary afferent (sensory) nerve fibers of the somatosensory system detect harmful stimuli.
These afferent nerve fibers are known as nociceptors or pain receptors. The excitability of these
nociceptive neurons is regulated by different ion channels. Both these nerve endings in charge of
capturing and processing the pain signal, as well as the various ion channels that regulate its activity, have

become therapeutic targets for the purpose of creating new drugs against pain.

In this study the cell line MED17.11 has been differentiated to nociceptors. The expression of mRNA of
several neuronal markers has been investigated by RT-PCR techniques, although expression of adult
nociceptor markers has not been observed; and the functionality of the TRPV1 channels was examined by
calcium image, obtaining few response to capsaicin and ATP but without response to KCl pulses, indicating

that differentiated neurons lack in terms of action potential neuronal functionality.

To achieve expression of adult nociceptor markers as well as stable neuronal functionality, it will be

necessary to customize the differentiation protocols for achieving proper nociceptor differentiation.



Introduccion
Nocicepcion y dolor

La capacidad del ser humano para detectar el dolor es indispensable para la salud y el bienestar del
mismo, ya que se considera como una senal de alarma o de defensa de que nuestro organismo estd
siendo dafiado. El dolor es una percepcion localizada y subjetiva que puede ser mds o menos intensa
resultado de una excitacidn o estimulacidn de terminaciones nerviosas sensitivas especializadas con

un posible o ya producido dafio tisular. (Fernandez-Carvajal et al. 2012).

Eliminando el componente subjetivo inherente al dolor, se encuentra la nocicepcién, que es el
proceso por el cual las fibras nerviosas aferentes (sensitivas) primarias del sistema somatosensorial
detectan estimulos nocivos (Basbaum et al. 2009). Los nociceptores o receptores del dolor sélo
responden a estimulos de naturaleza quimica, mecdnica o térmica que provoquen cambios por
encima del umbral. Existen dos tipos de anomalias dentro del dolor, el dolor crénico (dolor
permanente) o la ausencia de percepcion dolorosa. Referido a la ausencia de dolor, se incluyen dos
cuadros clinicos bien diferenciados: cuando el estimulo doloroso no es transmitido adecuadamente
al sistema nervioso central debido a un defecto en las vias sensitivas (insensibilidad congénita al
dolor o analgesia congénita) y cuando la via sensorial se encuentra integra pero el paciente no
identifica el estimulo doloroso como desagradable (indiferencia congénita al dolor) (Vicente-Fatela et
al. 2004). El dolor crénico se define como un dolor que se extiende mas de 3 o 6 meses de su
aparicion o que se extiende mas alld del periodo de curacidn de una lesidn tisular. En esta patologia,
podemos encontrar el dolor crénico nociceptivo (producido por la activaciéon de nociceptores en
respuesta a un estimulo nocivo) y el dolor crénico neuropatico (referido a un dolor que se origina
debido a una lesién o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial). En el caso del dolor
cronico neuropatico, es referido a casos en los que no hay presencia de estimulos nocivos continuos
pero la lesidon nerviosa desencadena cambios en el sistema nervioso central (SNC), provocando que
un dolor neuropatico sea desproporcionado en comparacion con el estimulo, como es el caso de la
hiperalgesia. Otro ejemplo del dolor crénico neuropatico es la alodinia, referido a una percepcidn
anormal del dolor, nacido de un estimulo mecanico o térmico que de manera normal es indoloro. En
esta patologia, los nociceptores pueden activarse independientemente de que les llegue algin

estimulo nocivo.



Sistema Nervioso

El sistema nervioso del ser humano, con su unidad funcional llamada neurona, es un sistema
complejo. Trata de responder a todo estimulo externo con la mayor rapidez y coordinacién gracias a

la red neuronal en la cual se basa.

El sistema nervioso se divide en sistema nervioso central y sistema nervioso periférico. El sistema
nervioso central (SNC) se define como el encéfalo, formado por el prosencéfalo o cerebro anterior
(dividido en telencéfalo y diencéfalo), el mesencéfalo o cerebro medio y el rombencéfalo o cerebro
posterior (dividido en metencéfalo, formado por la protuberancia y el cerebelo, y el mielencéfalo,
donde se encuentra el bulbo raquideo) y la médula espinal. El sistema nervioso periférico (SNP) esta
formado por nervios y neuronas que se extienden fuera del sistema nervioso central hacia los

miembros y érganos. Se puede dividir en el sistema nervioso periférico auténomo y somatico.

El sistema nervioso periférico auténomo (SNPA) es la parte que controla las funciones viscerales del
organismo y trata de mantener la homeostasia del organismo en respuesta a alteraciones tanto del
medio interno como a estimulos exteriores, afectando directa o indirectamente a todos los érganos y
sistemas (Barash et al. 2013). En cambio, el sistema nervioso periférico somatico (SNPS) esta
constituido por receptores internos, que contribuyen a mantener la homeostasis del cuerpo, y por
neuronas sensitivas. Estas neuronas llevan la informacidn desde las terminaciones nerviosas
especializadas (ubicadas en los drganos sensoriales donde captan la informacion del medio externo)
hasta el SNC. El SNP se encuentra formado por los nervios espinales, formados por una rama
sensitiva aferente y otra motora eferente, y los nervios craneales, que envian la informacion

sensorial procedente del cuello y la cabeza hacia el sistema nervioso central (Young et al. 2012).

Nociceptores, propioceptores y mecanorreceptores

En esta rama sensitiva aferente es donde encontramos los nociceptores, terminaciones nerviosas
que detectan las sensaciones de dolor y las transmiten al sistema nervioso central, ademas de los
propioceptores y los mecanorreceptores. Los nociceptores se pueden dividir en dos tipos:
nociceptores peptidérgicos, neuronas capaces de sintetizar péptidos que actian como
neurotransmisores o neuromoduladores de la actividad eléctrica u hormonal de otras neuronas, o
nociceptores no peptidérgicos, neuronas incapaces de sintetizar estos péptidos. Los propioceptores
informan acerca de la contraccién y relajacidn de los musculos, ademas de la posicidon de los
musculos respecto a sus musculos contiguos mediante el huso muscular, que detecta cambios en la
longitud del musculo (Vanucci et al. 2017). Los mecanorreceptores nos informan acerca de estimulos

mecanicos, tales como el tacto, la presion,la vibracién o la tension cutdnea.
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Figura 1. Diferentes cascadas de expresion génica que controlan la generacion de neuronas y la
especificacion en los distintos tipos de receptores aferentes (Marmigeére et al. 2007). Eje vertical:
estado de la migracion en el que se encuentran las células durante el desarrollo, asi como la

posicion dorsoventral. E: dia embrionario; P: dia post-natal.

Las distintas cascadas de sefializacidon provocan que una neurona vaya por una via u otra. Existen dos
vias (Figura 1), una mediada por el factor de transcripcién neurogenina 2 (NGN2) y otra mediada por
el factor de transcripcién neurogenina 1 (NGN1). Ambos factores son necesarios para que se lleve a
cabo la neurogénesis y la especificacion de las neuronas sensoriales periféricas (Qiufu et al. 1999).
NGN2 inicia la primera via de la neurogénesis, concluyendo en la produccidn de sélamente
mecanorreceptores y propioceptores que expresen receptor de tropomiosina quinasa By C
(TrkB/TrkC); mientras que NGN1 inicia la segunda via de neurogénesis, produciendo receptor de

tropomiosina quinasa A (TrkA), pero también neuronas TrkB/TrkC.

En la primera via de neurogénesis (Figura 1), células que expresan altos niveles de NGN2 seran en un
futuro neuronas sensoriales, definidas por la expresion del factor de transcripcién forkhead (Foxs1)
durante la migracion. Las células que pasan ya a un estado postmigratorio en la primera via expresan
brain-specific homeobox/POU domain protein 3A (Brn3a). Este factor, expresado en el inicio de la
maduracién neuronal (Doran et al. 2015) y durante todo el desarrollo a nociceptor, se requiere para

la expresion de TrkC y el mantenimiento de TrkA y TrkB. Ademas, regula la expresion de TrkA



directamente mediante su unién al promotor TrkA por dos sitios distintos (Ma et al. 2003) y también
estd presente en otros procesos como el crecimiento axonal (Eng et al. 2001).Estas células que
expresen Brn3a formaran neuronas propioceptoras y mecanorreceptoras una vez que expresen el
factor de transcripcion relacionado con Runt (Runx3, runt-related transcription factor 3) y TrkC en

etapas tempranas del desarrollo neuronal (Chen et al. 2006).

En la segunda via de neurogénesis (Figura 1), las células se caracterizan por expresar de manera
continua SRY-related HMG- box 10 (SOX10, factor de transcripcién implicado en la regulacion de
NGN1) durante la migracién y en los DRG, donde empiezan a dividirse a mayor velocidad
(Monteliuset al. 2007). Estas mismas células, cuando se encuentren en el estado postmigratorio,
empezaran a expresar Foxs1, el cual tiene un rol importante en el procesamiento y la integracién de
las sefiales neuronales relacionadas con la pérdida de energia y la funcién motora (Heglind et al.
2005), Brn3a y Ngn1, antes de empezar a expresar los factores RUNX. Estas células producirian
fenotipos neuronales tanto Trka+ y TrkC+ por la expresion de Runx1 o Runx3, respectivamente

(Marmigeére et al. 2006; Chen et al. 2006; Inoue et al. 2001).

La tercera via (Figura 1) surge de una capa de células que expresan Sox10 y el factor de crecimiento
temprano 2 (EGF2, también conocido como Krox20), y que contribuyen a una poblacién de neuronas

y de glia RUNX1/TrkA (Maro et al. 2004).

La expresidn de distintos genes de la familia RUNX, en especial Runx1 y Runx3, expresados entre los
dias 10 y 12 embrionarios (Figura 1), controlaran el desarrollo de neuronas sensoriales a un tipo
celular u otro: células que mantienen la expresidn de Runx3, tendran fenotipo TrkC+ y se
desarrollardn como propioceptores; células que reducen o eliminan la expresién de Runx3 con
fenotipo TrkB+/TrkC+, TrkB+, Ret+ o TrkB+/Ret+ se desarrollardan como mecanorreceptores; células
gue mantienen la expresion de Runx1 con fenotipo TrkA-/Ret+/Runx1+ se desarrollaran como
nociceptores no peptidérgicos, mientras que células que eliminan la expresion de Runx1, con

fenotipo TrkA+/Ret+/- se desarrollaran como nociceptores peptidérgicos.
Familia TRP

Existen muchos compuestos naturales que producen una supresién o una estimulacion del dolor. Por
ejemplo, la morfina o el acido acetilsalicilico son supresores muy conocidos del dolor, pero algunas
plantas generan compuestos que incitan al dolor (Julius. 2013). La capsaicina es un agente
proalgésico que le da su gusto al chili picante. La capsaicina y otros compuestos vanilloides excitan
selectivamente a neuronas sensoriales aferentes (Jancsé et al. 1977), dando lugar a una sensacién de

guemazon, acompainado de inflamacién y vasodilatacion local, ademas de una hipersensibilidad al



calor y, en algunos casos, también al tacto (Jancsd et al. 1967). Estas consecuencias nocivas son
debido a que la capsaicina se une especificamente a uno de los canales de la familia de receptores de

potencial transitorio (TRP), el receptor de potencial transitorio vanilloide (TRPV1).

Existen muchos otros proalgésicos, a parte de la capsaicina, que son agonistas de canales de la
familia TRP, provocando la activacidon de estos receptores. Algunos ejemplos de ellos son el mentol,
obtenido de la menta, responsable de la sensacion de frio o temperaturas bajas; o compuestos como
isotiocianato y tiosulfinato, que forman parte del wasabi y le dan su caracteristico sabor picante

(Bandell et al. 2004).

Ademas de la activacién por unién de ligando (unién del proalgésico agonista), esta familia de
canales tiene una gran variedad de mecanismos de gating (activaciéon y desactivacion del canal),
incluyendo cambios en el voltaje y en la temperatura hasta modificaciones covalentes en sus

residuos nucleofilicos (Nilius et al. 2011).

Estos receptores estdn presentes en todas las membranas celulares, con la excepcién de la
membrana nuclear y la mitocondria, pero, mayoritariamente, se encuentran en las membranas
plasmaticas de casi todo tipo de célula en tejidos tanto excitables como no excitables (Nilius et al.
2011). La mayoria de los canales TRP son canales de cationes no selectivos, solo algunos son muy
selectivos para calcio, y algunos son permeables a iones Mg”* muy hidratados (Nilius et al. 2011),
teniendo un rol esencial en la maquinaria transcelular que transporta Ca**, Mg** e iones metalicos

traza.

La familia TRP son muy importantes para procesos fisioldgicos, desde funciones sensoriales (como
son la nocicepcidn o la sensacidn de la temperatura) y funciones homeostaticas (como la reabsorcion
del Ca*" y Mg o la osmorregulacién) hasta funciones de movilidad como la contraccién muscular y el
control vasomotor (Nilius et al. 2011). Esto abre un abanico de posibilidades a la hora de generar
estrategias para identificar y tratar diferentes subtipos de neuronas sensoriales que afectan de
manera distinta a la nocicepcion (Julius. 2013). Ademas, observando el mecanismo de accién de cada
agonista, se pueden identificar proteinas y demas componentes que contribuyan al proceso de

generacion del dolor (Basbaum et al. 2009).

Se han caracterizado hasta el momento 7 subfamilias de canales TRP (Figura 2): TRPC (TRP-
Canonical), TRPV (TRP-Vanilloid), TRPM (TRP-Melastatin), TRPP (TRP-Polycistin), TRPML (TRP-
Mucolipin), TRPA (TRP-Ankyrin) y TRPN (TRP- No mechanoreceptor potential C),
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Figura 2. Arbol filogenético de los canales TRP (Nilius et al. 2011).

En esta familia, los distintos subtipos tienen una estructura con caracteristicas comunes. Todos
poseen 6 dominios transmembrana, ademas del lazo entre el 52 y 62 segmento transmembrana que
forma el poro del canal, que permitira la entrada o salida de los distintos iones. También todos estos

canales tienen el N-terminal y el C-terminal intracelular (Minghui et al. 2011).

Dentro de la familia TRP, se encuentran 3 subfamilias (Figura 3) que se encuentran estimulados por la

temperatura (Vay et al. 2012):

- Receptor vanilloide de potencial transitorio (TRPV): Dentro de esta subfamilia compuesta por
6 miembros, que respondan a temperatura encontramos TRPV1 y TRPV2, activados por
temperaturas elevadas dolorosas (por encima de los 43°C) y TRPV3 y TRPV4, activados por
temperaturas elevadas no dolorosas (entre los 30°Cy los 40°C).

- Receptor de melastina de potencial transitorio (TRPM): Dentro de esta subfamilia
compuesta por 8 miembros, que respondan a temperatura encontramos TRPMS, activado
por temperaturas frias no dolorosas (entre los 20°C y 30°C).

- Receptor de anquirina de potencial transitorio (TRPA): Esta subfamilia estd formada por

TRPA1, que responde a temperaturas frias dolorosas (inferiores a 20°C).
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Figura 3. Esquema de los termorreceptores caracterizados, diferenciados por las distintas

temperaturas a la cual responde cada uno, que forman parte de la familia TRP (Vay et al. 2012).
TRPV1

El receptor TRPV1 es un objetivo muy recurrente para el estudio y tratamiento del dolor, ya que se
expresa en parte de las neuronas de la espina dorsal, asi como en neuronas del ganglio del triggmino
(Ahluwalia et al. 2000; Guo et al. 1999; Ichikawa et al.2004; Michael et al. 1999). También se ha
comprobado que en las aferencias primarias tanto somaticas como viscerales se expresa este canal,
ademads de en las terminaciones espinales y periféricas (Avelino et al. 2002; Guo et al. 1999;
Valtschanoff et al. 2001). TRPV1 es un importante integrador de las respuestas a mediadores
inflamatorios. La sensibilizacién de TRPV1 durante el dolor crénico se cree que contribuye a que un
estimulo que normalmente resultaria inocuo, provoque una sefializacidon nociva que dara lugar a ese

dolor (Immke et al. 2006).

En cuanto a su estructura (Figura 4), se trata de una proteina de alrededor de 95 kDa (Caterina et al.
1997). El N-terminal, el C-terminal y el amino terminal tienen 3 dominios repetidos de anquirina,
ademds de 6 dominios transmembrana con un lazo intramembrana adicional que conectan los

dominios quinto y sexto (Caterina et al. 1997).
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Figura 4. Estructura basica del canal iénico TRPV1 con la localizacion de los residuos involucrados
en la unién a ligandos y las modificaciones post-traduccionales. V: residuos involucrados en la
unién vanilloide, H: residuos en la union de protones, A: residuos que son diana de PKA, C:
residuos que son diana de PKC, M: residuos que son diana de CaMkll, P: residuos involucrados en
la unién de PtdlIns(4,5)P, (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), Ca: residuo involucrado en la regulacién

de la permeabilidad al calcio. (Nagy et al. 2004)
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Antecedentes y objetivos

En los ultimos afios han aumentado las investigaciones respecto a las dianas terapéuticas para
tratamiento de patologias relacionadas con el dolor, asi como la propia comprensién de la
nocicepcién y la percepcién del dolor en mamiferos. Aun asi, nos encontramos aun muy lejos de
conocer plenamente los sensores de los estimulos nocivos, el rol de los nociceptores en el dolor
fisiolégico y patoldgico, y la modulacidon de las vias de sefializacién del dolor por mecanismos
periféricos y centrales. Este aumento en el conocimiento acerca de la nocicepcion es, en gran parte,
gracias a la identificacion de la familia de canales TRP durante estos ultimos afos, lo que ha
provocado grandes avances relacionados con la hiperalgesia y la nocicepcién termal (Dubin et al.

2010).

La mayoria de las investigaciones relacionadas con la nocicepcion estdan basadas en neuronas DRG.
Estas agrupaciones de somas se obtienen de ratdn o rata, y presenta una serie de problemas a la
hora de llevar a cabo los experimentos, debido a la gran cifra de animales que han de ser
sacrificados, ademas de que el proceso que se lleva a cabo para obtener los nociceptores es muy

lento, ademas de laborioso y complicado (Doran et al. 2015).

Para estudiar el mecanismo de regulacién de las sefiales del dolor y el desarrollo del sistema nervioso
periférico, se ha buscado un sistema de estudio in vitro que favoreciera la reduccién de sacrificios
animales para obtener cultivos primarios para este tipo de investigaciones. El grupo del Dr. Nassar
del departamento de Ciencia Biomédica de la Universidad de Sheffield (Inglaterra) ha sido capacz de
desarrollar una linea celular denominada MED17.11 (Mouse Embryonic DRG) usando la cepa de ratén
Immortomouse, que expresa el antigeno T termoldbil de un virus de simio. Esta linea, una vez
cultivadas las células en un medio especifico de diferenciacion, es capaz de expresar marcadores
maduros de neuronas DRG, asi como canales idnicos que responden a compuestos nocivos y

mediadores de la inflamacidn tales como capsaicina o ATP (Doran et al. 2015).

En cuanto a los objetivos de este trabajo como la reproduccion de la diferenciacién a nociceptores de
la linea celular MED 17.11 cedida por el laboratorio del Dr Nassar. Esto incluiria el cambio de
morfologia de las células no diferenciadas al diferenciarse, la caracterizacion de la linea celular MED
17.11 y la obtencion de nociceptores maduros capaces de expresar el canal idnico activado por

ligando TRPV1.

12



Materiales y métodos

Este trabajo se ha fundamentado en el cultivo de MED 17.11 para la caracterizacion del proceso de
diferenciacién a partir del protocolo dado por los investigadores que desarrollaron dicha linea
celular. Asi, las MED17.11, originarias del laboratorio dirigido por el Dr. Nassar en el departamento
de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sheffield (Doran et al. 2015), fueron muy amablemente

cedida al laboratorio del Dr. Antonio Vicente Ferrer Montiel.

e Cultivo celular

La linea celular MED17.11 requiere 3 medios de cultivo distintos, dependiendo de si buscamos el
mantenimiento de las células o la diferenciacién a nociceptores. Para el mantenimiento requeriamos
un medio de cultivo compuesto por DMEM/F12 (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
enriquecido con Glutamax (Gibco), 10 % de FBS (Suero Bovino Fetal, Gibco),
penicilina/estreptomicina (P/S) al 1 % (Gibco), 5 ng/ml de Interferén y (Peprotech) y 0.5 % de
Extracto de Pollo Embrionario (Seralab) a 33°C con 5% de CO,, renovando este medio de

mantenimiento cada 48 horas.

El proceso de diferenciacidn se dividia en dos etapas. Primero, cambidbamos las células a un medio al
gue denominamos medio basal, que servia como lavado del interferén presente en el medio de
mantenimiento. En este medio, compuesto por DMEM/F12 enriquecido con Glutamax (Gibco), 10%
de FBS (Gibco) y P/S al 1% (Gibco), las células estaban 24 horas en incubador a 37°C y 5% de CO,. Tras
el paso por medio basal, cambidbamos a medio de diferenciacién, el cual estaba compuesto por:
medio basal al que se afaden los factores de diferenciacién Forskolina (25 uM, Sigma), Dibutiril
Adenosina-3’,5’-Monofosfato (AMPc, 0.5 mM, Sigma), Factor de Crecimiento del Fibroblasto (FGF2,
10 ng/ml, Peprotech), Murine B-NGF (Factor de Crecimiento Nervioso, 100 ng/ml, Peprotech),
Murine Glial cell line-derived neurotophic factor (GDNF, 10 ng/ml, Peprotech) e Y-67632 (5 pg/ml,

Tocris). Renovabamos el 50% del medio cada 48/72 horas y las mantenemos a 37°C y 5% de CO,

Si quisiéramos sembrar las células en placa para experimentacion, tratdbamos la placa previamente
con Poly-Ornitina (1 mg/ml) durante dos horas seguidas de 3 lavados con PBS (Tampdn Fosfato

Salino).
e Recogida de células

La recogida de células la realizdbamos para un posterior lisado de las células. Tras este lisado y una

serie de tratamientos, obteniamos las muestras de proteina y de ARN.
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Primero retirdbamos el medio de la placa de 6 pocillos donde se encontraban las células (no
diferenciadas o diferenciadas), sembradas a 67500 células/pocillo. Después, procediamos a lavar los
pocillos mediante la adicién de 2 ml de PBS frio, tratando de eliminar al 100% cualquier resto de
medio. Esta adicion la haciamos entre 2 o 3 veces dependiendo de la cantidad de residuos de medio.
Tras estos lavados con PBS, lo retirdbamos y afiadiamos 1 ml de PBS fresco por pocillo. Después, con
el ml de PBS en cada pocillo, rascdbamos todo el pocillo con una rasqueta hasta despegar todas las
células y se quedaran en suspension en el PBS. Recogiamos todo el PBS con las células y lo afiadiamos
a un eppendorf. Estos eppendorf, con el PBS y las células, los centrifugdbamos durante 5 minutos a

7000 rpm (revoluciones por minuto).

Elimindbamos el sobrenadante, nos quedabamos con el pellet y lo congeldbamos a -80°C para

conservar el ARN en éptimas condiciones para su posterior extraccion.

e Extraccién y aislamiento de ARN

Para este proceso empleamos el kit E.Z.N.A. HP Total RNA KIT (Omega Bio-tek, Inc, Norcross, GA,
EEUU). Primero, afiadiamos GTC Lysis Buffer al eppendorf con la muestra (conservada a -80°C) para

lisar las células, tanto no diferenciadas como diferenciadas.

El lisado obtenido era transferido a una columna (RNA Homogenizer Mini Column) colocada dentro
de un tubo colector, centrifugando durante un minuto a 13000 g. Esto permitia separar los acidos
nucleicos, que eluian pasando al filtrado, de los residuos celulares (proteinas, membranas, etc.) que

guedaban retenidos en la columna.

Se tomaba el filtrado y se le afiadia un volumen equivalente de isopropanol para precipitar los acidos
nucleicos. Tras resuspender bien, los dcidos nucleicos eran transferidos a otra columna (HiBind RNA
Mini Column), centrifugando a 10000g durante 1 minuto. Esto permitia separar el ARN del ADN,

eluyendo el ADN y quedando el ARN retenido en la columna.

Se tomaba la columna y se le afiadia un volumen de 500 pl de buffer de lavado | (RNA Wash Buffer 1),
centrifugando a 10000g durante 30 segundos. Esto permitia eliminar residuos que se encontraran

junto al ARN.

Se tomaba la columna y se le afiadia 500 pl de buffer de lavado Il (RNA Wash Buffer Il), centrifugando
a 10000g durante 1 minuto. Se repetia el lavado con este buffer, centrifugando a maxima velocidad
durante 2 minutos. Esto permitia eliminar al completo la presencia de residuos que pudieran

interferir con la muestra de ARN.
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Tras la dltima centrifuga, anadiamos 40-70 ul de agua tratada con DEPC (DiEtil PiroCarbonato) y
procediamos a una ultima centrifuga a maxima velocidad durante 2 minutos. Por ultimo,

almacenabamos el ARN eluido a -80 °C.

e Cuantificacion de ARN

El software del Nanodrop, aparato que calcula la concentracién de ARN de la muestra y mide la
absorbancia en un rango de longitudes de onda, nos devolvia un valor de la concentracion, el valor
del ratio 260/230 (ratio entre las absorbancias a 260 nm y 230 nm) y el valor del ratio 260/280 (ratio
entre las absorbancias a 260 nm y 280 nm). La longitud de onda de 280 nm es la longitud de onda
donde las proteinas tienen su valor de absorbancia maximo, mientras que la longitud de onda de 230
nm es donde tanto los residuos de proteinas como los compuestos aromaticos tienen su valor de

absorbancia maximo. 260 nm es la longitud de onda donde podemos encontrar los acidos nucleicos.

El ratio 260/230 indica el nivel de contaminacién de la muestra, considerando una muestra no
contaminada aquella que tenga un valor mayor a 1.8; mientras que el ratio 260/280 indica el nivel de
pureza de acidos nucleicos respecto a proteinas, considerando una muestra pura aquella que tenga

un valor, igual que en el ratio 260/230, mayor a 1.8.

e Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

Esta técnica se utilizé para obtener ADN a partir del ARN obtenido del lisado de las células. Con este
ADN, procedente tanto de cultivos no diferenciados como de cultivos celulares a distintos dias de
diferenciacidn, preparabamos una reaccién buscando la expresion de ARNm de distintos marcadores

neuronales.

Cada reaccién de retrotranscripcién se realizé a partir de 1 pg de ARN de cada muestra a analizar
(cultivos no diferenciados y cultivos celulares a distintos dias de diferenciacion, asi como ARN de
DRGs que se emplearia mas tarde como control). Empleado el kit de retrotranscripcion de Applied
Biosystems para la obtencién del ADNc. Para una reaccidn, con volumen final de 50 pul, se
necesitaban 5 pl de PCR Tampdn Il 10x (concentracién final de 1x), 11 ul de MgCl, 25mM
(concentracién final de 5.5 mM), 10 pl mezcla de dNTPs 10 mM (concentracion final de 2 mM de
cada dNTP), 2.5 pl de hexameros aleatoris 50 uM (concentracion final de 2.5 uM), 1 pul de inhibidor
de la ribonucleasa 20U/ul (20 U) y la transcriptasa inversa MuLV (Multiscribe Reverse Transcriptase)
50 U/ul (62.5 U de enzima en cada reaccion). El volumen que faltaba hasta llegar a los 50 pl lo

completdbamos con agua libre de nucleasas.
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Tras la sintesis de ADNc (ADN complementario) gracias a la retrotranscripcién, se procedia a la PCR a
tiempo final para lo cual prepardbamos un mix que, para una reaccién, incluia 10 pl de GoTaqg®
FlexiBuffer Green 5x (concentracion final de 1x), 2ul de MgCl, 25 mM (concentracién final de 2 mM),
0.5 pl de la mezcla de dNTPs 10 mM (concentracion final de 0.2 mM para cada nucleétido), 1.25 pl
del cebador forward 10 mM (concentracién final 0.5 uM) y 1.25 pl del cebador reverse 10 mM
(concentracién final 0.5 uM). A este mix le afnadiamos 2.5 pl del molde de ADNc (50 ng de ADNCc), v,
por ultimo, 0.25 pl de GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega Corporation, Madison, WI, EEUU)
S5u/ul (1.25 U).

Probamos con varios protocolos distintos en el termociclador, con el fin de ajustar las condiciones
buscando que éstas fueran las dptimas para la expresion de los genes de interés. El primer protocolo
constaba de una desnaturalizacion previa de 95°C durante 2 minutos, seguida de una amplificacién
durante 30 ciclos usando 1 minuto a 95°C para la desnaturalizacién, 30 segundos a 60°C para la
hibridacion y 1 minuto a 73°C para la elongacién. Tras estos 30 ciclos, se producia una elongacion
final a 73°C durante 3 minutos. En el segundo protocolo varidbamos que en vez de 30 ciclos se
llevaran a cabo 35, y la temperatura de hibridacién la varidbamos de 60°C a 57°C. El tercer protocolo
era el llevado a cabo en el articulo en el cual se basa este trabajo (Doran et al. 2015), el cual constaba
de una desnaturalizacién previa de 95°C durante 10 minutos, seguido de la amplificacién durante 35
ciclos usando 45 segundos a 95°C para la desnaturalizacién, 30 segundos a 57°C para la hibridacion y
30 segundos a 72°C para la elongacion. Tras estos 35 ciclos, se llevaba a cabo una elongacion final a

72°C durante 10 minutos.

Los cebadores empleados (Tabla 1) para cada marcador neuronal analizado fueron bien extraidos de

bibliografia o bien disefiados con el programa online PrimerBlast (NCBI).

Tabla 1. Secuencia 5’-3’ de cada pareja de cebadores sentido (FW) y antisentido (RV) empleados

para cada marcador neuronal analizado.
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Oligonucledtido  Tamafho Tm° GC% Secuencia (5’-3’)

de banda
esperado
Sox10_fw 304 pb 66.8 45.8 TGCTGCTATTCAGGCTCACTACAA
Sox10_rv 67.9 54.1 CAGGTATTGGTCCAGCTCAGTCAC
P75_fw 332 pb 70.0 50 GGGCACATACTCAGATGAAGCCAA
P75 _rv 70.2 50 CAGCAGCCAAGATGGAGCAATAGA
FOXS1_fw 328 pb 70.2 56.5 GGCATCTACCGCTACATCATGGG
FOXS1_rv 67.6 52.1 ACAGTCTGCCAGTTGTGGTCTTG
Brn3A_fw 330 pb 67.5 54.1 CCACTTACTGAGGAGGGTGTGAGA
Brn3A_rv 69.1 45.8 TGTGACTCAACATTTATCCCCGGT
CRET_fw 324 pb 69.1 50 AGGAAATGTACCGTCTGATGCTCC
CRET_rv 68.9 50 TACAGAGAGTTGGGATGGTGCAGA
Runx1_fw 346 pb 68.9 54.1 GGTAGCGAGATTCAACGACCTCAG
Runx1_rv 69.5 50 ATCCTGCATCTGACTTTGAGGCTG
CGRP_fw 343 pb 70.6 57.1 CGCTCACCAGGAAGGCATCAT
CGRP_rv 69.0 56.5 GTTGTCCTTCACCACACCTCCTG
TrkA_fw 348 pb 69.5 54.1 GGGAGTTGAGAAGCCTAACCATCG
TrkA_rv 69.4 50 CAGAGTCATTGGGCATCTGGATCT
TRPV1_fw 500 pb 63.03 57.14 ACATCTGGAAGCTGCAGCGAG
TRPV1_rv 63.03 60 TTGCGTCCCTCAGAAGGGGA
Navl.7_fwl 317 pb 66.1 50 AGCAGGAAGAAGCCGAGGTAGTAT
Nav1.7_rvl 69.4 52.1 AATGCTGAGTGGTGACTGGTTGG
Nav1.7_fw2 350 pb 70.6 52.3 TTGCGTCCCTCAGAAGGGGA
Nav1.7_rv2 69.6 57.1 GCGAATGACTCGGAACAGGGT

e Imagenes de calcio

Esta técnica se basa en la medida del calcio intracelular. El calcio como segundo mensajero de la
célula participa en numerosas cascadas de sefalizacion y aumenta su concentracidon ante la
activacion de las células, por ejemplo, con la activacién del canal idnico TRPV1 por su agonista, la
capsaicina. Empleando sondas fluorométricas que se unen al calcio, como la sonda Fluo4 (usandola a
una concentracion de 6 UM para incubar las células), es posible registrar un aumento de la
concentracién de calcio intracelular a través del aumento de fluorescencia y asociar éste con la
activacion celular. A través del equipo de imagen de calcio se registraban a lo largo del tiempo los
cambios de fluorescencia. Con las medidas de fluorescencia, debido a la unién del calcio con la

sonda, podiamos observar si existia funcionalidad en el canal TRPV1.

Para realizar los registros, las células eran sembradas a una concentracion de 20000 células/ml sobre

cristales de 12 mm de didmetro colocados en placas de 24 pocillos tratados con Poli-Ornitina.

Tomdabamos una de estas alicuotas de la sonda Fluo4, y la resuspendemos en 1 ml de solucién salina

HBSS 1x (Hank’s Balanced Salt Solution, 8.18 g/L de NaCl, 0.3 g/L de KCI, 0.05 g/L de CaCl, 2H,0,
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0.366 g/L de MgCl, 6H,0, 2.382 g/L de Hepes, 0.88 g/L de Glucosa y rellenar hasta 1 | con H,0 para
dar lugar a 1 | de HBSS 1x) y 25 pl de acido plurdnico al 20%. Afiadimos 500 pl de este mix a 2 pocillos
vacios, donde incluiriamos dos de los cristales para incubarlos en contacto con la sonda durante 1

hora a 37°C.

El protocolo seguido para la estimulacién y andlisis de la funcionalidad en células no diferenciadas y
células diferenciadas a distintos dias fue 1 minuto con solucion externa (HBSS 1x), seguido de un
pulso de un minuto de capsaicina 10 uM, un pulso de un minuto de ATP 10 uM y un ultimo pulso de
1 minuto de cloruro potdsico KCl 40 mM. Entre cada pulso, requeriamos de 4 minutos de lavado con

solucidn externa HBSS.

El registro de fluorescencia se realizd a través de un microscopio invertido Zeiss Axiovert 200
equipado con una camara ORCA-ERCCD. La excitacion de la sonda Fluo-4 se produjo a una longitud
de onda de 500 nm, mientras que la fluorescencia emitida por la sonda al ser estimulada la

filtrabamos con un filtro de paso largo a una longitud de onda de 535 nm.
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Resultados

e Cambios morfoldgicos

A lo largo de este trabajo, el protocolo de diferenciacién aplicado a las MED17.11 produjo a cambios
morfoldgicos claros debido a la exposicién a los distintos factores de diferenciaciéon que provocaban
la diferenciacién a neurona sensorial. Al estar expuestos a distintos medios, los cultivos no
diferenciados mostraban diferencias morfolédgicas respecto de los cultivos diferenciados (Figura 5).
Ademas, el tiempo que estuvieran expuestos al medio de diferenciaciéon también influia a la hora de
observar diferencias morfoldgicas (Figura 6), de tal manera que, cultivos a dia 3 de diferenciacion

iban a tener diferencias morfoldgicas respecto a cultivos a dia 5, dia 7 o dia 9 de diferenciacidn.

Figura 5. Células no diferenciadas frente a células diferenciadas. A: Cultivo de células no
diferenciadas. B: Cultivo de células a dia 7 de diferenciacién. Imagenes tomadas desde microscopio
Zeiss con el objetivo 20x.

En el cultivo de células no diferenciadas (Figura 5A), observamos que tiene una forma mas redonda,
una morfologia menos neuronal y sin prolongaciones axdnicas, de tipo casi fibroblastico A dia 7 de
diferenciacion (Figura 5B), observamos ya la morfologia caracteristica neuronal con un soma
redondeado, ademds de las prolongaciones axdnicas y dendriticas que forman una red de
conexiones. También podemos observar que la confluencia es aun mayor que las células no

diferenciadas.
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Figura 6. Cambios morfoldgicas entre cultivos celulares a distintos dias de diferenciacion. A: Cultivo
de células a dia 3 de diferenciacién. B: Cultivo de células a dia 9 de diferenciaciéon (derecha).
Imagenes a escala de 1:200 um, tomadas con el microscopio Zeiss.

Teniendo siempre en cuenta la gran variabilidad tanto de ndmero de células como de tamafio de
cada una, a dia 3 de diferenciacidn (Figura 6A), observamos una menor confluencia, asi como una
estructura menos neuronal, a pesar de ver los primeros inicios de axones y dendritas. En cambio, a
dia 9 de diferenciacién (Figura 6B) observamos una confluencia mucho mayor, ademas de una forma
mas reconocible de neurona, pudiendo diferenciar los axones y las dendritas, y formando esa red de

conexiones entre ellas.

e Expresidon de marcadores neuronales

Tras la finalizacidn del protocolo de diferenciacion y la posterior recogida de células y extraccion y
aislamiento de ARN, se procedié a realizar RT-PCR para, primero, obtener el ADN a partir del ARN, vy,
segundo, amplificar este ADN para observar si existia expresién de diversos marcadores neuronales

caracteristicos de los nociceptores.
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Figura 7. Expresion de los marcadores neuronales Sox10 (izquierda) y Brn3a (derecha).
Electroforesis de PCR a partir de ADNc de MED 17.11 no diferenciadas (ND), diferenciadas a dia 3
(D3), a dia 5 (D5), a dia 7 (D7) y a dia 9 (D9). Control positivo (+) de DRG de ratén de 8 semanas y

control negativo (-) agua.

El analisis de expresién de los marcadores neuronales implicados en el desarrollo de las DRG Sox10
(304 pb) y Brn3a (330 pb) mostré que, en el caso de Sox10 (Figura 7), ni las células diferenciadas ni
las no diferenciadas expresaban dicho marcador. En el caso de Brn3a (Figura 7) se apreciaba ima
amplificacion modesta en las células no diferenciadas, y diferenciadas a todos los dias de
diferenciacidon analizados, siendo esta amplificacidon mas evidente a dia 5 de diferenciacidn, sin

embargo, ademas de las bandas esperadas, también se observaron amplificaciones inespecificas.
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Figura 8. Expresion de los marcadores neuronales FOXS1 (izquierda) y P75 (derecha). Electroforesis
de PCR a partir de ADNc de MED 17.11 no diferenciadas (ND), diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 5
(D5), a dia 7 (D7) y a dia 9 (D9). Control positivo (+) de DRG de ratéon de 8 semanas y control

negativo (-) agua.

El andlisis de expresion de los marcadores neuronales FOXS1 (328 pb) y P75 (332 pb) mostré que, en
el caso de FOXS1 (Figura 8), tanto no diferenciadas como a todos los dias de diferenciacion
expresaban dicho marcador, a excepcion de la muestra a dia 7 de diferenciacién, siendo la
amplificacion mas evidente en el cultivo no diferenciado. También podemos observar que existe una
disminucién de la expresion de este marcador conforme avanza la diferenciacidn. En el caso de P75
(Figura 8) no se apreciaba amplificacion del marcador ni en células diferenciadas ni en no

diferenciadas.

Figura 9. Expresion del marcador neuronal Runx1. Electroforesis de PCR a partir de ADNc de MED
17.11 no diferenciadas (ND), diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 5 (D5), a dia 6 (D6), a dia 7 (D7) y a dia

9 (D9). Control positivo (+) de DRG de raton de 8 semanas.

El andlisis de expresion del marcador neuronal implicado en el Gltimo paso previo a la diferenciacion
a nociceptor Runx1 (346 pb) mostré que existe expresién de dicho marcador en todos los cultivos de
células diferenciadas, a excepcién de a dia 6 de diferenciacién. En el cultivo de células no

diferenciadas no se muestra amplificaciéon de este marcador.
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Figura 10. Expresion del marcador neuronal TRPV1. Electroforesis de PCR a partir de ADNc de MED
17.11 no diferenciadas (ND), diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 7 (D7) y a dia 9 (D9. Control negativo

(-) de agua.

El analisis de expresion del marcador neuronal TRPV1 (500 pb) mostré que existe amplificacidon en

todas las muestras analizadas, tanto no diferenciadas como diferenciadas.
e Analisis de funcionalidad

La busqueda y confirmacion de expresion del canal idnico TRPV1 en las MED17.11 en los analisis de
RT-PCR llevé a tratar de analizar la funcionalidad de este canal y de las células en general, a través de

imagen de calcio.

El protocolo constaba de 3 pulsos de 1 minuto: un primer pulso de capsaicina, un segundo pulso de
ATP y un tercer pulso de cloruro potdsico. Dejabamos entre 4 y 5 minutos entre pulso y pulso para la

recuperacion de las células. En este tiempo, se aplica buffer HBSS 1X para el lavado.

La aplicacién de capsaicina, agonista de TRPV1, permitia evaluar la funcionalidad de este canal idnico.
La aplicacion de ATP, factor proinflamatorio, aunque mas inespecifico, permitia comprobar la
respuesta de las MED17.11 a agentes inflamatorios. Por Uultimo, el cloruro potdsico, estimulo
disparador de potenciales de accion en neuronas, provoca una despolarizacion en ellas,

permitiéndonos evaluar la similitud de la linea celular MED17.11 con neuronas.

23



No diferenciado No diferenciado

Capsaicina

100+ 37 aowm) ATP (10 uM) KCl (40 mM)
N Bl Capsaicina
S 80 ATP 231
3 Hl KC 3 4
5 604 g ATP
@ w15
3 404 = = o Respuesta
% e — |
| S
b 1 —M\'-F-'ﬂ-"
0 20-
& 05
0 T T T 7
§‘\ §\ @ ngmmNhH\DDﬂ'mmmNhH
QY QN S (=] WMo G 0o N @ 0 won
& & [ e

Tiempo (min)

Figura 11. Porcentaje de células que responden a los pulsos de capsaicina, ATP y KCI (Figura 11A).
Registros representativos de imagen de calcio para células MED17.11 no diferenciadas (Figura
11B). Cambio de fluorescencia normalizado (eje Y) a lo largo del tiempo del experimento en
minutos (eje X) con la aplicacidon de un pulso de capsaicina (10 uM) al minuto 1, un pulso de ATP

(10 uM) al minuto 5 y un pulso de KCI (40 mM) al minuto 10.

El andlisis de funcionalidad de las MED17.11 no diferenciadas mostré que, mientras los estimulos de
capsaicina y KCl no evocaban ninguna respuesta (Figura 11B), respondiendo el 0% de las células
estudiadas (Figura 11A), éstas si se veian estimuladas con la aplicacion del ATP (Figura 11B),

respondiendo un 17% de las células analizadas (Figura 11A).
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Figura 12. Porcentaje de células que responden a los pulsos de capsaicina, ATP y KCI (Figura 12A).
Registros representativos de imagen de calcio para células MED17.11 a dia 3 de diferenciacién
(Figura 12B). Cambio de fluorescencia normalizado (eje Y) a lo largo del tiempo del experimento en
minutos (eje X) con la aplicacion de un pulso de capsaicina (10 uM) al minuto 1, un pulso de ATP

(10 uM) al minuto 5 y un pulso de KCI (40 mM) al minuto 10.

El analisis de funcionalidad de las MED17.11 a dia 3 de diferenciacién mostré que los estimulos de

capsaicina y de ATP estimulaban a las células (Figura 12B), respondiendo un 3.23% y un 9.67% de las
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células respectivamente (Figura 12A). En cambio, no se mostré ningun tipo de estimulacion por el

pulso de KCI (Figura 12B), sin obtener respuesta de ninguna célula (Figura 12A).
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Figura 13. Porcentaje de células que responden a los pulsos de capsaicina, ATP y KCI (Figura 13A).
Registros representativos de imagen de calcio para células MED17.11 a dia 5 de diferenciacion
(Figura 13B). Cambio de fluorescencia normalizado (eje Y) a lo largo del tiempo del experimento en
minutos (eje X) con la aplicacion de un pulso de capsaicina (10 uM) al minuto 1, un pulso de ATP

(10 uM) al minuto 5 y un pulso de KCI (40 mM) al minuto 10.

El analisis de funcionalidad de las MED17.11 a dia 5 de diferenciacién mostrd que los estimulos de
capsaicina y de ATP estimulaban a las células (Figura 13B), respondiendo un 27.3% y un 87.21% de las
células respectivamente (Figura 13A). En cambio, no se mostré ningun tipo de estimulacion por el

pulso de KCI (Figura 13B), sin obtener respuesta de ninguna célula (Figura 13A).
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Figura 14. Porcentaje de células que responden a los pulsos de capsaicina, ATP y KCI (Figura 14A).
Registros representativos de imagen de calcio para células MED17.11 a dia 7 de diferenciaciéon

(Figura 14B). Cambio de fluorescencia normalizado (eje Y) a lo largo del tiempo del experimento en
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minutos (eje X) con la aplicacién de un pulso de capsaicina (10 uM) al minuto 1, un pulso de ATP

(10 uM) al minuto 5 y un pulso de KCI (40 mM) al minuto 10.

El andlisis de funcionalidad de las MED17.11 a dia 7 de diferenciacion mostré que los estimulos de
capsaicina y de ATP estimulaban a las células (Figura 144B), respondiendo un 6.06% y un 93.51% de
las células respectivamente (Figura 14A). En cambio, no se mostrd ningun tipo de estimulacion por el

pulso de KCI (Figura 14B), sin obtener respuesta de ninguna célula (Figura 14A).
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Discusion

Con la finalidad de obtener in vitro nociceptores maduros a partir de la linea celular MED17.11 se
reprodujo el protocolo de diferenciacidn desarrollado por el grupo del Dr. Nassar (Doran et al. 2015).
La consecucion de este objetivo principal se determiné a partir del analisis de la expresidon de

marcadores neuronales y la funcionalidad de las células diferenciadas.

A partir de estos cultivos derivados de DRG, se busca forzar una neurogénesis, donde se generen
nuevas neuronas a partir de células madre y células progenitoras (Birbrair et al. 2013), entendiendo
células progenitoras como células madre que tienen la capacidad de diferenciarse en un solo tipo

celular (Hsu et al. 2012).

Diferenciando entre la morfologia de las células sin diferenciar y las células forzadas a la
neurogénesis, hay cambios apreciables entre cultivos, ademas de variedad en la morfologia y en el
tamafio de las células en las distintas fases del proceso. En las células diferenciadas, se pueden
observar principios de axones y dendritas, es decir, morfologia similar a lo que seria una neurona
DRG madura. Para este estudio tenemos en consideracién que no hay cambios significantes entre la

morfologia de todos los distintos subtipos neuronales de DRGs (Repic¢. 2016),

Sin embargo, durante el proceso de diferenciacidon, pudimos observar que las neuronas seguian
aumentando en numero, continuaban duplicdndose. Este suceso no deberia ocurrir, ya que las
neuronas maduras no siguen dividiéndose (Doran et al. 2015). Ademads, en estudios anteriores
(McIntyre et al. 2010), se observd que conforme aumentaba el nimero de axones, llegando casi
hasta a un exceso de axones, aumentaba la expresién de genes implicados en la inhibicion del
crecimiento. Este aumento de la confluencia observado a lo largo de los distintos dias de
diferenciacion podria ser debido a que no todas las células entren en diferenciacién al mismo tiempo,

lo cual hace que un grupo se mantenga dividiéndose.

Respecto a los resultados de las PCR llevadas a cabo, en los cultivos de células no diferenciadas
encontramos expresiéon de los marcadores Brn3a y FOXS1. Brn3a se expresa en el inicio de la
maduracién neuronal (Doran et al. 2015) y durante todo el desarrollo a nociceptor, ya que se
requiere para la expresién de TrkC y mantenimiento de TrkA y TrkB (Ma et al. 2003), y para el
crecimiento axonal (Eng et al. 2001). Este factor aparece en estadios previos al desarrollo a
mecanorreceptor, propioceptor o nociceptor (Marmigére et al. 2007) por lo que es comprensible que
aparezca expresion en células no diferenciadas. En el caso de FOXS1, tiene un rol importante en el
procesamiento e integracion de sefiales neuronales (Heglind et al. 2005), empezando a expresar este

factor en los DRG (Marmigeére et al. 2007), por lo que también es comprensible encontrar expresién
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en células no diferenciadas. De este marcador, no observamos expresion en la muestra a dia 7 de
diferenciacidn, lo que podria estar provocado por una degradacion de la muestra o un mal estado de

la misma.

En cuanto a los cultivos de células diferenciadas, encontramos expresion de los marcadores Brn3a,
FOXS1, Runx1, y TRPV1. Brn3a y FOXS1 se expresan durante todo el proceso, por lo que también
aparecera expresion de estos marcadores en cultivos de células diferenciadas. Runx1 tiene una alta
expresion en nociceptores/termorreceptores inmaduros vy, las células que expresen este gen, se
desarrollardan con un fenotipo TrkA’, caracteristico de nociceptores no peptidérgicos (Chen et al.
2006); por lo que se debe encontrar expresion en los cultivos de células diferenciadas. Esto ultimo se
cumple, a excepcién de la muestra a dia 6 de diferenciacidn, provocado por una degradacion de la
muestra o un mal estado de la misma. TRPV1 se ha comprobado que en las aferencias primarias
tanto somaticas como viscerales se expresa este canal, ademds de en las terminaciones espinales y
periféricas (Avelino et al. 2002; Guo et al. 1999; Valtschanoff et al. 2001). Este canal es un importante

integrador de las respuestas a mediadores inflamatorios.

A parte de estos marcadores neuronales, también se analizé la expresion de P75. P75 es un receptor
de neurotrofinas implicado en la apoptosis neuronal (Bamji et al. 1998) que se expresa tanto en NCC

(Neural crest cells, células de la cresta neural) como en neuronas simpaticas (Doran et al. 2015).

Aunque se trataron de realizar andlisis de expresion de proteinas a través de Western blot, no se
obtuvieron resultados analizables. Algunas de las posibles razones que pudieron darse fueron que
existiera una concentracidn demasiado baja en los cultivos celulares utilizados de células que
expresaran este canal, por lo que se deberia haber aumentado la concentracién de extracto, o una
posible inespecificidad del anticuerpo provocaron que no se obtuvieran resultados analizables y

concluyentes.

Por ultimo, referido a la imagen de calcio, se traté de estudiar la funcionalidad del canal TRPV1 en
células que se encontraban a distintos dias de diferenciacién. A pesar de no obtener unos resultados
concluyentes en cuanto a la expresion de proteina se refiere (Western blot), se obtuvieron buenas
respuestas a los pulsos de capsaicina, activador especifico de TRPV1, y a los pulsos de ATP,
compuesto proinflamatorio que estimula una mayor variedad de células. En cambio, respecto a los
pulsos de KCI, los cuales deberian evocar un potencial de accién en las neuronas de forma especifica,
no se obtuvieron resultados concluyentes, por lo que podemos concluir que carecemos de

funcionalidad neuronal estable.
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A partir de estos resultados, concluimos que la diferenciacidn no es éptima, ademdas de obtener una
variabilidad muy alta en los distintos experimentos. Ademas, no existe expresion de marcadores
clave para un nociceptor maduro. Es posible que, a pesar de esta falta de expresién, otros genes con
papeles similares se expresen a través de mecanismos compensatorios para mantener la similitud

funcional con las neuronas periféricas in vivo (Yin et al. 2016).

A pesar de las publicaciones relacionadas con este trabajo, se ha de trabajar en los protocolos de

diferenciacidn y entender el desarrollo neuronal resulta clave en este proceso de optimizacion.
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Conclusién y proyecciones futuras

Este trabajo se ha basado en la reproduccién de la diferenciacién a nociceptores de la linea celular a
MED17.11 (Doran et al. 2015). Como resultados, se obtuvieron diferencias morfoldgicas entre los
cultivos celulares no diferenciados y diferenciados, asi como la expresidon de marcadores
caracteristicos identificada mediante las técnicas de RT-PCR y Western blot, centrandonos en TRPV1,
del cual se comprobd la funcionalidad del canal mediante microfluorometria de calcio con pulsos de

capsaicina.

Como conclusiones generales que se pueden extraer son:

e El protocolo de diferenciacidon aplicado da lugar a diferencias morfolégicas evidentes. Las
células no diferenciadas con aspecto mas similar a fibroblasto adquieren una morfologia de
neurona bipolar caracteristica de los nociceptores.

e A pesar del cambio morfolégico no todas las células se diferencian por lo que contindan
dividiéndose, dando lugar a una poblacién muy heterogénea entre células maduras y
precursores o inmaduras.

e Se observa expresion de algunos de los marcadores neuronales como TRPV!, a pesar de no
encontrar la expresion de la proteina en el Western blot.

e Buscando la funcionalidad neuronal, centrandonos en la funcionalidad de TRPV1, se

obtuvieron respuestas a estimulos de capsaicina y de ATP, pero no se obtuvo respuesta a KCl.

En cuanto a perspectivas futuras, la identificacidon futura de mecanotransductores en neuronas
somatosensoriales ayudara e impulsard la direccion de la investigacion hacia una mayor
comprension, tanto celular como molecular, de la hiperalgesia mecanica y la alodinia. La
aplicacion de tecnologias genéticas y enfoques farmacoldgicos (en ratones, para poder
establecer hipoétesis que, en ultima instancia, serian probadas en seres humanos) contribuiran al
mejor entendimiento de la vias de sefalizacion y del comportamiento celular frente a estimulos

nocivos en estados normales y fisiopatoldgicos (Dubin et al. 2010).
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