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Abreviaturas y acronimos
ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN: Acido ribonucleico
ARNmM: ARN mensajero
cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario
CGRP: Gen relacionado con el péptido de la calcitonina
DMEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco.
DRG: Ganglios de la raiz dorsal
HBSS: Solucién salina equilibrada de Hank
IBMC: Instituto de Biologia Molecular y Celular
Kv: Canales de potasio dependientes de voltaje
MED17.11: Mouse Embryonic DRG
NaV: Canales de sodio dependientes de voltaje
NGF: Factor de crecimiento nervioso
PBS: Tampdn fosfato salino
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
RT-PCR: Retrotranscripcion reversa seguida de PCR
SNP: Sistema nervioso periférico
SNC: Sistema nervioso central
TRP: Receptor de potencial transitorio
TRPV1: Receptor de potencial transitorio de la subfamilia valinoide, miembro 1

TrkA: Tropomiosina-quinasa



Resumen

El dolor es una sensacion sensorial y emocional desagradable que alerta al organismo frente a
algun problema. Las neuronas nociceptorras son las encargadas de obtener informacion sobre el peligro o
posible dafio. La excitabilidad de las mismas se encuentra regulada por la actividad de diversos canales
i6nicos. Los nociceptores en general y determinados canales idnicos en particular se han convertido en los
Gltimos afios en las dianas para la creacion de nuevos farmacos analgésicos. Debido a las dificultades de

experimentacion con DRG se trabaja en crear nuevos sistemas que permitan los estudios in vitro.

Durante el trabajo se ha diferenciado la linea celular MED17.11 a nociceptores mediante
protocolos de diferenciacion. Se ha observado la expresion de ARNm y de proteina de los marcadores
neuronales tales como TRPV1, TrkA, CGRP, canales de sodio y de potasio mediante técnicas de RT-PCR
y Western blot. Ademas, se han localizado los marcadores TRPV1 y TrkA en la célula a lo largo de la
diferenciacion de las mismas y también se ha mirado la funcionalidad de los canales de TRPV1 mediante

técnicas de calcio.

Se ha observado expresion de los marcadores neuronales tanto del ARNm como de la proteina. No
obstante, no se ha observado funcionalidad en TRPV1. Ademas en cuanto a morfologia de las células a los
distintos dias de diferenciacion no se ha observado homogeneidad. Esto sugiere que la diferenciacion de
las mismas no ha sido la correcta o solo parcial y que se deberan cambiar los protocolos de diferenciacion

para obtener resultados favorables.

Summary

Pain is an unpleasant sensory and emotional feeling that alerts the organism against harmful
stimuli. Nociceptors are neurons that respond to noxious stimuli and their activation can result in pain. The
excitability of nociceptors is regulated by the activity of different ion channels. In the past few years,
nociceptors and the ion channels they express have become targets for the development of new analgesic
drugs. Due to the difficulties in the experimentation with primary cultures of dorsal root ganglia (DRG),

new systems are being developed that allow in vitro studies.

In this work, MED17.11 cells have been differentiated to nociceptors through differentiation
protocols. The expression of MRNA and its protein product of neuronal targets like TRPV1, TRKA, CGRP,
sodium and potassium channels have been observed through RT-PCR and Western blot techniques.
Furthermore, TRPV1 and TrkA were observed in the cells along their differentiation. The functional

expression of TRPV1 in MED17.11 cells has been studies through fluorescent calcium images techniques.

The mRNA and protein products of several neuronal targets have been successfully observed.
However, calcium imaging studies have shown that the TRPV1 as expressed by the MED17.11 cells was
not functional. Furthermore, the cells were not morphologically homogeneous during the different
differentiation days. These results suggests that the cells did not differentiate correctly and the

differentiation protocol needs to be changed in order to obtain successfully differentiated MED17.11 cells

Keywords: nociceptors, differentiation, TRPV1 channel, neuronal targets.
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Introduccidn

El dolor se entiende como una experiencia sensorial localizada o difusa y subjetiva que
puede ser mas 0 menos intensa, molesta, no placentera o desagradable con un posible o ya

producido dafio tisular®.

El dolor tiene muchas formas de expresion, pero lo podemos clasificar en dos tipos: el
dolor agudo que advierte sobre el inminente o subsiguiente peligro, pudiendo desaparecer
rapidamente (dolor post-operatorio, post-traumatico, o asociado a diferentes procedimientos
médicos) y el dolor cronico donde la respuesta al dolor se puede activar independientemente de
la estimulacidn, causando un dolor mas duradero y nada beneficioso, incluso tratandose de dolor
moderado (1/3 de la poblaciéon mundial padece de dolor crénico)?. Se trata de estimulos repetitivos
en el tiempo que causan cambios adaptativos en el sistema nervioso central (SNC). Esto puede
ocurrir a través de dafio en las fibras nerviosas, lo que aumenta la activacién espontanea o
alteraciones en sus propiedades de conduccion o de neurotransmisores no cumpliendo de esta

manera con el papel de alerta ni de defensa®.

La percepcidn del dolor alerta al organismo sobre la presencia de algun problema. Gracias
a ello, nuestro cuerpo es capaz de reaccionar activando respuestas para protegernos del dolor y de
un posible dafio mayor?. Podriamos pensar que vivir sin dolor seria lo mejor, sin embargo, es
necesario. Por ejemplo, las personas que no sienten dolor tienen un indice de supervivencia

inferior al de la media®.

Los nociceptores son neuronas sensoriales periféricas. Son receptores polimodales los
cuales responden a estimulos de naturaleza heterogénea: mecanica, térmica (altas y bajas
temperaturas) y quimica®. Las neuronas nociceptoras, que constituyen parte del sistema nervioso
periférico (SNP) son las encargadas de obtener informacion sobre el peligro o posible dafio,
representando la primera linea de defensa contra cualquier agente potencialmente peligroso o
dafiino. Tras la deteccidn de estos estimulos nocivos, el individuo es capaz de reaccionar frente a
ellos para evitar la sensacion desagradable o intensamente dolorosa®. Los estimulos nocivos son
transducidos a sefiales eléctricas en estas terminaciones nerviosas’. Estos potenciales de accion
se transportan a areas especificas de la médula espinal y del cerebro. Se sabe que son las fibras

sensoriales pequefias las que responden frente a estimulos nociceptivos®.

Los nociceptores deben de estar preparados para percibir informacién muy variable, lo

consiguen con los distintos tipos de canales i6nicos que presentan. Estos canales ionicos se



expresan tanto en terminales de los axones como en el soma celular. Cuando se activan, se generan
corrientes, lo que conduce a la despolarizacién o hiperpolarizacion de la membrana causando un

aumento o disminucién de la excitabilidad de las neuronas sensoriales®.

Dentro de la gran variedad de canales ionicos, la activacion de canales cationicos
responsables de la excitacién en las neuronas sensoriales es evidentemente critica para la
generacién de sefiales nociceptivas. Los principales canales responsables de corrientes de
membrana de los nociceptores son los canales de sodio y de calcio activados por voltaje, ademas
de los canales de potasio® tales como Nay 1.7 cuya expresion se ve aumentada en episodios de
dolor agudo e inflamacion®, Nay1.8 que presenta déficits en procesos inflamatorios de dolor'®y
Nay1.9 que aumenta su expresion en procesos de inflamaciontt. Ademas Kv7.2 y Kv7.3 son
necesarios para la excitabilidad subumbral de las neuronas!?. Sin embargo, la activacion de los
canales de cationes no selectivos resultan igualmente responsables de la excitacion de las
neuronas sensoriales. Por lo tanto, la excitabilidad de las neuronas se puede controlar mediante la

regulacion de la expresion o mediante la modulacion de la actividad de estos canales®.

TRPV1, es un canal idnico presente en nocicpetores y uno de los mas estudiados®® 4
.Corresponde a la familia de los TRP los cuales presentan caracteristicas similares como es la
tipologia transmembrana que estd compuesta por seis dominios (S1-S6), encontrandose entre los

dominios S5y S6 la regién que constituye el poro y permite el paso de iones™.

TRPML

Ca?', Na*

TRPV TRPA1
Ca%, Na* Ca?, Na*

TRPP1 TRPP2

Figura 2: Diferencias de estructura entre los miembros pertenecientes a la familia de los
TRP,

Dentro de los TRP, la subfamilia TRPV 0 Receptores de potencial transitorio sensibles
a vaniloides son canales por los cuales pueden pasar diferentes cationes, no obstante, presentan
una gran selectividad frente a iones de calcio (Ca?"). Los agonistas y antagonistas de estos

receptores activan tanto a neuronas nociceptoras como a neuronas adyacentes, lo cual dificulta la



experimentacion In vivo. Esta subfamilia se compone de seis canales: TRPV1-TRV4 los cuales
presentan una actividad nociceptora, aunque no son exclusivos de neuronas y TRPV5 y TRPV6

que son canales de calcio epiteliales, no presentes en neuronas®,

Lipid binding?

PIP2
binding

Figura 3: Estructura de los canales TRPV. Compuesta por seis subunidades, entre las
regiones S5-S6 se produce el paso de los iones y los extremos N- y C- terminal quedan en el

citoplasma®’.

TRPV1 es activado por diversos estimulos, entre ellos el calor moderado (>43 ° C), los
compuestos vaniloides como la capsaicina'® o un pH &acido!®. También se activa por los
mediadores inflamatorios como el ATP extracelular, el NGF, el glutamato, y la bradiquinina®.
Los mediadores inflamatorios sensibilizan TRPV1 ya sea por la proteina quinasa que induce la
fosforilacion de TRPV1, por un aumento de la expresion de los receptores TRPV1 o la inhibicion

de los mismos?*e.

Los canales de TRPV1 estan presentes principalmente en las fibras nerviosas de mielina,
en los nociceptores sin mielina, que tienen cuerpos neuronales en los ganglios de la espina dorsal
(DRG), ganglios trigéminos y ganglios nudosos. Ademas, se ha encontrado la expresion de
TRPV1 en el nervio vago y en los nicleos del cerebro, ademas de en el hipotdlamo, los musculos
esqueléticos y otros tejidos periféricos, incluyendo el tracto gastrointestinal, células endoteliales,
del musculo liso y arterias?. Junto a TRPV1 se encuentra localizado el neuropéptido CGRP?,

fundamental para el desarrollo y el mantenimiento del dolor neurogénico y la inflamacion®,

El NGF o factor de crecimiento nervioso necesita de la interaccion con un receptor para
poder realizar su funcion. Se han caracterizado dos tipos de receptores, uno de baja afinidad
conocido como p75 y otro de alta afinidad perteneciente a la familia Tirosina Quinasa (TRK del
inglés tropomyosin-related kinase). Dentro de esta familia se encuentran diferentes subtipos de
receptores como son el TrkA, TrkB y TrkC. Es a través de ellos como se produce la transduccién
de la sefial?*. El NGF se une a TrkA con el que forma el complejo NGF-TrkA y es interiorizado.
Despues se transporta desde los terminales periféricos a los 6rganos sensoriales de células en el

ganglio de la espina dorsal®. Al igual que en las DRG, el NGF también facilita la expresion de
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canales TRPV1. Estudios anteriores demuestran que en las células neuronales, el NGF se une a
su receptor de alta afinidad como es el TrkA, el cual conduce a la via de las PI3K la cual se conoce

que facilita el trafico de canales TRPV1%,

Figura: Activacion del TrkA mediante el NGF?,
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Antecedentes y objetivos

Un nimero cada vez mayor de dianas terapéuticas han sido identificados en los Gltimos
afios para el tratamiento de fisiopatologias neuronales incluyendo dolor y epilepsia, entre otros.
Las lineas celulares de neuronas inmortalizadas son ampliamente utilizadas como modelos para
el estudio de neurofarmacologia. No obstante, la caracterizacion farmacol6gica de muchos de los
receptores y canales i6nicos expresados en estas lineas celulares es muy deficiente, a excepcion

de los canales de calcio que han servido como diana para tratamientos terapéuticos?’.

Sin embargo, todos ellos estan basados en neuronas DRG, las cuales estan extraidas de
animales experimentales como el ratén o la rata (4-8 semanas de vida)?*. Este tipo de cultivo
presenta inconvenientes ya que para poder estudiar terapias analgésicas se deben de sacrificar un
gran numero de animales para la experimentacion, y el proceso de diferenciacién de neuronas

DRG es muy lento y laborioso?,

Las DRG’s en cultivo primario son utilizadas, entre otras cosas, para estudiar el
mecanismo molecular de activacién de los nociceptores. Para ello se ha visto aumentado el
numero de modelos animales para estudiar el mecanismo de regulacion de las sefiales del dolor y
el desarrollo del sistema nervioso periférico (SNP). La busqueda de sistemas de estudio in vitro
ha llevado al grupo del Dr. Nassar del departamento de Ciencia Biomédica de la Universidad de
Sheffield de Inglaterra, a desarrollar una linea celular denominada MED17.11 (Mouse Embryonic
DRG) usando la cepa de raton Inmortomouse. Estas células son capaces de expresar marcadores
maduros de neuronas DRG incluidos numerosos canales idnicos, llegando a observar respuestas

a compuestos nocivos y mediadores de la inflamacién tales como la capsaicina o el ATP?.

Es por ello por lo que la linea celular MED 17.11 se plantea como un modelo para estudiar
el dolor agudo, el desarrollo especifico de las neuronas DRG y el mecanismo potencial de la
sensibilizacion periférica. EI uso de MED17.11 puede ayudar a la investigacion bésica y
farmacéutica, proporcionando un modelo in vitro para estudiar los mecanismos moleculares de
desarrollo neuronal que subyacen a la nocicepcion y la especificacion del fenotipo, mientras que
al mismo tiempo, permitia reducir el nimero de animales utilizados para obtener cultivos

primarios?,

También, se han hecho estudios con células con propiedades nociceptoras obtenidas de
humanos, sin embargo, los protocolos de mantenimiento y manipulacion de éstas requieren ser
muy minuciosos y cuidadosos y requieren de unas siete semanas para evidenciar algun tipo de

marcador nociceptor?® 2,
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En este contexto se fijan los objetivos del trabajo que son:

e Reproduccion de la diferenciacién a nociceptores de la linea celular MED 17.11
cedida por el laboratorio del Dr. Nassar
o Cambio de morfologia de las células no diferenciadas y diferenciadas.
o Caracterizacion de la linea celular MED 17.11
o Obtencidn de nociceptores maduros capaces de expresar el canal i6nico
TRPV1.

12



Materiales y métodos

o Cultivo celular

El trabajo se ha fundamentado en el uso de la linea celular MED17.11. Esta linea celular,
originaria del laboratorio dirigido por el Dr. Nassar en el departamento de Ciencias Biomédicas

de la Universidad de Sheffield?®, fue muy amablemente cedida al laboratorio de Antonio Ferrer.

Una vez obtenidos las primeras unidades de la linea celular MED17.11 se procedio a su
siembra y mantenimiento creando una reserva de cultivo estable. La linea celular MED17.11
requiere para su siembra y mantenimiento la siguiente composicion de medio de cultivo:
DMEM/F12 enriquecido con Glutamax (Gibco), 10% de FBS (Suero bovino fetal, Gibco),
penicilina /estreptomicina al 1% (Gibco), 5ng/ml de Interferon Gamma (Peprotech) y 0.5% de
Chicken Embryonic Extract (Seralab). Las células crecen y se mantienen a 33°C a 5% de CO;
para optimizar su crecimiento en flask T25 (25cm?). Cada 48 horas se les renueva el medio de
cultivo. Una vez que los cultivos alcanzan el punto de confluencia del 100%en el flask (70-100%)
se tripsinizan para continuar su cultivo o bien para sembrarlas en placa para experimentacion.
Estas se tratan previamente con Poly-Ornitina (Img/ml) durante dos horas seguidas de 3 lavados
con PBS 1X.

Para el protocolo de diferenciacion:

A dia 0 se realiza lo que denominamos lavado de interferén (incubacion de las células
durante 24 horas sin la presencia de interferén en el medio de mantenimiento) a 37°C y 5% de
CO..

Transcurridas esas 24 horas, se retira el medio presente en las células y se afiade lo que
denominamos medio de diferenciacion que esta compuesto por medio basal y una mezcla de los
siguientes agentes de diferenciacion: Forskolina (25uM, Sigma), diButrylylcAMP (0,5mM,
Sigma), FGF2-basic (10ng/ml, Peprotech), Murine B-NGF (100ng/ml, Peprotech), Murine
GDNF (10ng/ml, Peprotec) e Y-67632 (5ug/ml, Tocris).

Durante la diferenciacion, se retira el 50% de medio y se afiade 50% de medio de

diferenciacion fresco cada 48-72 horas incubando a 37°C y 5% de CO,.
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Figura 4: Protocolo de diferenciacion de las células MED17.11 desde el dia de la
siembra y los medios utilizados para llevarlo a cabo. Se sefialan los cambios de medio

realizados asi como el tipo de medio empleado en cada caso.

o Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

En primer lugar, se aislo el ARN empleando el kit E.Z.N.A HP Total RNA KIT (Omega
Bio-tek, Inc, Norcross, GA, EEUU). A partir de placas de 12 pocillos sembradas a una
concentracion de 20.000 células por pocillo se tomaron muestras de células sin diferenciar y

diferenciadas en la placa a diferentes dias.

Se realizé la retro-transcripcion a una concentracion de 1 ug de RNA molde por cada 50
pL de reaccién total mediante el kit de Applied Biosistem compuesto por tampén PCR 10x,
25mM  MgCl,, mezcla de dNTPs 10mM, cebadores aleatorios para retro-transcipcion 10X,

inhibidores de la ribonucleasa, 20 U/uL y transcriptasa inversa MuLV 500 U/ uL).

En tercer lugar, se empled la polimerasa Go Taq (Promega Corporation, Madison, WI,
EEUU) siguiendo el protocolo de la casa comercial. EI ADN recombinante (ADNCc) sintetizado
se utiliz6 como molde para la RT-PCR, utilizando unos 40ng para cada reaccion. El protocolo del
termociclador fue: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos, la amplificacion del
ADNC durante 35 ciclos usando el resto de parametros: 95°C durante 45 segundos, 57°C durante

30 segundos, 72°C durante 30 segundos, una extension final de 10 minutos a 72°C.

La Tabla 2 muestra las secuencias de los cebadores empleados para cada marcador
genético. La mayoria de estas secuencias fueron extraidas del articulo del que se basa este
trabajo?®. Adicionalmente, se disefiaron otras dos parejas de cebadores para los canales de potasio
Kv7.2 y Kv7.3. Para el disefio se empled la herramienta para el disefio de cebadores especificos
del Centro Estadounidense de Informacion Tecnoldgica (NCBI, Bethesda, MD, EEUU).
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Marcador

TrkA

TRPV1

CGRP

Navl.9

Navl.8
Navl.7

Kv7.2
Kv7.3

Cebador en sentido (5’ - 3°) Cebador en contrasentido (3> - 5°) NuUmero Acceso

GGGAGTTGAGAAGCCTAACCATCG CAGAGTCATTGGGCATCTGGATCT NM_001033124.1

ACATCTGGAAGCTGCAGCGAG TTGCGTCCCTCAGAAGGGGA NM_001001445.1
CGCTCACCAGGAAGGCATCAT GTTGTCCTTCACCACACCTCCTG NM_001033954.3
ATCCCAAGGCCCCTGAACAAA GTGTGGGCGGGAAGACGTTG NM_011887.3
ATTCCAGAGGGAAAGATGAGCAGC TCAAAGACCTGGCTTGTGACCAAA
AACAATACTGGCCACTTCTTCTGGG CATGAAGATGTCCTGGCCCC NM_009134.3
AGCAGGAAGAAGCCGAGGTAGTAT AATGCTGAGTGGTGACTGGTTGG NM_018852.2
TTCCGAGGCCAGGGAACAAAT GCGAATGACTCGGAACAGGGT
ACATTGGCTTCCTCTGCCTC GGAGGCCCCATAGGTTTGAG NM_001302888
ATGCTACCAACCCCAACAGG GAAAGGCGAACCCGATCCAA NM_152923.2

Tabla 2: Secuencias de cebadores en 5°-3’ para los genes analizados. Se especifica la
secuencia en la base de datos empleada para su disefio, asi como el tamafio de la banda esperado

en pares de bases (pb).
o Western Blot

En primer lugar, se sembraron las células a concentraciones de 20 000, 30 000 y 40 000
células por pocillo en placas de 12 pocillos. En segundo lugar se separaron las células de la
superficie mediante la técnica de raspado con PBS 1X, y se centrifugaron durante 3 minutos a 7
000rpm. En tercer lugar, el precipitado de células se lis6 con 100 pl de RIPA (tampén de lisis:
50mM Tris-HCI pH 7.4; 150mM NaCl; 1% Np-40; 0.1% SDS; 0.5% acido deoxicélico) con
inhibidor de proteasa a una concentracion 1:100. Tras una incubacién de 15 minutos en hielo, se
mantuvieron los eppendorf en noria a 4°C otros 15 minutos para finalmente centrifugarlos durante
15 minutos mas a 4°C a 14 000g. Una vez extraidas las proteinas totales, se procedié a cuantificar
la concentracidon de las mismas mediante el método Bradford usando el kit de ensayo de proteinas
Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y un medidor de absorbancias
PolaStart (OMEGA)

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 9% para la separacion por tamafio

de las proteinas cargando de 5 a 50 ng de proteina total y aplicando un voltaje entre 80-90V.

Las proteinas separadas en el gel, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(BioRad), empleando el aparato Trans-Blot Turbo Transfer System de Bio-Rad. El protocolo

fijado fue de 25V, 2.5A durante 30 min en una transferencia semiseca.

Las uniones inespecificas en membrana se bloquearon con la incubacion de la misma con
solucion de bloqueo, leche desnatada al 5% en PBS-T (PBS 1X con 0.05% de Tween 20), en

agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras ello, la membrana se incub6 (con solucién

15

Tamafo
(pb)
348

500
343

334
304
300
317
350

437
143



de bloqueo al 3%) con el anticuerpo primario rabbit anti-TRPV1 (Alomone N°cat: ACC-030) en
agitacion toda la noche a 4°C a una concentracion de 1:5000. Tras esta incubacion se realizaron
3 lavados con Buffer de PBS-T de 15, 10 y 10 minutos cada uno en agitacion suave a temperatura
ambiente. Seguidamente, la membrana se incubd con solucién de bloqueo al 3% con el anticuerpo
secundario Anti-Rabbit Ig G Goat Peroxidase (Sigma A6154) el cual se prepar6 a una dilucion
1:20000. La incubacién se realizd durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion. Tras
ésta, se volvio a lavar la membrana con el tamp6n PBS-T durante 15, 10 y 10 minutos en agitacion

suave a temperatura ambiente.

El revelado se realiz6 empleando los agentes quimioluminiscentes ECL (Termo fisher) y

pelicula fotografica con una exposicion minima de 10 segundos.
o Inmunocitoquimica

Se utilizaron células MED17.11 sembradas en placas de 12 pocillos con cristales a una

concentracion de 10.000 células por pocillo y en diferentes dias de diferenciacion.

Para poder visualizar la distribucion tanto de TRPV1 como de TrkA, las células
MED17.11 se lavaron 3 veces con tampén PBS 1X frio para retirar el medio y posibles residuos
.Se fijaron con paraformaldheido (PFA) al 4% en PBS durante 15 minutos en hielo. Las células
se permeabilizaron y bloquearon durante 1 hora en agitacion y a temperatura ambiente con una
solucion Triton X-100 0,1% y 5% de NGS (Normal Goat Serum). Se emplea éste por ser suero
procedente de la especie en la que fue obtenido el anticuerpo secundario que se utilizard mas
adelante. Tras permeabilizar y bloquear se incubaron los cristales con el anticuerpo primario
(1:200 Rb TrkA Millipore y 1:500 Rba TRPV1 Alomone) correspondiente a 4°C durante toda la
noche. A continuacion se realizaron 3 lavados de unos 5 minutos cada uno con PBS-T para pasar
a incubar el anticuerpo secundario 1:200 (GTAcRb_Alexa 488 Molecular Probes) durante 1 hora
y 30 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Se realizaron otros 3 lavados con
PBS-T y se procedio a marcar los nucleos celulares con 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI)
durante dos minutos a temperatura ambiente. Se finalizo el protocolo haciendo el montaje de los
portas con Mowiol y se conservé a 4°C. Para analizar los resultados, se utiliz el microscopio
confocal en Zeiss LSM 5 Pascal de microscopia de fluorescencia invertida, usando objetivos de

40x con aceite de inmersion.
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o Imégenes de Calcio

Las células MED17.11 fueron preparadas a una densidad de 10000 células por pocillo en
placas de 24 pocillos. En cada uno de los pocillos que la componen, se insertd previamente un
cristal y se trat6 con Poly-Ornitina (1mg/ml) durante dos horas para ayudar a la fijacion de las
mismas. En funcion de las necesidades, se analizaron cristales con células a diferentes dias de

diferenciacion.

Las células se incubaron a 37°C durante 30-60 minutos con Fluo4 (6uM) el cual fue
previamente resuspendido en tampon de ensayo HBSS 1X y 25ul de &cido plurdnico al 20%. Tras
la incubacion, los cristales se acoplaron en una pletina, la cual se fijo en el microscopio donde era
perfundida con un flujo de 5mL/min de HBSS 1X a temperatura ambiente. La activacion de las
células se obtuvo gracias a la aplicacion de pulsos de capsaicina (10uM), de cloruro potésico
(40Mm) y de lonomicina (10 uM) con la ayuda de un sistema de perfusion automatico. Los
protocolos fueron ajustados a lo largo de los experimentos. Las medidas de fluorescencia se
realizaron con un microscopio invertido Zeiss Axiovert 200 equipado con una camara ORCA-ER
CCD. La excitacion de Fluo-4 se produjo a 500nm, y la fluorescencia emitida se filtr6 con un

filtro de paso largo a 535nm.
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Resultados
1. Diferencias morfolégicas

A lo largo de los meses de experimentacién, hemos ido comprobando cémo la linea
celular MED 17.11 ha ido variando en lo que a morfologia se refiere, en funcion de los medios

que tenian, asi como con la adicion del medio de diferenciacion.
0dd 3dd 7 dd

Figura 11: Cambios morfolégicos a diferentes dias de diferenciacion. A:Cultivo celular
de la linea MED 17.11 a dia de diferenciacion 0. Fotografias tomadas desde el microscopio Zeiss
con un objetivo de 20x. B: Cultivo celular de la linea MED 17.11 a dia de diferenciacion 3.
Fotografias tomadas desde el microscopio con un objetivo de 10x. C: Cultivo celular de la linea
MED 17.11 a dia de diferenciacion 7. Fotografias tomadas desde el microscopio con un objetivo
de 10x.

En primer lugar observamos la linea celular MED 17.11 a dia de diferenciacion cero
(Figura 11A). Se aprecia como la morfologia de las células es un tanto alargada, no especifica 'y
sin prolongaciones axidnicas en su mayoria, de tipo casi fibroblasto.

A dia de diferenciacion tres (Figura 11B) ya se puede comprobar como buena parte de las
células presentan una morfologia diferente a la de dia de diferenciacion cero. En la mayoria de

células se observa una morofologia méas neuronal, con el inicio de prolongaciones axionicas y
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dendriticas, aunque existe una elevada variabilidad en el nimero de las mismas asi como en

tamafio de las células. EI nimero de células ademas suele seguir creciendo en esta etapa.

A dia de diferenciacion 7 (Figura 11C) casi en su totalidad, las células presentan una
morfologia con soma redondeado y prolongaciones axionicas y dendriticas que establecen una
red compleja de conexiones entre ellas. Sigue existiendo una elevada variabilidad en el tamafio

de las células.

2. Expresion de marcadores de nociceptores.

A través de la retrotranscripcion reversa seguida de PCR (RT-PCR) se analizd la
existencia de diferentes marcadores de nociceptores (Tabla 3) a diferentes dias de diferenciacion.
Se emple6é como control de la técnica RNA procedente de DRG de ratén C57BL/6J (resultados

no mostrados).

Marcador Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 8
TRPV1 - + + + +
TrkA - + + + +
CGRP - + + + +
Nav 1.9-1 + - + +
Nav 1.9-2 - - + +
Nav 1.8 - + + +
Nav 1.7-1 - T+ + T+
Nav 1.7-2 - + + +
Kv 7.2 + + + +
Kv 7.3 + + + +

Tabla 3: Expresién de mRNA de diferentes marcadores de nociceptores. Analisis sobre
1ug de RNA alos dias de diferenciacion 0, 3, 6, 8 y 9. “+” = presencia del marcador, “-“=ausencia

del marcador.

Con el analisis de ARN se obtuvieron resultados positivos para la gran mayoria de
marcadores estudiados una vez diferenciadas las células. Asi ocurre tanto con TRPV1, como con
TrkA, como con CGRP en los que no se obtiene banda en la PCR a dia de diferenciacion 0
mientras si que se observa a dias 3, 6, 8 y 9 (Figura 5).Todos los canales de Sodio a excepcion
del 1.9-1 muestran banda a los diferentes dias de diferenciaicon pero no en la muestra sin
diferenciar. En los canales de potasio analizados no ocurre lo mismo. Independientemente de si

se encontraban la células diferenciados o no, siempre se obtuvo banda.
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: TRPV1
34d 9dd 84d ©0dd 3dd 64d 9dd

TrkA
8dd

Figura 5: Expresion de marcadores de nociceptores peptidérgicos. Electroforesis de PCR
realizada para TRPV1 (500pb); TrkA (348pb) y CGRP (343pb) a los dias de diferenciacion 0, 3,

6,8y09.
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Demostracion de la presencia de proteina TRPV1 mediante ensayos de Western blot.

Los resultados obtenidos mediante Western blot respecto al control del anticuerpo frente
a TRPV1 en células HEK transfectadas, son los descritos en la figura 6. Se observa que el
anticuerpo empleado detecta proteina TRPV1 a las diferentes concentraciones propuestas (1ng,
1.5ng, 2ng, 2.5ng, 3ng, 4ng y 5ng de extracto de proteina total) ya que se observa banda en 95
kDa aproximadamente, que se corresponde con el tamafio de la proteina de TRPV1.

1ng 1,5ng 2ng 2.5ng 3ng 4ng Sng

Figura 6: Western blot control para TRPV1. Extracto de proteina total desde células HEK
transfectadas (1-5ng).

Con 5ng de extracto total de proteina cargada, existen bandas (Figura 7) a dia de
diferenciacion 6 y 9 para TRPV1 que se encuentran a la misma altura que la banda control, de 95
KDa. Sin embargo, no obtenemos resultados en los pocillos cargados con proteinas de células sin
diferenciar y tampoco con 3 dias de diferenciacion. En relacion al control, debido a que se cargd
una concentracion demasiado elevada, no se obtiene una banda como tal. Ademas se ven bandas

inespecificas con peso inferior a 75 KDa.
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100 KDa

75 KDa

Figura 7: Western blot a diferentes dias de diferenciacion (0-9). Las flechas indican las

bandas a 95 KDa a 6 y 9 dias de diferenciacion.

Se trato de repetir el experimento, sin embargo, debido a la falta de muestra, en todos los
pocillos no se pudo cargar la misma concentracion de extracto de proteina (50ng). A dia de
diferenciacion 3 se cargd 5 ng aproximadamente de extracto total de proteina, a dia de
diferenciacion 6 se cargd 31 ng aproximadamente de extracto total de proteina, y a dia 9 de

diferenciacion se cargaron los 50 ng de extracto total de proteina.

Existen bandas que corresponden a 6 y 9 dias de diferenciacion de 95 KDa. Sin embargo,
la nitidez de las mismas es demasiado baja como para poder observarlas claramente (Figura 8).
En la muestra de células no diferenciadas y con tres dias de diferenciacion, no se observan

resultados positivos.
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0dd 3dd 6dd 9dd C+

Figura 8: Western blot de 5-50ng de extracto de proteina cargada de muestras a diferentes

dias de diferenciacion (0-9).
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Localizacion de los antigenos especificos para oTRPV1 y aTrkA mediante

Inmunicitoquimica (IC).

Siguiendo los pasos del protocol ya sefialado, se analizo la presencia y localizacion de
antigenos especificos para TRPV1y TrkA.

En las imagenes de los controles (Figura 9) de TRPV1y de TrkA, se observa que bajo
las mismas condiciones de exposicion y de resolucion no es posible detectar sefial de

fluorescencia.

Figura 9: IC de los controles de los anticuerpos secundarios de TRPV1 (A) 1:500 y
TrkA 1:200 (B).

En todos los dias que se han analizado para las diferentes proteinas se observa un marcaje

de las células, indicativo de la presencia de dichas proteinas en las MED17.11.

Tanto para TRPV1 como para TrkA se observan diferencias en cuanto a la localizacion
de los mismos entre las células no diferenciadas y las diferenciadas. En las células no
diferenciadas, en TRPV1, el nicleo esta muy cargado, con mucha fluorescencia a diferencia del
citosol. Sin embargo, en TrkA es el nlcleo el que presenta menor fluorescencia con respecto al
citosol. En las células diferenciadas, se aprecia el axon de las neuronas marcado con fluorescencia
para ambos marcadores, en cuanto a la marcacion del ndcleo y la membrana, se vuelve a repetir

el mismo patron expuesto anteriormente para TrkA 'y TRPV1.
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Figura 10: Inmunocitoquimica realizada en cultivos de MED17.11. A. Proteina TRPV1 a
dia de diferenciacién 0. B. Proteina TrkA a dia de diferenciacion 0. C. Proteina TRPV1 a dia de
diferenciacion 3. D. Proteina TrkA a dia de diferenciacion 3. E.Proteina TRPV1 a dia de

diferenciacion 7. F. Proteina TrkA a dia de diferenciacion 7.

3. Respuesta funcional de la linea celular MED 17.11.

Para poder observar el funcionamiento del canal TRPV1 se utilizd la microfluorometria
de imagenes de calcio. Los protocolos que se utilizaron se fueron modificando en funcidn de los

resultados obtenidos.

Se iniciaron los experimentos con imagen de Ca?* aplicando un protocolo base de dos
pulsos de capsaicina (10 uM) y un ultimo pulso de cloruro potasico (40 mM) como 100% de
respuesta. La perfusidn se mantenia continua utilizando como base el Buffer HBSS 1x dejando el

tiempo suficiente para observar alguna respuesta.

En la figura 12 B podemos observar que, a los diferentes dias de diferenciacion
planteados no aparece aumento de fluorescencia frente a los pulsos de capsaicina, solo ruido de

fondo.
MED17.11
16
1,5
A
14
90°"HBSS + 20°° CAP + 60” 13 g i
o H H
L1 ] th] *—u:,l:‘j- ; ?
HBSS + 20 CAP + 30 i M\\\\/‘//\
HB5S + 10" KCL + 307 1 /
HBSS 09 5 |
0,8 i
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 12: Iméagenes de calcio en la linea celular MED17.11. A: Protocolo seguido
durante el experimento aplicando dos pulsos de capsaicina de 20 segundos cada uno y un pulso
de KCI de 10 segundos. CAP: capsaicina. KCI: cloruro potésico. B: Resultados obtenidos en
muestras de dia de diferenciacion “0” (negro), a dia de diferenciacion “6” (amarillo), y a dia de
diferenciacion 8 (azul). Las lineas verticales discontinuas corresponden con los pulsos de

Capsaicina (10uM). n=5.
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El segundo estudio que se realizé fue con la misma linea celular, MED 17.11, pero
siguiendo un protocolo de actuacion distinto con dos pulsos de cloruro potasico (40 mM) y uno

de ionomicina (10 pM) como 100% de respuesta.

No se observa respuesta (Figura 13B) por parte de las células a la aplicacion de ninguno
de los dos estimulos de KCI (40mM). Mientras que las células no diferenciadas no alteran su
patron de fluorescencia en ningin momento, las células diferenciadas a dia 6 muestran una
variacion en la fluorescencia no relacionada con la aplicacion del KCI si no que parece mas

relacionado con errores inherentes al procedimiento provocados por la propia perfusion.

MED17.11 B.
A, 3

90" HBSS + 20"KCl +
60" HBSS + 20 KCI1 +
30" HBSS + 107

F/FO

— ) dd

—5 dd

Ionomicina

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (s)

Figura 13: Imagenes de calcio en la linea celular MED17.11. A. Protocolo seguido
durante el experimento aplicando dos pulsos de KCI (40mM) de 20 segundos cada uno y un pulso
de lonomicina (10 uM). B. Resultados obtenidos en muestras de dia de diferenciacion “0” (negro)
y a dia de diferenciacion “6” (rojo). Las lineas verticales discontinuas corresponden con los pulsos
de KCI. n=4.

Por ltimo, se hizo un tercer protocolo que unia a los dos anteriores con dos pulsos de
capsaicina (10 uM) en primer lugar, otros dos de cloruro potasico (40 mM) y por Gltimo uno de

lonomicina (10 uM).

En la figura 14 B, no se observan cambios en la respuesta de las células MED17.11 a la
aplicacion de ninguno de los estimulos. Tanto las células diferenciadas como las no diferencias

no presentan ningn cambio en cuanto al patron de fluorescencia. Sélo hay ruido de fondo.
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Figura 14: Iméagenes de calcio en la linea celular MED17.11. A. Protocolo seguido
durante el experimento aplicando dos pulsos de capsaicina (40 uM) de 20 segundos cada uno,
otros dos pulsos de KCI (40mM) y un altimo pulso de lonomicina (10 uM). B. Resultados
obtenidos en muestras de dia de diferenciacion “0” (negro), a dia de diferenciacion “3” (amarillo)
y a dia de diferenciacién 7 (azul). Las lineas verticales discontinuas corresponden con los pulsos

de Capsaicina y KCI. n=13.
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Discusion
En este estudio se ha intentado obtener nociceptores a partir de la linea celular MED17.11.
Con el fin de comprobar que los protocolos para la diferenciacion eran los correctos, se realizaron

diferentes experimentos. Se analizd tanto la expresion de los marcadores neuronales y

nociceptores como la funcionalidad de los mismos.

En cuanto a la morfologia, se observan cambios de las células diferenciadas a las no
diferenciadas, pero también se aprecia diversidad morfoldgica en las distintas fases. Esto sugiere
que aunque sea de caracter morfoldgico si que se produce una diferenciacion ya que la mayoria
de las diferenciadas recuerdan a las neuronas DRG maduras. Sin embargo, que no se encuentre el
mismo tipo celular podria explicar los resultados negativos en funcionalidad y la baja expresion
obtenida. Podria ser que la diferenciacion haya sido incorrecta y que por ello no encontremos sélo

un tipo celular sino varios subtipos de posibles neuronas inmaduras.

Ademas, también se observa un aumento considerable en cuanto a nimero de células
segun el paso de los dias de diferenciacion, esto no deberia ocurrir debido a que las neuronas
maduras no siguen dividiéndose?. De esta forma se explicaria que no exista funcionalidad debido
a que siguen siendo inmaduras y también que podamos ser capaces de obtener mas extracto en

las muestras a dia de diferenciacion 6 y 9y noa 0y 3 en los resultados de Western blot.

Los resultados obtenidos en los ensayos de RT-PCR para el marcador 1.7 son los que se
presentan para la linea celular MED17.11%, Esto se explicaria por la expresion del mismo en
nociceptores durante episodios de dolor agudo e inflamacion®. Por ello se obtienen resultados
positivos en los diferentes dias de diferenciacion para este marcador. Con lo que respecta a Nay
1.9, su expresion se puede ver aumentada en la Gltima fase del proceso embrionario?, ademas de
que también aumenta en procesos de inflamacion®!. Esto explicaria que en Nav1.9-1 se observe
banda a dia de diferenciacion cero donde la neurona no estd madura. El no expresarse banda a
dias de diferenciacion ceroy tres en Nav 1.9-2 puede ser debido a que a dia tres no haya madurado
del todo la célula como para poder expresarlo y que tanto a dia 6 como a dia 9 la maduracién de
la misma sea la Optima como para poder hacerlo. Por Gltimo los Nav1.8, muestran expresion de
ARNmM para todos los dias de diferenciacion contradiciendo asi los resultados expuestos en otros
articulos® donde no se encuentra expresion a ningin dia de diferenciacion debido a que se
encuentran déficits de Nav 1.8 en procesos inflamatorios y de dolor’®. Esto podria deberse a un
fallo en la diferenciacion, es decir, las células podrian no haberse diferenciado del todo o

encontrarse en un estado de diferenciacion previo al estado maduro, como precursores.
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Por otra parte, los estudios de analisis de ARN demostraron que las células no
diferenciadas o de dia de diferenciacion cero, no expresaban los marcadores de diferenciacion
CGRP o TrkA ni tampoco el canal TRPV1. Sin embargo, si que lo hacian una vez diferenciadas.
Sugiriendo una buena diferenciacién. Estos marcadores fueron elegidos debido a que, por
ejemplo, en el caso de CGRP se ha demostrado que estdn presentes en nociceptores
peptidérgicos?® y ademas es a través de TrkA por donde se produce la transduccién de la sefial del

dolor® 2,

La expresion del ARNm no necesariamente implica la traduccion a proteina o que ésta
sea funcional es por ello que se decidid analizar la expresion de TRPV1 tanto por Western blot

como por inmunocitoquimica.

En Western blot se observd que con poca carga de extracto total se obtenia banda de
95KDa correspondientes a TRPV1. Sin embargo, la intensidad de las mismas era demasiado
tenue. Esto podria deberse a que la concentracion de la proteina era demasiado pequefia con lo
que seria necesario cargar mas cantidad de extracto total de proteina. Aumentando la
concentracion del extracto de proteina continuamos sin observar una banda definida. Esto podria
deberse a que hay falta de muestra, ya que no en todos los pocillos/ dias de diferenciacion no se
pudo cargar la cantidad de 50ng del extracto total.

No obstante, en IC se observa que TRPV1 se encuentra presente. Esto sugiere que la
proteina en cuestion se encuentra en la célula pero tal vez no a niveles funcionales. Por otra parte,
a dia de diferenciacion cero se encuentran tanto para TRPV1 como para TrkA la existencia de
dichos marcadores en las células. Estos resultados son contradictorios con los de ARNm. Esto
podria deberse a posibles fallos en la técnica de IC debido quiza al marcaje con anticuerpo

primario.

A pesar de observar TRPV1 tanto en células diferenciadas como en no diferenciadas en
inmunocitoquimica, no se observa la misma respuesta en microfluorografia de calcio a
perfusiones de Capsaicina ni KCI. Con ninguno de los distintos protocolos seguidos hemos
obtenido respuesta funcional de los canales. No detectamos respuesta a capsaicina, especifica de
TRPV1, pero tampoco a cloruro potasico tal y como esperariamos en cualquier neurona con
potencial de accién?®. Estos resultados nos sugieren de nuevo que la proteina en cuestion (TRPV1)

no es funcional.

En resumen, con los experimentos realizados hemos obtenido niveles de ARNm y una
minima expresion de proteina del marcador neuronal TRPV1, ademas de niveles de ARNm de
otros marcadores como CGRP, TrkA, canales de sodio y de potasio importantes para la
diferenciacion a neuronas. No obstante y tras observar cambios en la morfologia de las células

que hacian pensar que estaban diferencidndose a neuronas debido a su gran parecido con las
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neuronas DRG, observamos que estas proteinas se podrian estar localizando en el interior de la
neurona y no en la membrana. Por ello, cuando se hicieron los ensayos de funcionalidad no
observamos respuesta. Estos resultados sugieren que el protocolo de diferenciacion deberia
modificarse, una posible solucién seria hacer mas lavados de interferdn ya que éste factor ayuda
a la division celular. Ademas también podrian aumentarse las concentraciones de NGF y GDNF

que contribuyen a la diferencaicién de nociceptores®.
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Conclusion y proyecciones futuras

El trabajo se ha basado en la reproduccidn de la diferenciacion a nociceptores de la linea
celular MED 17.11%, Se observaron diferencias morfoldgicas de las células no diferenciadas con
respecto a las diferenciadas Los marcadores fueron identificados mediante técnicas de RT-PCR
y Western blot, asi como mediante inmunocitoquimica. También se comprobo la funcionalidad
de TRPV1 frente a pulsos de capsaicina y cloruro potésico. Finalmente, las conclusiones gque se

pueden extraer de este trabajo son:

1. Se produce diferenciacion celular a nivel morfologico en las células tratadas con el
medio de diferenciacion con respecto a las no diferenciadas.

2. Se observan los marcadores TRPV1, TrkA y CGRP en las células diferenciadas.
Ademas de en Nay y Kv a nivel de ARNmy de TRPV1y TrkAen IC.

3. Sin embargo, no se observa respuesta a pulsos de capsaicina ni a cloruro potasico,

indicando que estos canales no son funcionales.

A pesar de que los ensayos de Western blot muestren bandas que hacen indicar que se
encuentra la proteina TRPV1 éstas son demasiado tenues. Seria necesario que se realizaran mas
ensayos con diferentes concentraciones de extracto de proteina para poder esclarecer mejor los

resultados.

Los diferentes tipos morfolégicos observados en los distintos dias de diferenciacién hacen
indicar que ésta no se produce de forma adecuada, corroborandose esto con los resultados
obtenidos en funcionalidad. Cabe pensar que ajustando los pardmetros del protocolo de
diferenciacion, por ejemplo aumentando el periodo de lavado con interferon, o aumentando las
concentraciones de determinados factores como el GDNF y NFG se consiga una mayor poblacién

de nociceptores capaces de responder correctamente.
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