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1. Resumen

El cuerpo carotideo es un 6rgano pequefio situado en la bifurcacion de la arteria carétida.
Su funcién principal es la de quimiorreceptor periférico de parametros como la presion

parcial de oxigeno, de CO2, la concentracion de protones y de diversas hormonas.

Se ha observado que la respuesta a un estimulo de hipoxia cronica contribuye al
crecimiento del cuerpo carotideo mediante la formacion de nuevas células glémicas, a
través de un proceso de neurogénesis mediado por células madre multipotentes residentes
en el 6rgano. En estudios recientes se ha observado una nueva subpoblacion de células
neuronales inmaduras quiescentes Ilamadas neuroblastos que son positivas para el
antigeno HNK-1. Estos neuroblastos, insensibles a un estimulo hipdxico agudo, son
capaces de diferenciarse a células glomicas ya maduras ante un estimulo de hipoxia
cronica mediante un proceso denominado neurogénesis “rapida”. Se ha comprobado que
neurotransmisores como la acetilcolina secretados por las células glomicas son capaces

de inducir la maduracion funcional de estos neuroblastos.

En este Trabajo Fin de Grado se ha realizado el aislamiento de estos neuroblastos a partir
de cuerpo carotideo disperso, lo que ha permitido realizar un ensayo de diferenciacion
con el neurotransmisor acetilcolina para observar modificaciones morfologicas

caracteristicas de la propia maduracién funcional de los neuroblastos.

Los resultados han permitido concluir que existen diferencias significativas en las
modificaciones morfoldgicas analizadas en los neuroblastos tratados con acetilcolina. Por
tanto, se afirma que la acetilcolina promueve una maduracién, tanto funcional como
morfologica, de los neuroblastos prediferenciados hacia células glomicas de tipo |
favoreciendo asi la neurogénesis “rapida”. Por lo que un mejor conocimiento de este
proceso puede ser muy importante para su aplicacion en terapia celular y demas

desordenes relacionados con este rgano.



2. Introduccién.

2.1 Anatomia y fisiologia del cuerpo carotideo:

El cuerpo carotideo es un érgano redondeado y en algunos casos bilobulado, situado en
la bifurcacion de la arteria carétida. Sus dimensiones son dificiles de determinar, pues se
encuentra rodeado por gran cantidad de tejido adiposo y tejido conectivo. De forma
aproximada podriamos decir que sus dimensiones en humanos oscilan entre los siguientes
rangos: 3,3-7 mm de alto, por 3-4 mm de profundidad y 1.7-2 mm de ancho (Monge
Salazar & Rodriguez Palomo, 2017) (Figura 1).

El cuerpo carotideo se encuentra irrigado a través de redes capilares originadas por
ramificaciones de la arteria carOtida. Estas ramificaciones de la arteria carotida que
aportan irrigacion al parénquima del cuerpo carotideo, se siguen ramificando y contindan
irrigando el ganglio cervical superior (GCS) (Sobrino V., Tesis Doctoral, 2017).

Debido a su papel como 6rgano quimiorreceptor arterial periférico, el cuerpo carotideo
estd fuertemente inervado por un gran numero de fibras sensoriales aferentes que
conduciran la informacién quimiorreceptora, a través del nervio del seno carotideo
primero y del nervio glosofaringeo después, hasta los centros cardiorrespiratorios del
tronco del encéfalo.

Desde un punto de vista microscopico, el parénquima del cuerpo carotideo esta
organizado en grupos de celulas denominados glomeérulos, que estan en contacto con
capilares y nervios. El tipo celular mas abundante en estos glomérulos son las células
glomicas o tipo | que son las responsables de la funcion quimiorreceptora del 6rgano
(Pardal et al., 2007). Estas células muestran un fenotipo neuroendocrino, expresan
marcadores de neurona catecolaminérgica, como la tirosina hidroxilasa (TH) y contienen
en su citoplasma vesiculas secretoras cargadas de neurotransmisores como la acetilcolina,
adenosin trifosfato (ATP), dopamina, etc (Sobrino V., Tesis Doctoral, 2017). Los
glomérulos de células glémicas estan rodeados por otro tipo celular denominado células
sustentaculares o tipo 11 que son células de fenotipo glial, aunque posteriormente veremos

gue son mas gque un mero sustento (Lépez-Barneo et al., 2009).

Desde un punto de vista fisiolégico, como ya se ha mencionado anteriormente, el cuerpo
carotideo funciona como un quimiorreceptor arterial principal en el sistema nervioso
periférico. Esta estructura detecta cambios en distintas variables quimicas sanguineas,
como los niveles de oxigeno, concentracion de CO2, la glucemia o la acidosis, es decir,

la concentracion de protones (Gao et al., 2019). El aumento de la concentracion de
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protones esta muy relacionado con el aumento de la concentracion de CO2, ya que cuando
hay un aumento de este gas, gracias a la enzima anhidrasa carbonica presente en la sangre,
se produce una subida de la concentracidn de protones, es decir, una acidificacion del pH.
El cuerpo carotideo también es capaz de detectar hormonas como la leptina o la insulina
(Ortega-Séenz & L6pez-Barneo, 2019).

Un descenso en la presion parcial de oxigeno sanguineo (pO2) es el principal estimulo
para el érgano. Cuando esta baja del rango de 60-80 mmHg (Chang, 2017) las células
tipo | se despolarizan y comunican este estimulo de hipoxia aguda a los terminales
sensitivos aferentes, y estos trasladan la informacion al ntcleo del tracto solitario (NTS)
que se encuentra en el tronco del encéfalo. Desde esta localizacidn, se transmite la sefial
al grupo respiratorio ventral (VRG, del inglés Ventral Respiratory Group) y al complejo
pre-Boétzinger, que son las regiones donde se produce el ritmo respiratorio. Las neuronas
del VRG envian proyecciones premotoras y motoras a los musculos respiratorios como
el diafragma y a los musculos intercostales y asi se modifica el ritmo respiratorio (Chang
et al, 2015) (Figura 2).

Human carotid artery bifurcation

Fig. 1: Bifurcacién de la arteria carétida humana (CA del inglés Carotid Artery), donde el cuerpo carotideo

(CB, del inglés Carotid Body) esta sefialado con una flecha. Escala: 1 cm. Tomado de Gao et al., 2019.
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Fig. 2: Circuito respiratorio de deteccion de oxigeno. Un descenso en la presién sanguinea de O2 estimula

a las células gldmicas para que sefialicen al nervio sinusal, una rama del nervio glosofaringeo (GN, del
inglés Glosopharingeal Nerve cuyos somas neuronales se encuentran en el ganglio petroso PG (del inglés,
Petrosal Ganglion). Los axones del GN terminan en el nlcleo del tracto solitario (NTS, nucleus tractus
solitarius). La sefial se transmite finalmente del NTS al grupo respiratorio ventral (VRG, del inglés Ventral
Respiratory Group. Las demas siglas corresponden a ganglio nodoso (NG, del inglés Nodose Ganglion) y

ganglio yugular (JG, del inglés Jugular Ganglion). Tomado de Chang et al., 2015.

2.2 Funcionamiento del nicho.

2.2.1 Células madre multipotenciales.

Como se ha mencionado anteriormente, las células gldmicas contienen abundantes
vesiculas sindpticas con dopamina y muchos otros neurotransmisores. Esto permite que
sean identificadas con anticuerpos frente a la tirosina hidroxilasa (TH), la enzima
limitante en la sintesis de dopamina. Ademas, estas células glémicas estan rodeadas por
células de tipo glial, tipo I, o células sustentaculares que pueden identificarse con
anticuerpos frente a la proteina acidica fibrilar derivada de la glia (GFAP, del inglés Glia-
derived Fibrillary Acidic Protein). Una subpoblacién de estas células tipo Il han sido
identificadas como células madre multipotentes en el 6rgano, capaces de contribuir al
crecimiento del cuerpo carotideo mediante la formacion de nuevas células glémicas, en
respuesta a un estimulo de hipoxia crénica. Existen otros tipos celulares que provienen
de la activacion de las células madre multipotentes del cuerpo carotideo, como son las

células vasculares (Annese et al., 2017), o progenitores intermedios positivos para nestina
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(marcador de progenitores neurales) vistos en humanos y otras especies (Platero-Luengo
et al., 2014).

Por Gltimo, estudios recientes han identificado una poblacion de neuroblastos quiescentes
que expresan marcadores catecolaminérgicos (TH+) pero todavia son incapaces de
responder al estimulo agudo de la hipoxia (Sobrino et al., 2018). Estos neuroblastos
inmaduros, que son mas pequefios que las células glomicas y se localizan en la periferia
de los glomérulos (Ortega-Sdenz & LOpez-Barneo, 2019), pueden experimentar
divisiones mitéticas antes de la maduracion final hacia células tipo | quimiorreceptoras
(Sobrino et al., 2018) (Figura 3).
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Fig. 3: Representacion esquematica de las poblaciones celulares en el parénquima del cuerpo carotideo.

Tomado de Ortega-Saenz & Lopez-Barneo, 2019.

A diferencia de otros 6rganos neurales periféericos, el cuerpo carotideo tiene una notable
plasticidad estructural, ya que es capaz de crecer durante la aclimatacion a un estimulo
hipéxico mantenido (Sobrino et al., 2018), como ocurre en pacientes con enfermedades
cardiopulmonares que cursan con hipoxemia.

Para estudiar en detalle este proceso de crecimiento del 6rgano, se expusieron a ratones a
condiciones de hipoxia durante 21 dias. Este estimulo provocé un aumento del nimero
de vasos sanguineos y del parénquima neural del érgano, con un incremento del nimero
de células glémicas TH+ (Pardal et al., 2007). Posteriormente, para ver la proliferacion y
la formacién de nuevas células glomicas, los ratones se trataron con un analogo de la
timidina, la bromodeoxiuridina (BrdU) que se incorpora al ADN durante la replicacion,
y se mantuvieron a los animales en condiciones de hipoxia. En los normdxicos, no se

observaron células TH+/BrdU+. Sin embargo, en los animales hipoxicos, se observaron



numerosas células TH+/BrdU+ sugiriendo la aparicién de nuevas células glomicas a

partir de células madre neurales proliferativas (Pardal et al., 2007) (Figura 4).

¢ hormoxia hypoxia (7 d)
e
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Fig. 4: Analisis inmunacitoquimico de cuerpos carotideos extraidos de ratones control (normoxia) o de
ratones expuestos a hipoxia cronica (10% O2) (hipoxia 7d). Se muestra el crecimiento tipico de la masa
celular de células glémicas TH+ bajo hipoxia (7 dias). La incorporacion de BrdU a las células en

proliferacion después de 7 dias en hipoxia y el posterior marcado de su progenie diferenciada (puntas de
flecha blancas) se muestran en (C), con un detalle a mayor aumento en (D). Modificado de Pardal et al.,

2007.

Con el objetivo de encontrar al responsable de la generacion de nuevas células glomicas
TH+, un indicio fue que las células sustentaculares de tipo Il que expresan GFAP
desaparecian poco a poco en respuesta a hipoxia, mientras el nimero de células
proliferativas BrdU+ aumentaba (Pardal et al., 2007).

La demostracion final de la naturaleza de las células madre del érgano se llevo a cabo
mediante experimentos de mapeo del linaje celular utilizando ratones transgénicos
GFAP-Cre/floxed LacZ. Mediante esta estrategia se observo que, efectivamente, la
mayoria de las células glémicas habian surgido de las células de tipo glial o
sustentaculares en respuesta a las condiciones de hipoxia prolongada. Ademas, se aislaron
estas células tipo Il y se realizaron ensayos de diferenciacion, in vitro, en placas
adherentes, mostrando que, ademas de las células glémicas (TH+), estas células madre
son capaces de diferenciarse hacia células del linaje mesenquimal como son las células
del musculo liso (positivas para SMA, del inglés Smooth Muscle Actin) (Pardal et al.,
2007).



Como estas células sustentaculares son celulas madre multipotentes, se ha demostrado
también en el grupo que esta caracteristica les permite participar, ademéas de en la ya
nombrada neurogeénesis, en la angiogénesis que tiene lugar durante la adaptacion del
cuerpo carotideo a la hipoxia. La conversion de estas células madre hacia células
vasculares endoteliales se ve favorecida gracias a la exposicion a factores vasculares
liberados en hipoxia, como la hormona eritropoyetina (EPO), que puede ser sintetizada
tanto por el rifion como por las propias células glémicas, desde donde actia de manera
paracrina (Annese et al., 2017).

Aunqgue es muy interesante esta capacidad de diferenciacion mesenquimal en el nicho del
cuerpo carotideo, este Trabajo Fin de Grado se centra en el linaje neuronal de este nicho
germinal adulto (Figura 5).

Fig. 5: Imagen de la diferenciacion hacia los linajes neuronal o mesenquimal de una célula madre
multipotente del cuerpo carotideo. Tomado de Annese et al., 2017.

2.2.2 Mecanismo molecular de la sinapsis quimioproliferativa.

Como ejemplo de la importancia que tienen las comunicaciones célula-célula en el nicho
germinal del cuerpo carotideo, se comentardn a continuacion los estudios que han
esclarecido el mecanismo molecular implicado en la comunicacién entre la célula madre
o tipo Il y la célula glémica o tipo I, comunicacion que se ha denominado sinapsis
quimioproliferativa.

En un principio se habia comprobado que las células madre del nicho neurogénico estaban

quiescentes bajo condiciones de normoxia y que se activaban en situacion de baja tension



de oxigeno (hipoxia). Sin embargo, esta proliferacion de las células madre en el cuerpo
carotideo hipoxico se demostro que era intrinsecamente insensible a hipoxia en un amplio
rango de distintas presiones de oxigeno (Platero-Luengo et al., 2014), lo que indic6é que
debian existir otros factores en el nicho que informaran a las células progenitoras de la
llegada del estimulo.

Por otro lado, se observé que existia una relacion estructural muy cercana entre las células
glomicas y las células sustentaculares GFAP+, que constituyen, como ya se ha descrito,
la poblacién de células madre quiescentes del érgano (Pardal et al., 2007). Como se
demostro por estudios de microscopia electronica (EM, del inglés Electron Microscopy),
la mayoria de la superficie de las células tipo I en los glomérulos esta envuelta por estas
células sustentaculares (Platero-Luengo et al., 2014).

Sabiendo que las células glomicas actuan como elementos presinapticos (LOpez-Barneo
et al., 1999) y que en respuesta a hipoxia liberan neurotransmisores para activar a las
fibras nerviosas aferentes, se llevo a cabo un analisis cuantitativo del namero de vesiculas
sinapticas que demostro que la mayoria de estas estaban localizadas cerca de las células
sustentaculares o tipo Il, descubriéndose que la mayoria eran de este tipo.

Ademas, la membrana celular de la célula glémica se encuentra separada de la célula de
tipo 1l por menos de 50 nm, lo que es muy similar al espacio intermembrana de un
terminal sinaptico (Platero-Luengo et al., 2014).

Como consecuencia de estos estudios morfoldgicos, se elucubrd sobre el funcionamiento
de la sinapsis quimioproliferativa, donde las células gldomicas en respuesta a hipoxia
liberarian neurotransmisores y otras sustancias, que activarian tanto las fibras nerviosas
aferentes como la proliferacion de las células sustentaculares o tipo Il (Ortega-Séenz &
Lopez-Barneo, 2019) (Figura 6). Esta hipdtesis sugeria que la accion de las células
glomicas es esencial para el desencadenamiento de la proliferacion de los progenitores

celulares del cuerpo carotideo en respuesta a hipoxia (Platero-Luengo et al., 2014).
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Fig. 6: Representacion esquematica de la sinapsis tripartita en respuesta a hipoxia por las células glomicas.

Modificado de Ortega-Saenz & Ldpez-Barneo, 2019.

Se llevaron a cabo, experimentos para identificar el factor activador de la proliferacion,
de entre los muchos agentes liberados por las células glomicas que podian mediar la
activacion de los progenitores quiescentes. El factor que result6 mas potente a la hora de
activar la proliferacion de los progenitores fue la endotelina-1 (ET-1), la cual era
efectivamente liberada por la célula glomica. Se demostré por tanto que la ET-1 era un
agente proliferativo que mediaba en la sinapsis quimioproliferativa para activar a las
células sustentaculares quiescentes para su proliferacion y diferenciacion hacia nuevas

células glémicas en respuesta al estimulo de hipoxia cronica (Platero-Luengo et al., 2014).

2.2.3 Neurogénesis en el cuerpo carotideo.

La neurogénesis, como proceso de generacion de nuevas neuronas, se ha demostrado este
en la zona subgranular del hipocampo y en el bulbo olfatorio de los cerebros de los
mamiferos adultos, lo cual sugiere la persistencia de células madre neurales a lo largo de
toda la vida. Los precursores neurales primarios se han identificado en zonas
especializadas denominadas nichos neurogénicos. De manera interesante, la célula que
da origen a las nuevas neuronas en el cerebro adulto expresa marcadores de células

gliales. Estos nichos neurogénicos mencionados se encuentran en el sistema nervioso



central, mientras que la neurogénesis estudiada en este trabajo se encuentra en el sistema
nervioso periférico (Arias-Carrion et al., 2007).

A diferencia de otros 6rganos periféricos, el cuerpo carotideo adulto tiene una plasticidad
estructural notable, ya que se ha demostrado que, gracias a la presencia de células madre
multipotentes, es capaz de crecer durante la aclimatacion a condiciones de hipoxia cronica
(Sobrino et al., 2018) dando lugar a nuevas células en los linajes neuronal y mesenquimal
(Annese et al., 2017). Centrandonos en el linaje neuronal, y como acabamos de describir,
estas células madre sustentaculares se activan para aclimatarse a hipoxia y son activadas
gracias a neurotransmisores liberados por las células glomicas, como la ET-1 (Platero-
Luengo et al., 2014). Posteriormente, se diferencian también en respuesta a sustancias
liberadas por las células glémicas, como el ATP, o la acetilcolina (Sobrino et al., 2018).
La diferenciacion tiene lugar a través de un progenitor intermedio (nestina +) activado
(Pardal et al., 2007). Finalmente, la celula atraviesa diversos estadios celulares
inmaduros, denominados progenitores restringidos a linaje neuronal o neuroblastos, hasta
convertirse en una célula glomica madura (Figura 7).

De forma muy interesante, se ha demostrado la existencia en el nicho de una subpoblacién
de neuroblastos inmaduros quiescentes, que expresan marcadores catecolaminérgicos, y
canales i6nicos dependientes de voltaje, pero son insensibles al estimulo hipoxico agudo.
A diferencia de las células glémicas, estos neuroblastos pueden llevar a cabo divisiones
mitoticas antes de la maduracion final hacia células glomicas, inducido todo ello por
hipoxia, pero también por neurotransmisores como el ATP o la acetilcolina. Es decir,
estos neuroblastos tienen la capacidad de madurar también gracias a sefiales purinérgicas
y colinérgicas provenientes de las células glémicas (Sobrino et al., 2019). Se trata de una
neurogénesis “rapida” a partir de estos neuroblastos, lo cual no esta tan claramente
descrito en ningun otro nicho neurogénico.

Los neuroblastos del cuerpo carotideo se marcan positivamente para HNK-1, un antigeno
de membrana descrito en algunas neuronas y en células de la cresta neural y que
especificamente etiqueta a este subconjunto de células TH+ con capacidad de
proliferacién y que serd presentado de forma mas extendida en el siguiente apartado
(Sobrino et al., 2018) (Figura 7).
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linaje neuronal. Encima se representan los marcadores expresados y debajo la sensibilidad a hipoxia.

Tomado de Ortega-Saenz & Ldpez-Barneo, 2019.

2.3 Embriogénesis del CC: La cresta neural.

Para explicar la importancia del antigeno de membrana HNK-1 (del inglés Human
Natural Killer-1) en la fisiologia del cuerpo carotideo, debemos exponer previamente,
aungue brevemente, la embriogénesis del cuerpo carotideo.

La cresta neural es la estructura embrionaria responsable de dar todo el sistema nervioso
periférico, y contiene una poblacion de células madre migratorias especificas de
vertebrados que generan una notable diversidad de tipos celulares y estructuras
(Pshennikova & Voronina, 2019; Anderson, 1993)

Las células madre de la cresta neural (NCSC, del inglés Neural Crest-derived Stem Cells)
son multipotentes y migran desde el tubo neural para dar lugar a numerosos tipos celulares
como melanocitos, células de Schwann, neuronas del sistema nervioso periférico y
derivados mesectodérmicos sobre todo en la zona craneal. Esta especificacion celular
viene determinada por mecanismos moleculares de sefializacion, por ejemplo, la
formacién de neuronas sensoriales es dependiente de Wnt. En el caso del cuerpo
carotideo, las neuronas del sistema nervioso autonomo provienen de la sefializacion por
BMP2 (del inglés Bone Morphogenetic Protein 2) (Sauka-Spengler & Bronner-Fraser,
2008).

Las NCSCs se dividen en dos grandes poblaciones: células de la cresta neural del craneo
y del tronco. Las primeras contribuyen a la formacion de estructuras de la cabeza y el
cuello, ganglios sensoriales craneales y arcos branquiales. Las NCSCs troncales dan lugar
a neuronas sensoriales, simpaticas y parasimpaticas, melanocitos y células cromafines.

Estas Gltimas, que son muy parecidas a las neuronas del cuerpo carotideo, provienen,
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como las células glomicas del cuerpo carotideo, de progenitores simpatoadrenales que
expresan el antigeno de superficie HNK-1 (Kameda, 2020).

El antigeno HNK-1 se identifico por primera vez en la superficie de las células NK (del
inglés, Natural Killer) en 1981 (Abo & Balch, 1981) Ademas, el epitopo de HNK-1,
también llamado CD57, se utiliza como marcador para poblaciones de células T en
inmunologia (Focosi et al., 2010;Kizuka & Oka, 2012).

Como se ha comentado, los progenitores simpatoadrenales expresan el antigeno HNK-1,
el cual se expresa ademas de forma genérica en las células de la cresta neural durante la
migracion en el desarrollo embrionario y se ha demostrado que su presencia es
fundamental para el correcto desarrollo de la migracion en la cresta neural de las aves
(Bronner-Fraser, 1987). La importancia de este marcador para el presente estudio radica
en que se mantiene su expresion, de forma muy prominente, en los neuroblastos
inmaduros del cuerpo carotideo, hasta el punto de que sera utilizado para la separacion de
estas células por citometria de flujo.

2.4 Aspectos clinicos.

El estudio de este érgano es muy relevante para la compresion de diversas enfermedades
asociadas a su funcién. La activacion durante la maduracion de los quimiorreceptores del
cuerpo carotideo aumenta la ventilacion y el tono simpatico, lo que resulta muy
importante para la adaptacion del neonato a la vida fuera del Gtero. Defectos en la funcién
de este quimiorreceptor periférico en humanos son poco frecuentes y estudiados. Se
piensa que pueden contribuir a algunos desérdenes respiratorios en el neonato como el
sindrome de muerte subita infantil (SIDS, del inglés Sudden Infant Death Syndrome). Se
ha visto que existe una reduccion del tamafio del parénquima y, del nimero de vesiculas
en las células glomicas, y un aumento del namero de células sustentaculares o tipo II.
Por tanto, hay una falta de respuesta por parte del 6rgano a la hipoxia, lo que puede
provocar asfixia y muerte. (LOpez-Barneo et al., 2016).

Otro ejemplo de desorden respiratorio asociado seria el sindrome de hipoventilacion
congénita (CCHS, del inglés Congenital Central Hypoventilation Syndrome). Se trata de
un trastorno potencialmente mortal con una respuesta ventilatoria alterada a la hipoxia
que, al igual que el SIDS, parece estar parcialmente relacionado con alteraciones en la
funcion del cuerpo carotideo. En pacientes de esta enfermedad, se ha observado un

descenso en el numero de células glomicas y en el nimero de vesiculas y un aumento de
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las células sustentaculares o tipo 1. Por otro lado, la sobreactivacién del cuerpo carotideo
ha sido identificado como la causa mas importante de una activacién simpatica exagerada,
caracteristica de desordenes como la hipertension, insuficiencia cardiaca cronica, apnea
del suefio, obesidad o sindrome metabdlico (Lopez-Barneo et al., 2016). Por Gltimo, el
estudio del cuerpo carotideo estd muy relacionado con tumores infantiles como el
neuroblastoma, ya que este tumor tiene origen en la cresta neural simpatoadrenal. Por
tanto, puede haber similitudes relevantes entre las celulas madre neurales del cuerpo
carotideo y las células madre tumorales implicadas en la aparicion y el desarrollo de los
neuroblastomas, incluyendo la produccion de neuroblastos proliferativos (Jiang et al.,
2011).

3. Objetivo.
Desarrollar un andlisis de la neurogénesis in vitro de neuroblastos en cultivo mediante la
cuantificacion de modificaciones morfoldgicas tras ser tratados con acetilcolina 1mM. El
objetivo conceptual es demostrar que los neuroblastos también estan regulados por la

actividad de estas células glomicas neuronales, a traves del neuromodulador acetilcolina.

4. Materiales y métodos.

Para estudiar la diferenciacion de neuroblastos mediante inductores como la acetilcolina
in vitro se siguid el protocolo que se expone a continuacion (Sobrino V., Tesis Doctoral,
2017; Pardal et al., 2007).

4.1 Diseccion del cuerpo carotideo.

El experimento realizado se ha llevado a cabo con ratas Wistar, proporcionadas por el
servicio de experimentacion animal del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). Los
animales tenian edades comprendidas entre 20 y 30 dias. Las ratas Wistar se trataron
acorde a las guias aprobadas por el Comité de Investigacion animal de la Universidad de
Sevilla, y la autora de este trabajo ha permanecido supervisada en todo momento por
miembros del Departamento para la realizacién de dicha tarea. Para el sacrificio de los

animales, se anestesiaron dos ratas Wistar mediante una inyeccion intraperitoneal de una
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mezcla de ketamina y xilacina en proporcion 80/20. La dosis requerida de ketamina fue
80 mg/kg y de xilacina, 10 mg/kg. Se extrajeron las cuatro bifurcaciones carotideas y de
cada una los cuerpos carotideos gracias a una lupa binocular Olympus SZX16.
Finalmente, se introdujeron los cuerpos carotideos en una solucién con Tyrode pH=7,4 a
4°C.

4.2 Dispersion del CC y conteo de células.
Con el objetivo de extraer las células del cuerpo carotideo se realizé un protocolo basado
en la dispersién enzimatica y mecanica (Pardal et al.,2007). Por un lado, en la digestion
enzimatica, se prepararon 4 mL de mezcla de dispersién compuesta por 3 mL de tampdn
fosfato salino (PBS), 30 pL de colagenasa, 30 pL de elastasa, 30 pL de tripsina y 30 puL
de cloruro de calcio (CaCl2) 5 mM. En esta mezcla de dispersion se introdujeron los
cuatro cuerpos carotideos obtenidos en el punto 4.1. Para ayudar a la digestion enzimatica
se llevo a cabo una digestion mecanica con Eppendorf Thermomixer a una temperatura a
37 °C, durante 25 min y a 600 r.p.m y se realiz6 un pipeteo sutil para terminar de disgregar
los cuerpos carotideos. Se neutralizd la digestion enzimatica afiadiendo 7 mL de FACS
buffer (buffer salino con BSA) y se transportd a un falcon de 15 mL de fondo conico.
Posteriormente, se centrifugo durante 5 min a 4°C, se retird el sobrenadante para obtener
el pellet con nuestras células del cuerpo carotideo y se resuspendié en 250 pL de FACS.
Por ultimo, se cogieron 10 pL del pellet resuspendido y le afiadimos otros 10 pL de
Trypan Blue en una cdmara Neubauer para realizar un conteo aproximado del nimero de

células vivas en el pellet.

4.3 Aislamiento de los neuroblastos por citometria de flujo.
Con el objetivo de aislar la poblacion celular de los neuroblastos, se utilizé la técnica de
FACS (Fluorescent Activated Cell Sorter). Este es un tipo especializado de citometria de
flujo, que ordena una poblacion de células en subpoblaciones utilizando etiquetados
fluorescentes. Este aislamiento se llevo a cabo gracias al citdmetro MoFlo Astrios de dos
laseres y se realizd en funcion de la expresion del antigeno de membrana HNK-1 que
presentan estos neuroblastos. El protocolo utilizado consistio en, una vez dispersadas las
células del cuerpo carotideo, afadirles 500 uL de solucién FACS. Posteriormente se
afiadio el anticuerpo anti HNK-1 (hecho en conejo con epitopo humano) conjugado con
aloficocianina (APC) a concentracion de 1:500 y se incubd 30 min. A continuacion, se

lavé con FACS vy se centrifug6 a 4°C y 1500 rpm durante 5 min. En seguida, se afiadio
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DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) como marcador de viabilidad, a concentracion de
1:1000. Finalmente, se centrifugd en las mismas condiciones, se filtraron con un filtro de
50 pum de poro sobre los tubos definitivos y se dejaron en 500 pL de FACS. Las muestras
requeridas fueron:

e Células + DAPI.

e Células + HNK-1-APC.

e Células + DAPI + HNK-1-APC: muestra tefiida para la separacion de las células

HNK +.

Los dos primeros puntos conforman los controles negativos necesarios para evitar el
solapamiento de las tinciones DAPI y del fluoréforo APC.
Finalmente, las células separadas se recogieron en un Eppendorf con 400 pL de Neural
Crest Medium.

4.4 Ensayo de diferenciacion con acetilcolina.
Para realizar el ensayo de diferenciacion, previamente se tratd una placa con cuatro
pocillos. Dos de esos pocillos se usaron para el control y los restantes para el tratamiento
con acetilcolina. El tratamiento de se basé en afadir una mezcla de colageno tipo | a
concentracion 3mg/mL, poli-D-lisina 0,5 mg/mL y &cido acético 17 mM para provocar
que las células se adhieran a la placa. Posteriormente, se afiadié PBS a cada pocillo y se
dejo 12h a 4°C. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con agua y se afiadieron 400
uL por pocillo de Neural Crest Medium y se incubé la placa a 37 °C. Tratada ya la placa,
se afiadieron los 400 pL (100 pL por pocillo) de células en Neural Crest Medium
previamente aisladas del citometro de flujo. A los pocillos control se afiadieron 5 pL de
agua y a los pocillos del tratamiento 5 uL de acetilcolina dado que la concentracion del
stock es 100 mM, buscamdo una concentracion final de 1 mM yen un volumen final del
pocillo de 500 pL. Finalmente, se dejé la placa durante 48 h a 37°C para ver el efecto del

neurotransmisor en la diferenciacion de los neuroblastos.

4.5 Inmunofluorescencia de TH in vitro.
Estas células en condiciones de adherencia se fijaron con PFA al 4% durante 20 min a
25°C. A continuacion, se realizd una inmunofluorescencia para el marcador citosélico de
la tirosina hidroxilasa, asi se observarian al microscopio de fluorescencia cambios
morfoldgicos y estructurales del tratamiento con acetilcolina con respecto al control. El

protocolo de inmunofluorescencia para el marcador tirosina hidroxilasa fue el que
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habitualmente se utiliza en el laboratorio 103 del Instituto de Biomedicina de Sevilla
(IBiS), donde se llevo a cabo el presente trabajo. Los distintos anticuerpos que se usaron
fueron el anticuerpo primario rabbit anti-TH (1:1000) y el anticuerpo secundario
AlexaFluor 568 anti-rabbit (1:800). El procedimiento comienza con tres lavados con
tampon fosfato (PBS) seguido de la permeabilizacion de las células con solucién PBTX
al 0,2% (PBS con Triton X al 20%). Posteriormente, se trataron las células con una
solucion de bloqueo, compuesto por PBS y BSA al 1% para evitar uniones inespecificas
del anticuerpo. A continuacion, se dejé durante 1h a temperatura ambiente y se afiadié 50
ML del anticuerpo primario rabbit anti-TH (1:1000) previamente diluido en 1 mL de
solucion de bloqueo, y se dejo la placa over/night a 4°C para la incubacién del anticuerpo.
Al dia siguiente, se lavd 3 veces con tampon fosfato (PBS) y se incubaron en 50 pL con
el anticuerpo secundario AlexaFluor 568 anti-rabbit (1:800) previamente diluido en 1 mL
de solucidn de bloqueo. A continuacion, se le afiadio DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol)
a concentracion 1:1000 diluido también en un 1 mL de bloqueo para tefiir los nucleos.
Finalmente, se pasa a un medio de montaje y se deja reposar en oscuridad para el
asentamiento del cubre-objetos. Para la obtencion de imagenes se utilizé un microscopio

directo de fluorescencia.

4.6 Analisis de imagen
Previo al analisis de imagen, se debe realizar un procesamiento de las mismas. Este
procesamiento se realiz0 con la herramienta Fiji. Consiste en un paquete de
procesamiento de imagenes, basado en ImageJ, que agrupa una gran cantidad de
complementos que facilitan el andlisis cientifico de imagenes. Se utilizo esta herramienta
para transformar las imagenes obtenidas del microscopio de fluorescencia que estan a
color (formato JPEG) a imagenes 8 bit en escala de grises. Ademas, con el plugin
Contrast/Brightness se modificaron el contraste y el brillo de las imagenes en escala de
grises. Asi, se estandarizaron las imagenes para permitir un analisis efectivo de las
mismas. Posteriormente se guardaron las imagenes en formato tiff (Fig.8) y se procedio a
establecer la escala adecuada gracias al patron que nos proporciona el microscopio directo
de fluorescencia (1 um=9,42 px) con la herramienta Set Scale que se encuentra dentro del
plugin Analyze (Fig 9). Por ultimo, se procedi6 a calcular pardmetros morfolégicos como
area y perimetro gracias a la herramienta Set Measurements que se encuentra también

dentro del plugin Analyze.
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Fig. 8: A laizquierda se representa la imagen obtenida del microscopio de fluorescencia en formato JPEG

y a la derecha se muestra la imagen transformada a escala de grises en formato tiff gracias al programa

informatico Fiji.
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Fig. 9 (izquierda): Imagen donde se muestra la escala establecida gracias al patrén que nos proporciona el

microscopio directo de fluorescencia. Por lo tanto, la escala fue de 9,42 pixeles/micra.

Fig. 10 (derecha): Imagen donde se seleccionaron los pardmetros morfologicos a medir gracias a la
herramienta Set Measurements.
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4.7 Gréficos.
Los graficos obtenidos de los valores de area y perimetro de cada condicion se han
realizado gracias a la herramienta RStudio. Este es un software ampliamente utilizado por

la comunidad cientifica para el andlisis de datos.

4.8 Estadistica.
Con el objetivo de comprobar si los resultados son estadisticamente significativos, se

realizo el test estadistico de Wilcoxon con el software RStudio.

5. Resultados.
5.1 Aislamiento de neuroblastos HNK-1 positivos.
Tal y como se ha expuesto en el apartado de Materiales y Métodos 3.1.4 las celulas
marcadas positivamente para el antigeno de membrana HNK-1 (también llamado CD57)
se aislaron con éxito gracias al citometro MoFlo Astrias de dos laseres del servicio de
citometria del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). Se obtuvieron un 9 % de células
positivas para el antigeno HNK-1, lo que represento un total de 2700 células HNK-1

positivas de 50000 células totales.
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Fig. 11: Plot de citometria de células del cuerpo carotideo marcadas con el antigeno HNK-1. Los

neuroblastos etiquetados con el antigeno HNK-1 se encuentran sefialados en rojo.
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5.2 Inmunofluorescencia de TH in vitro.
Tras el tratamiento de 48 h con el neurotransmisor acetilcolina a concentracién 1 mM, el
objetivo fue observar estos neuroblastos prediferenciados al microscopio de
fluorescencia. Para ello, se etiquetaron las células con el marcador citosolico tirosina
hidroxilasa (TH), especifico para neuronas dopaminérgicas. Ademas, se afiadid un
marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina
en secuencias de ADN llamado DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) para observar el
nucleo. Siguiendo el protocolo descrito en el apartado de Materiales y Métodos 4.1.6

algunas de las imégenes obtenidas son las siguientes:

Fig. 12 y 13: Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia. La fig. 12 (izquierda) corresponde a
un neuroblasto en la situacién control y la fig. 13 (derecha) a un neuroblasto tratado con acetilcolina 1 mM
durante 48 h.

Como podemos observar, comparando los neuroblastos correspondientes en la situacion
control con el tratamiento de acetilcolina 1mM, estos Gltimos son de mayor tamafo,
muestran largas prolongaciones y terminaciones nerviosas propias de neuronas glomicas
ya maduras. Sin embargo, los neuroblastos pertenecientes al control tienen una forma mas
redondeada y son mas pequefios. Para asegurarnos que verdaderamente hay diferencias
morfoldgicas y de tamafio, compatibles con su diferenciacion, cuantificamos el area y

perimetro de cada célula para compararlas y llegar a la conclusion de si este
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neurotransmisor es capaz de inducir este proceso de diferenciacion, el cual, discutiremos
su importancia posteriormente.
Los resultados mostrados del anélisis in vitro se han realizado de manera preliminar (n=1)

ya que para que un experimento tenga validez se requieren minimo 3 réplicas del mismo.

5.3 Analisis de imagen.
Realizado el procesamiento de las imagenes descrito en el apartado de Materiales y
Métodos 4.6, se llevo a cabo la cuantificacion del area y el perimetro. Se analizaron un
total de 36 iméagenes, 18 por condicion.

5.4 Graficos.
En cuanto al area, se observa que existe un aumento significativo en los neuroblastos
tratados con acetilcolina 1mM (figura 14). Este aumento del area se puede deber a un
incremento en el tamafio del cuerpo celular o del nimero de prolongaciones y

terminaciones nerviosas como hemos observado en la figura 13.
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Fig. 14: Representacion gréafica de cajas y bigotes del area de neuroblastos tratados con acetilcolina ImM
(rosa) y no tratados (azul). Se muestra un aumento significativo en el area de los neuroblastos tratados con
el neurotransmisor. Las barras muestran los valores mas extremos y los asteriscos la significancia
estadistica (p<0.001).
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En cuanto al perimetro, se muestra un claro incremento significativo en los neuroblastos
tratados con acetilcolina 1mM (figura 15). Este aumento del perimetro se puede deber, al
igual que en el caso del area, a un aumento del cuerpo celular o del nimero de

prolongaciones y terminaciones nerviosas.
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Fig. 15: Representacion grafica de cajas y bigotes del perimetro de neuroblastos tratados con acetilcolina
1mM (rosa) y no tratados (azul). Se muestra un aumento significativo en el perimetro de los neuroblastos
tratados con el neurotransmisor. Las barras muestran los valores méas extremos y los asteriscos la

significancia estadistica (p<0.001).

5.5 Estadistica.
Para comparar ambas condiciones primero se realizé un andlisis de la normalidad de los
datos gracias al test de Shapiro. Se comprob6 que los datos no seguian una normalidad,
por lo que nos decantamos por hacer un analisis estadistico atendiendo a las medianas de
los grupos mediante el test de Wilcoxon. En definitiva, los neuroblastos tratados con
acetilcolina 1 mM en ambos casos eran mayores y tenian mayor perimetro de manera

significativa en comparacion con los neuroblastos control.
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6. Discusién.

El objetivo principal de este estudio fue desarrollar un analisis de la neurogénesis in vitro
de neuroblastos en cultivo mediante la cuantificacion de modificaciones morfologicas
tras ser tratados con acetilcolina. Se ha demostrado la existencia en el nicho de una
subpoblacion de neuroblastos inmaduros quiescentes, que expresan marcadores
catecolaminérgicos, y canales idnicos dependientes de voltaje, pero son insensibles al
estimulo hipdxico agudo. Estos neuroblastos se marcan positivamente para HNK-1 y
pueden dividirse mitéticamente antes de la maduracién final hacia células glémicas. Por
tanto, estos neuroblastos constituyen una subpoblacion celular que responde de manera
mas rapida ante un estimulo hipoxico, diferenciandose en células glomicas de tipo | de
manera mucho mas resuelta que la propia ceélula madre (Sobrino et al., 2018). En estudios
previos se ha dilucidado la capacidad que tienen algunos neurotransmisores, en concreto,
ATP, UTP y acetilcolina (ACh) sobre la neurogenesis rapida de estos neuroblastos hacia
células glomicas de tipo I. Se observé claramente el efecto de estos neurotransmisores
sobre la respuesta funcional electrofisiologica de los neuroblastos midiendo el incremento
de calcio intracelular en respuesta a los distintos estimulos fisiologicos. Los resultados
obtenidos apoyaron esta hipdtesis ya que se observé un incremento de calcio intracelular
en presencia de estos neurotransmisores colinérgicos y purinérgicos al igual que lo hacen
las células glomicas de tipo | frente a un estimulo hipdxico. Por tanto, se demuestra que
estas moléculas provocan la maduracion de los neuroblastos, ayudando a diferenciarlos a
células glomicas de tipo I sensibles ya al estimulo hipoxico (Sobrino V., Tesis Doctoral,
2017).

Centrandonos en la acetilcolina, el objetivo de este Trabajo Fin de Grado ha sido
confirmar el potencial diferenciador de este neurotransmisor sino también observando los
cambios morfoldgicos que permiten a los neuroblastos llevar a cabo su funcion fisiologica
como célula glémica o tipo I. Los resultados obtenidos en los andlisis in vitro gracias a
andlisis de imagen como Fiji verificaron las variaciones morfolégicas previamente
observadas en las figuras 12 y 13. Tanto la medida del area como del perimetro fueron
significativamente mayores (p<0.001) en neuroblastos tratados con acetilcolina en
comparacion con los neuroblastos no tratados con este neurotransmisor. Esto se puede
debe o bien a un aumento del cuerpo celular, lo cual no se observa a simple vista, o bien
a un aumento del ndmero de prolongaciones y terminaciones nerviosas que son

caracteristicas de la diferenciaciébn neuronal. En consecuencia, se sostiene que la
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acetilcolina promueve una maduracion, tanto funcional como morfoldgica, de los
neuroblastos quiescentes hacia células glémicas de tipo | favoreciendo asi la neurogénesis
“rapida” en el cuerpo carotideo y confirmando a la célula glomica como orquestadora de
la activacion del érgano en respuesta a hipoxia.

Este hecho de la neurogénesis “rapida” tiene gran potencial en terapia celular ya que las
células glomicas o tipo | del cuerpo carotideo son dopaminérgicas por lo que se podria
usar como terapia antiparkinsoniana (Ortega Saenz & LOpez-Barneo, 2019). Ademas,
estas células glémicas de tipo | producen grandes cantidades del factor neurotrofico
derivado de la glia (GDNF, del inglés Glial cell-Derived Neurotrophic Factor), que se ha
descrito como un importante factor neuroprotector para las neuronas dopaminérgicas.
Este factor secretado permite recuperar las neuronas dafiadas, aliviando los sintomas de
la enfermedad de Parkinson. El rol fisiolégico de GDNF es aun desconocido, aunque se
piensa que puede estar relacionado con la induccion autocrina o paracrina de enzimas de
defensa antioxidante necesarias para inactivar las especies reactivas de oxigeno
mitocondriales producidas en situacion de hipoxia aguda en estas células (Ortega-Saenz
& Lopez-Barneo, 2019). Todo ello reforzaria el uso del cuerpo carotideo en terapia celular
frente a la enfermedad de Parkinson. Por tanto, cuanto mejor se caractericen los
mecanismos moleculares que subyacen la neurogénesis “rapida”, mas cerca estaremos de
la aplicacion de este 6rgano como terapia celular antiparkinsoniana. También sera atil
conocer en detalle la fisiologia de la neurogénesis rapida para intentar resolver la
fisiopatologia de enfermedades relacionadas con el funcionamiento de este 6rgano, como
puede ser la apnea del suefio, el sindrome hipoventilatorio agudo, o incluso algunas
formas de hipertension arterial. Un mejor conocimiento de las sefializaciones moleculares
implicadas en la maduracion de los neuroblastos del cuerpo carotideo puede ofrecernos
nuevas herramientas farmacoldgicas para un tratamiento mas efectivo de todas estas

patologias.
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7. Conclusiones.

Este Trabajo Fin de Grado ha permitido confirmar que las células glomicas del cuerpo
carotideo son capaces de orquestar el proceso de activacion del érgano tras la llegada del
estimulo hipoxico. Concretamente, hemos demostrado que uno de los neurotransmisores
secretado por las células glémicas en respuesta a hipoxia, la acetilcolina, contribuye a la
maduracion de los neuroblastos quiescentes del érgano hacia nuevas células glémicas, las
cuales ayudaran a la adaptacion del tejido a la nueva situacion hipoxica. Nuestros datos
muestran una clara maduracion morfolégica en los neuroblastos en respuesta a la
acetilcolina, complementando y confirmando la maduracion funcional demostrada
previamente en el grupo en respuesta a este neurotransmisor. De esa forma nuestro trabajo
contribuye al conocimiento del proceso molecular y celular de maduracion de los
neuroblastos quiescentes del cuerpo carotideo, y, por tanto, podria tener importancia en
el futuro uso de este drgano en terapia celular, y en la optimizacion de la farmacologia

frente a una importante variedad de patologias asociadas.
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