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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Titulo: OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA PARA LA IDENTIFICACION DEL
SECRETOMA DE LOS ASTROCITOS CEREBRALES

Resumen:

Los astrocitos juegan un papel esencial en la regulacion del numero de sinapsis y la
conectividad y funcion sinaptica durante el desarrollo y en el cerebro adulto. Esto se
logra a través de factores proteicos que liberan a su entorno. Curiosamente, los cambios
en la expresion génica a nivel de mRNA no siempre se correlacionan con los cambios
de proteinas, ni con los niveles de proteinas secretadas. Por lo tanto, para estudiar la
identidad de las proteinas secretadas por los astrocitos o “secretoma de astrocitos”, es
obligatorio establecer cultivos celulares de astrocitos que mantengan las propiedades
funcionales de los mismos y simultaneamente permitan recolectar medio condicionado
de astrocitos (ACM) para efectuar analisis prote6micos. En este proyecto, se han
optimizado los procedimientos necesarios para el andlisis proteémico del ACM. Se han
aislado astrocitos de cerebro de raton empleando una estrategia basada en la expresion
en la superficie celular del marcador de astrocitos ACSA-2, y también se han
diferenciado astrocitos a partir de cultivos de células madre neurales de ratén. Se han
crecido los astrocitos en un medio definido libre de suero y se han optimizado las
condiciones de cultivo para la recoleccion del ACM en un medio minimo. También se ha
optimizado la concentracion de ACM utilizando concentradores de proteinas por
centrifugacion.

Este trabajo se relaciona con los siguientes ODS de la Agenda 2030: Salud y bienestar
(ODS3), Educacioén de calidad (ODS4), Igualdad de género (ODS5) y Trabajo docente
y Crecimiento econémico (ODS8).
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ABSTRACT AND KEY WORDS

Title: OPTIMIZATION OF THE METHODOLOGY FOR BRAIN ASTROCYTE
SECRETOME IDENTIFICATION

Abstract:

Astrocytes play essential roles in regulating synapse numbers and synaptic connectivity
and function during development and in the adult brain. This is achieved through
secreted factors that are released to their surrounding. Interestingly, changes in gene
expression at the mRNA level do not always correlate with protein changes or to the
levels of secreted proteins. Therefore, to study the identity of the astrocyte secreted
proteins or “astrocyte secretome”, it is mandatory to establish astrocyte cell cultures that
maintain the astrocytic functional properties and at the same time allow to collect
astrocyte conditioned medium (ACM) for proteomic analysis. In this project, the
procedures for the proteomic analysis of ACM have been optimized. Astrocytes have
been isolated from mouse brain employing a procedure based on the cell surface
expression of the astrocyte marker ACSA-2, and astrocytes have also been differentiated
from mouse neural stem cells cultures. Astrocytes have been grown in vitro in defined
serum-free medium and culture conditions have been optimized for ACM collection in
minimal medium. The concentration of ACM has also been optimized using centrifugal
protein concentrators.

This work relates to the following SDGs of the 2030 Agenda: Health and Well-being
(SDG3), Quality Education (SDG4), Gender Equality (SDG5) and Teachers' Work and
Economic Growth (SDGS).
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ACM Medio condicionado por astrocitos

NSCs Células Madre Neurales
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DG Giro dentado
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EC Corteza entorrinal

ND Trastornos del neurodesarrollo

PB Tampon fosfato

PBS Tampodn fosfato salino

PDL Poli-D-lisina

TB Tampdn de bloqueo

FBS Suero bovino fetal
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P (6-10) Postnatal de 6 a 10 dias

CD1 Linea celular de ratones control -Crl:CD1 (ICR)
PM Peso molecular
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DIV Dias in vitro
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SDS Dodecilsulfato sédico
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APS Persulfato amdnico

TEMED Tetrametiletilendiamina

PFA Paraformaldehido

HBSS Hanks’ Balanced Salt Solution

MACS Magnetic-activated Cell Sorting

cDNA Acido desoxirribonucleico copia

mRNA Acido ribonucleico mensajero

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

OoDS Objetivo de Desarrollo Sostenible
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1. INTRODUCCION

El hipocampo es una region del cerebro perteneciente al archicortex, y dividido en 4
subregiones, el giro dentado (DG), y el cornu ammonis 1, 2 y 3 (CAl, CA2 y CA3).
Adicionalmente, esta estructura cerebral estd organizada en mdultiples capas, siendo
estas el estrato oriens, el estrato piramidal, el estrato radiatum y el estrato molecular del
CALl en el hipocampo propiamente dicho, y luego el estrato molecular, el estrato granular
y el hilus o capa polimdrfica en el giro dentado ( Kamsu et al., 2013; Romani et al., 2022).
Las neuronas de los estratos piramidal y granular se encuentran conectadas por medio
de un circuito trisinaptico, el cual es la ruta principal del flujo de actividad a través del
hipocampo. Este circuito estd implicado en el procesamiento de la informacion, y consta
de 3 sinapsis excitatorias glutamatérgicas (Corteza entorrinal (EC) capa Il - DG — CA3
— CA1) (Stepan et al., 2015). Ademas, se ha visto que existe una conectividad
generalizada a lo largo del eje longitudinal que forma esta estructura (Knierim, 2015).

El hipocampo presenta un papel fundamental en diversas funciones como el aprendizaje
y la memoria, y es capaz de regular otras como la emocion, el estrés, el miedo y la
ansiedad. El hipocampo se emplea ademas como un modelo para el estudio de la
neuroplasticidad, ya que presenta plasticidad sinaptica, aunque ciertas condiciones
como son el estrés cronico o el envejecimiento modifican la estructura y funcién del
mismo, de manera que estas conducen a déficits cognitivos (Bartsch y Wulff, 2015).
Esta plasticidad que presenta en general el sistema nervioso adulto, puesto que no es
estatico, posibilita la adaptacién como respuesta a diferentes estimulos ambientales.

Es importante remarcar que el hipocampo contiene diversas poblaciones celulares, en
concreto se han identificado células madre neurales (NSCs, del inglés neural stem cells),
progenitores, neuronas inmaduras, neuronas excitadoras, neuronas inhibidoras, células
de Cajal Retzius, astrocitos, células progenitoras de oligodendrocitos, oligodendrocitos,
microglia y células endoteliales (Zhong et al., 2020). Concretamente en la zona
subgranular de la circunvolucién dentada es donde se ubican las NSCs, los progenitores
y las neuronas inmaduras, pues es en esta zona donde se siguen generando nuevas
neuronas, por la division de las NSCs y las células progenitoras, en los mamiferos
adultos incluyendo los humanos, y esta capacidad para generar neuronas o
“neurogénesis hipocampal adulta” se mantiene en el hipocampo adulto de por vida
(Eriksson et al., 1998). Este proceso de neurogénesis implica no solamente la
proliferacion de las NSCs y progenitores neurales, sino también su diferenciacion,
migracion, supervivencia e integracién en los circuitos hipocampales mediante la
formacion de sinapsis (Figura 1). Asi pues, al ser el hipocampo una region involucrada
en procesos de memoria y algunos comportamientos de tipo afectivo, la neurogénesis
hipocampal adulta es de especial interés y contribuye de manera significativa en la
enorme plasticidad comentada anteriormente (Kempermann et al., 2015).

Para contextualizar el proyecto realizado, se van a destacar dos tipos celulares
concretos del hipocampo. En primer lugar, las células madre neurales (NSCs), que estan
presentes tanto en el desarrollo, como en algunas regiones del sistema nervioso central
(SNC) en el adulto (Ahmed, 2009), y que son capaces de generar todas las células
neurales diferenciadas del SNC mediante distintos precursores intermedios, por lo que
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estas células originan las neuronas (Figura 1,A) y la glia (Figura 1,B) de los mamiferos
(Bergstrom y Forsberg-Nilsson, 2012).
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Figura 1. Neurogénesis y gliogénesis hipocampal. A. Neurogénesis hipocampal adulta en el giro
dentado de los mamiferos. Este proceso abarca un periodo de unas 4 semanas, e incluye desde la
generacion de progenitores por parte de las NSCs, su proliferacion, migracion, supervivencia, maduracion
e integracion en el circuito trisinaptico hipocampal. Imagen tomada de BioRender.com. B. Gliogénesis
hipocampal y esquema de los tipos celulares de estudio, creado en BioRender.com.

Y por otro lado, los astrocitos, los principales responsables de la homeostasis del SNC.
Estos son uno de los tipos celulares mas abundantes englobados en el término de
“neuroglia” o “glia”, ya que son células de origen neuroepitelial (Escartin et al., 2021).
Los astrocitos se encuentran tanto en la médula espinal, como en la materia gris y blanca
del cerebro, y son muy distintos entre ellos en cuanto a morfologia, origen del desarrollo,
perfil de expresion génica, propiedades fisiolégicas, funcién y respuesta a lesiones y
enfermedades (Zhang y Barres, 2010). A través de diferentes cascadas implicadas en
la homeostasis tienen la capacidad de regular la creacion, la maduracion y la funcién de
las redes neuronales, de manera que son importantes tanto en procesos de
procesamiento de informacion y aprendizaje, como responsables de neuropatologias y
de la astrogliosis protectora. Ademas, aportan a la barrera hematoencefalica, forman un
sistema de drenaje “glinfatico” del SNC, y también participan en la transmision sinaptica
glutamatérgica y y-aminobutirato-érgica (los astrocitos contribuyen a la eliminacién de
neurotransmisores y a la creacion y eliminacion de sinapsis) (Khakh y Sofroniew, 2015).
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Muchos trastornos neuroldgicos tienen una patogenia definida por la supresién o
remodelacién de esta funcion homeostética (Verkhratsky et al., 2015), pero en el cerebro
sano, los astrocitos respaldan al desarrollo neuronal, incluso mediante factores
secretados (Caldwell et al., 2022). Ademas, en el caso concreto del hipocampo, se sabe
gue los astrocitos liberan sefiales extrinsecas que regulan la neurogénesis adulta (Cope
y Gould, 2019).

A través de andlisis anatomicos, se ha observado que los astrocitos tienen diversas
morfologias, lo que se traduce en diversidad y especializaciones funcionales. Estas
diferencias morfoldgicas han sido estudiadas in vivo e in vitro (Raff et al., 1983; Yong et
al., 1990; Bailey y Shipley, 1993). Por ejemplo, debido a diferencias morfoldgicas y de
localizacién, los astrocitos pueden clasificarse en protoplasmicos y fibrosos (Khakh y
Sofroniew, 2015). Ademas, estudios recientes de secuenciacion de RNA de célula tnica
indican una enorme heterogeneidad de los astrocitos también a nivel molecular. Esta
heterogeneidad estructural y molecular presentada por los astrocitos puede ser de gran
importancia en la region del hipocampo entre otras, puesto que es critica para los
comportamientos cognitivos y emocionales (Viana et al., 2023).

Por otro lado, cabe destacar que los astrocitos presentan una serie de marcadores
tipicos que permiten su identificacion. El primero es la proteina S1008, que consiste en
una proteina hélice-bucle-hélice y con un dominio de unién al calcio crucial, altamente
expresada en astrocitos (Langeh y Singh, 2021).

El marcador de superficie celular ACSA-2 (del inglés, astrocyte cell surface antigen-2),
caracteristico de astrocitos y habitualmente empleado en los métodos de aislamiento y
purificacién de los mismos. La proteina asociada al antigeno ACSA-2 esta codificada
por el gen Atplb2. La expresion de Atplb2 muestra el desarrollo de los astrocitos, y tal
y como demuestran Batiuk et al. en su estudio del 2017, aumenta con los dias en
postnatales hasta alcanzar en la edad adulta un nivel estable y elevado, expresandose
mucho en la mayoria de regiones del SNC (Figura 2).
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Figura 2. Expresiéon de ACSA-2 a diferentes edades y en distintas regiones del cerebro. Fuente:
Batiuk et al., 2017.



Otra de las proteinas empleada como marcador de astrocitos es la proteina acida fibrilar
glial (GFAP), una proteina de tipo Il de los filamentos intermedios, relacionada con la
estructura y funcion del citoesqueleto. A esta proteina se le atribuyen funciones muy
importantes como la supresion de la proliferacion neuronal y expansion de neuritas en
el cerebro maduro, construccion de una barrera fisica para aislar el tejido lesionado,
regulacién tras la isquemia del flujo sanguineo, aportacibn a la barrera
hematoencefélica, suministro de fuerza mecéanica y apoyo a la mielinizacion (Brenner,
2014). Finalmente, otra de las proteinas a destacar es la Ki67, que constituye un
marcador nuclear de proliferacion celular, de manera que se emplea como indicador de
astrocitos proliferativos (Shoneye et al., 2020).

Adicionalmente, es importante destacar un marcador también empleado en el flujo de
trabajo, pero que se relaciona con las NSCs y con progenitores inmaduros, no con los
astrocitos maduros, este es la Nestina. Esta es una proteina del filamento intermedio, y
consiste en un marcador molecular de las células progenitoras del linaje neural. Se ha
visto que esta es indispensable para la proliferacion de estas células, puesto que
promueve la activacion de PI3K en respuesta a mitdgenos factores de crecimiento (Xue
y Yuan, 2010). Ademas, la pérdida de expresién de esta se relaciona, tanto in vivo como
in vitro, como un evento temprano de diferenciacion, y esta pérdida esta regulada por
Notch y controlada por la degradacion del proteasoma (Mellodew et al., 2004).

Como se ha comentado, los astrocitos juegan un papel esencial en la regulacién de
multiples funciones del cerebro, incluyendo por ejemplo el control del numero de
sinapsis y la conectividad y funcién sinaptica tanto durante el desarrollo como en el
cerebro adulto, o también la propia neurogénesis adulta a distintos niveles. Esto se logra
a través de la secrecion de factores mayoritariamente proteicos a su entorno con
capacidad de activar cascadas de sefalizacién en las células circundantes. Para
estudiar la identidad de las proteinas secretadas por los astrocitos o “secretoma de
astrocitos” no es suficiente con efectuar analisis transcriptémicos, pues se ha visto que
los cambios en la expresion génica a nivel de mRNA no siempre se correlacionan con
los cambios de proteinas, ni con los niveles de proteinas secretadas. En un estudio muy
reciente se ha visto que los cambios en el secretoma de los astrocitos se relacionan con
la patologia en diversos modelos genéticos de trastornos del neurodesarrollo (ND) (Rett,
X fragil y sindrome de Down) (Caldwell et al., 2022). Por lo tanto, no solamente los
cambios intrinsecos en las neuronas generan trastornos en el neurodesarrollo, sino que
cambios en las células gliales como los astrocitos también se ven involucrados ( Blanco-
Suarez et al., 2017). En este caso, la contribucion de los astrocitos a las enfermedades
mencionadas es mediante la liberacién alterada de factores secretados, a través de los
cuales el desarrollo normal de las neuronas se ve modificado (atrofia en el crecimiento
de las neuritas, reduccion de sinapsis y espinas dendriticas inmaduras (Ballas et al.,
2009; Jacaobs et al., 2010; Araujo et al., 2018); de forma que los factores secretados,
liberados in vitro a los medios condicionados por astrocitos (ACM) son los que dictan el
crecimiento, formacién de sinapsis y supervivencia de las neuronas. El estudio de los
cambios de expresion a nivel de proteinas y a nivel de proteinas secretadas se analizan
por enfoques protedGmicos, ya que no siempre se correlacionan con cambios en el MRNA
(Meissner et al., 2013). Es de gran importancia el estudio del secretoma de los



astrocitos, puesto que tras el analisis realizado por Caldwell et al. en el 2022, se ha
observado que el 95% de las proteinas reguladas al alza en estos trastornos se
encuentran fuera de la célula.

El secretoma se define como el conjunto de moléculas secretadas por las células vivas,
de alta complejidad y abundancia, incluyendo también las que se desprenden de la
superficie de las células, teniendo todas estas proteinas del secretoma un papel en la
sefializacién, comunicacion y migracion celular (Makridakis y Vlahou, 2010). Para el
estudio de las proteinas secretadas por los astrocitos se requiere la preparacion de una
muestra concentrada del denominado medio condicionado de astrocitos (ACM), a través
del uso de medios minimos, libres de otras proteinas contaminantes, para su
condicionamiento. Esto permite la deteccidn, en mezclas complejas, de proteinas de
baja abundancia a través de espectrometria de masas (MS).

Puesto que las sefales secretadas por los astrocitos son importantes para la sinapsis,
el objetivo Ultimo es la identificacion de aquellas proteinas liberadas que puedan ser de
interés para las sinapsis hipocampales y/o para la regulacion de la neurogénesis adulta.
Son varias las proteinas reguladas al alza en la secrecién por astrocitos de individuos
con enfermedades del neurodesarrollo, entre ellas destacan Igfbp2 (que inhibe el
crecimiento de las neuritas, ya que bloquea el IGF) y BMP6 (que induce la maduracion
estructural de los propios astrocitos), ambos tienen efectos negativos en el desarrollo
neuronal, pero puede rescatarse antagonizando las funciones de estas proteinas
(Caldwell et al., 2022). En cambio, los astrocitos Wild Type (WT) presentan de manera
abundante secrecion y expresion de otras, como Dbi (que es un modulador de los
receptores de GABA), Apoe (componente de las particulas lipidicas de los astrocitos) o
Sparc (regulador negativo de la formacion de sinapsis).

Por otro lado, una proteina de enorme importancia en el establecimiento de las sinapsis
es la Trombospondina 1 (THBS1), glicoproteina multimérica y multidominio secretada
por los astrocitos, que participa en las interacciones entre células y de las células con la
matriz, y que promueve la sinaptogénesis, observando su contribucion impulsando la
neurogénesis (Park et al., 2012). Se ha demostrado que la THBS1 participa en el
desarrollo y reparacion del SNC después de una lesidn, y que la introduccion de esta
proteina al ACM incrementa el nimero de sinapsis (Christopherson et al., 2005).

Esta proteina se ha visto involucrada en enfermedades de patologia sinaptica como la
esquizofrenia, por aumentar la susceptibilidad a sufrirla. Enfermedad en la cual también
se observa una reduccién de la GFAP, del marcador de astrocitos S1008 y del
transportador de aminoacidos excitatorios 2 (EAAT2) (Park et al., 2012). Cabe destacar
gue en un estudio no publicado del laboratorio se han identificado cambios en la
expresion de Thbsl en astrocitos hipocampales ACSA-2* durante el envejecimiento,
siendo esta mas abundante en animales jévenes con respecto a los animales viejos.

Por otro lado, el aislamiento y cultivo de astrocitos hipocampales ACSA-2* de animales
es técnicamente mas complejo, por el bajo rendimiento, que el cultivo de los astrocitos
diferenciados in vitro. Durante el desarrollo hipocampal postnatal se observa un pico de
formacion de la glia, dado que las células astrogliales son fundamentales en el
desarrollo y mantenimiento de las neuronas y las redes neuronales, y se pueden



encontrar dos fenotipos astrogliales, dependiendo del momento del desarrollo, si es
temprano (P1-P7) o tardio (P14-adulto) (Rurak et al., 2022). Sobre el P7, la organizacion
espacial de las células y los marcadores que expresan son distintas a los presentados
en el estado adulto (Nicola et al., 2015). Los astrocitos a edades cercanas a P7 son
faciles de cultivar, por lo que constituyen un buen modelo celular para optimizar la
preparacion del medio condicionado de cara al estudio del secretoma de astrocitos.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es establecer un flujo experimental que permita mas
adelante utilizar la espectrometria de masas y los enfoques proteémicos para identificar
las proteinas secretadas por los astrocitos hipocampales de raton.

Para ello, se han explorado dos opciones:

1. Elestablecimiento de un sistema in vitro para obtener astrocitos a partir de NSCs
hipocampales, valorando el grado de diferenciacibn de los astrocitos vy
recogiendo y concentrando su medio condicionado.

2. El establecimiento de un cultivo primario de astrocitos hipocampales aislados de
animales postnatales, ensayando distintos medios, valorando el grado de
diferenciacion de los astrocitos, y recogiendo y concentrando su medio
condicionado.

A nivel metodoldgico, nuestro objetivo ha sido la caracterizacién de los cultivos celulares
mediante diversas técnicas, como son la inmunocitoquimica, el WB y la qPCR, y la
concentracion del medio condicionado por centrifugacién empleando columnas de
ultrafiltracion.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Aproximacion in vitro

3.1.1. Cultivo de NSCs y astrocitos

Con el objetivo de la realizacién de los experimentos propuestos, se emplearon células
madre neurales (NSCs) aisladas del hipocampo de ratones control -Crl:CD1 (ICR)
(Charles River), denominadas NSCs CDL1. Estas células madre se crecieron en el medio
Neurobasal con diversos suplementos, concretamente, con un 2% de B27, un 1% de L-
glutamina y un 0,5% de antibiéticos penicilina + estreptomicina (HyClone, SV30010) en
un cultivo con condiciones estandar: 37 °C, 5% de CO.,y 95% de humedad relativa. A
continuacién, se adicionaron respectivamente 20 ng/mL del mitbgeno FGFb
(ReproTech, 100-18B) y 10 ng/mL del mitogeno EGF (ReproTech, 100-47), para asi
permitir su proliferacion y evitar su muerte. Las NSCs crecen en adherido en placas
P100, por lo que, para ello, se hace un tratamiento previo de recubrimiento o coating a
las placas con el fin Ultimo de conseguir la adhesion celular en la superficie. Asi pues,
para la realizacion del coating de las P100, estas se tratan con 10 pg/mL de poli-D-lisina



(PDL, Sigma, P6407) a 4 °C durante una nochey, al dia siguiente, se realizan 3 lavados
consecutivos con agua milliQ, y se tratan con 5 pg/mL de laminina (Sigma, L2020) a 37
°C durante 3h. Luego, se lavan de nuevo con tampén fosfato salino (PBS, Corning, 20-
031-cv) 3 veces y asi quedan listas para su uso.

El pase de las NSCs CD1 se realiza cada 3 dias de incubacion, tiempo en el que
proliferan y se quedan adheridas a la placa. Asi, en primer lugar, mediante la adicion de
3 mL de tripsina (HyClone, SV30037.01) con una dilucion 1:5 con PBS, se despegan las
células de la superficie de la placa, y se recogen en un tubo de 15mL. Posteriormente,
se adicionan 2 mL de medio para acabar de recolectar todas las células, ya que con
este medio se frena la reaccion, se neutraliza la solucién y se evita la lisis celular. Una
vez recogidas, el tubo es centrifugado a 100 g (g, constante de gravitaciébn) en una
centrifuga eppendorf y modelo Centrifuge 5804 R durante 5 minutos, del cual el
sobrenadante se descarta y el pellet se resuspende con 1-2 mL de medio Neurobasal
(dependiendo de la cantidad de pellet). Una vez hecho esto, se procede a su recuento
con una camara de Neubauer para su posterior siembra. Las células se diluyen 1:1
(volumen/volumen, v/v) con azul tripan al 0,1% en PBS y se procede a su contaje en el
microscopio invertido en la cAmara de Neubauer. Con este procedimiento, las células
viables poseen color blanco y las muertas color azul, debido a que el colorante penetra
en las células dafiadas por no mantener la integridad de su membrana plasmatica.
Finalmente, y sabiendo la cantidad de células vivas por mL, se realiza la siembra de
nuevo en una P100. Se siembran 1.000.000 de células, asi que se afiade a la placa el
volumen necesario para adicionar esta cantidad de NSCs CD1 y se completan los 8 mL
de volumen con medio Neurobasal. Por Gltimo, se afiaden los mitbgenos, en este caso
8 UL de EGF y 16 pL de FGFb de los stocks para alcanzar las concentraciones finales
mencionadas anteriormente.

Por otro lado, es necesaria la diferenciacion de estas NSCs CD1 en astrocitos, ya que
se requiere la recuperacion del medio minimo condicionado (ACM) de estos para los
analisis siguientes. Asi pues, esta diferenciacion se consigue con la adicion de un 5%
de suero bovino fetal (FBS) al medio Neurobasal en placas P100 (con un volumen final
de 8 mL) y la eliminacién de los mitégenos. Esta placa se deja en el incubador unos 11
dias hasta conseguir la diferenciacion de las células madre neurales en astrocitos, y asi
poder empezar a recoger el ACM que producen. A diferencia de las NSCs, con los
astrocitos no se hacen pases cada 3 dias, si no que cada 4 dias se cambia su medio,
de forma que se aspira el que hay, se hacen 2 lavados de la placa con PBS y ya se
adiciona medio Neurobasal fresco suplementado con FBS.

Ademas de las placas P100 para NSCs y diferenciacion de astrocitos, también se hace
la siembra de células madre en pocillos de una placa P24 con cristales para hacer un
posterior analisis por inmunocitoquimica. En la mitad de pocillos se mantienen las
células madre con mitdgenos (20 ng/mL del mitégeno FGFb y 10 ng/mL del mitdgeno
EGF), y en los otros 4 se adiciona medio con FBS al 5%, para obtener astrocitos
diferenciados a dia 11.



3.1.2. Generacion de ACM

Alos 11 dias los astrocitos ya estan diferenciados, asi que se quita el medio Neurobasal
que hay en la placa, se realizan 3 lavados con PBS para quitar toda la proteina que
pudiera quedar y se sustituye por 6 mL de medio de condicionamiento minimo bajo en
proteinas. Siguiendo el procedimiento empleado por Caldwell, et al. 2022, el medio
minimo contiene 97,75% NeuroMACS (Miltenyi Biotec), 1 mM de piruvato sdodico, 0,5
mM de L-glutamina, 1% de antibi6ticos penicilina y estreptomicinay 5 pg/mL de N-acetil-
L-cisteina. Los astrocitos se dejaron en este medio durante 5 dias en el incubador, en
unas condiciones de 37 °C y un 5% de CO, . Pasados estos dias, se recogio el ACM de
los astrocitos a dia 16 (se consiguieron unos 4 mL ya que del volumen introducido
inicialmente una parte se evapord) y se pasé a su concentracion.

La concentracion del ACM se realiza con los concentradores centrifugos de Vivaspin 2,
qgue tienen un corte de peso molecular (PM) de 3 kDa (Sartorius, VS0291). Estos
concentradores aceptan un volumen maximo de 2 mL, asi que la concentracion se hizo
en dos tandas consecutivas usando la misma columna. Primero, se equilibran las
columnas (la de muestra y la empleada para compensar en la centrifuga) pasando 2 mL
de agua desionizada y con una centrifugacion de 30 minutos a 4 °C y 4000 g. A
continuacion, se concentra la muestra introduciendo 2 mL de ACM en la columna (2
veces para poder concentrar los 4 mL), y con una centrifugaciéon de 75 minutos a 4 °Cy
4000 g. Con las muestras concentradas y sin concentrar de ACM se evalla la
concentracion de proteina mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad, 500-0006) y se
congelan a -20 °C para posibles analisis posteriores.

3.1.3. Western Blot (WB)

Esta técnica analitica es usualmente empleada para identificar proteinas especificas en
una mezcla compuesta, y ademas, con el uso de una proteina housekeeping (que se
expresa por igual en todas las células del organismo, ya que este nivel de expresion es
necesario para el mantenimiento de la funcion celular) puede realizarse la cuantificacion
relativa de la proteina que se quiere estudiar. Este procedimiento se realiza con los
astrocitos que estaban en la placa P100 de la cual se ha concentrado el medio
condicionado, de forma que estos se lisan a dia 16 (AD16) para hacer el WB, y por otro
lado, la otra muestra empleada es la que se consigue con la lisis de las NSCs CD1 de
la otra placa P100. El buffer de lisis empleado contenia TNE (Tris-HCI, 150 mM Nacl,
1mM EDTA, pH 7,5) con 1% de Tritén X-100 (Sigma), 2 mM de NaszVO4(Sigma), 1 mM
de NAF (Sigma), 1 mM de PMSF y 1X de una mezcla de inhibidores de proteasas
(Sigma). El buffer es preparado al momento y en frio, y se adicionan 400 uL de este en
los tubos con el pellet de células (NSCs CD1y AD16), luego se deja 15 minutos en hielo
(haciendo un vortex cada 5 minutos) y a continuacion se pasa a la centrifuga en frio (4
°C) durante 15 minutos a 15800 g. Se descarta el pellet con los restos celulares y se
selecciona el sobrenadante resultante que contiene las proteinas solubilizadas, y estas
se cuantifican mediante el ensayo Bradford (comparando astrocitos y células madre
neurales in vitro).

Se busca cargar el gel con una cantidad de 40 ug de proteina total en cada pocillo, por
lo que se hace el célculo de cuénto se debe adicionar de cada muestra'y de TNE (Tabla
1).



Tabla 1. Mezclas de muestras para cargar en el gel.

NSCs CD1 AD16
Volumen de muestra 3,25 uL 65,195 pL
TNE 61,75 pL /
TC 4x (240 mM Tris-HCI, 40%
glicerol, 8% SDS, 0,004% azul de 16,25 pL 16,25 L
bromofenol, 5% B-mercaptoetanol,
pH 6,8)
B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, 3,9 uL 3,9 uL
M6250-100ML)

Por otro lado, para poder realizar la separaciébn de proteinas correspondiente, se
prepara un gel al 10% de acrilamida con dodecilsulfato sédico, SDS (Tabla 2) ya que,
en este caso, las proteinas objetivo son la trombospondina (THBS1) de 70 kDa y la
GFAP de 60 kDa, y este es un porcentaje que permite su resolucion. Ademas, al tratarse
de un gel desnaturalizante, las proteinas se desplazan Unicamente en funcion de su
tamafio porgue su relacién carga/masa se iguala.

Tabla 2. Composicion del gel y el stacking preparados.

Gel separador al 10% Gel concentrador

stacking

H.O 5mL 3,25 mL

Tris-HCI ( 1,5M pH 8,8 gel, 0,5M pH 2,5mL 1,25 mL

6,8 stacking)
Acrilamida 40% (thermo scientific, 2,5mL 0,5 mL
Acrylamide/Bisacrylamide Solution)

SDS 10% 100 pL 50 pL

APS persulfato sédico, APS 100 pL 50 pL
Tetrametiletilendiamina, TEMED 10 pL 5puL

(ROTH, 2367.3)

Después de dejar las muestras 5 minutos a 95 °C, se introducen en hielo, y
seguidamente se cargan en el gel de forma individual en cada carril, correspondiendo al
carril inicial el marcador de peso molecular ‘Nzytech Marker I, a continuacion, las
muestras de las NSCs CD1 y por ultimo la de los astrocitos AD16. La electroforesis se
realiza a 120V hasta superar el stacking y luego a 150V, durante 1 horay 15 minutos en
tampon de electroforesis (0,25M Tris HCI, 0,2M glicina (Scharlau, AC04021000) y 3 mM
SDS). Luego, las proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa (PROTRAN
BA85, 0,45 um, Whatman ) con una corriente de 100V durante 1 hora y media, con la
cubeta en hielo y con el tampon de transferencia (25mM Tris-HCI, 192mM glicina y 20%
(v/iv) methanol (VWR Chemicals, 20903.368). Y posteriormente, a modo de
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comprobacion, se adiciona Ponceau S (Sigma) para corroborar que la electroforesis y
transferencia han sido correctas, y se elimina mas tarde el producto mediante 3 lavados
con T-TBS (20mM Tris-HCI, pH 7,6, 136 mM NaCl y 1% Tween-20) (todo en agitacién).

El paso siguiente se corresponde con la incubacion de la membrana con los anticuerpos,
pero requiere un paso previo de bloqueo de la membrana con leche en polvo al 5%,
durante 40 minutos, para eliminar los sitios inespecificos que podrian interferir con la
deteccidn. Asi, y con 3 lavados de T-TBS posteriores al bloqueo y de nuevo en agitacion,
ya pueden ser preparadas las bolsas donde se hara la incubacion de la membrana con
los anticuerpos primarios (Tabla 3) durante toda la hoche, a 4 °C y en agitacion.

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en el ensayo WB.

Anticuerpo primario Dilucion Anticuerpo secundario
THBS1 mouse (Santa Cruz, sc-59887) 1:1000 anti-mouse verde (Invitrogen, A32789)
GFAP mouse (Sigma-Aldrich, G3893) 1:1000 anti-mouse verde (Invitrogen, A32789)
Beta-actina mouse (Sigma-Aldrich, A5441) 1:5000 anti-mouse verde (Invitrogen, A32789)

Al dia siguiente se recupera el anticuerpo primario, seguidamente se realizan 3 lavados
con T-TBS durante 10 minutos, y se incuba la membrana con el anticuerpo secundario
durante una hora, en agitacién y oscuridad. Tras este tiempo, se hacen 3 lavados mas
con T-TBS y se revela la membrana en un equipo de Odyssey Imager (Li-Cor). Todas
las incubaciones y lavados hechos en el proceso se realizan en agitacién. Para
comprobar que la carga proteica es equivalente en ambas muestras, se usa como
proteina control o housekeeping la B-actina.

3.1.4 Inmunocitoquimica

Las células son fijadas con PFA (paraformaldehido) al 2%, las NSCs CD1 a dia 1y los
astrocitos diferenciados in vitro a dia 11, y se almacenan en tampén fosfato (PB) con un
0.05% de azida para evitar contaminantes y un crecimiento indeseado de bacterias y
hongos. Estos cristales se transfieren a una nueva placa para hacer las detecciones
correspondientes y se lavan 3 veces durante 5 minutos con PB para eliminar los posibles
restos de azida. Més tarde, se afiaden 300 pL de tamp6n de bloqueo (TB) con un 0,2 0
un 0,5% de tritdbn X-100 durante 1 hora (dependiendo de dénde se localiza la proteina
de interés). La funcion del TB es la de impedir uniones inespecificas de los anticuerpos
empleados y que el marcaje sea Optimo, y con el triton X-100 se permeabilizan las
membranas celulares de forma que los anticuerpos pueden acceder al interior celular y
llegar a su lugar de unién correcto atravesando la célula por los poros generados. Tras
dejar actuar el TB, se pasa a la incubacién con los anticuerpos primarios (Tabla 4),
empleando 20 pL de la mezcla en cada cristal, y dejando los cristales invertidos, con las
células hacia abajo en contacto directo con los anticuerpos, en una placa grande
cubierta con parafilm y manteniendo la humedad del interior, durante una noche a 4 °C.
Al dia siguiente, la solucién de anticuerpos primarios es recuperada y guardada, y los
cristales son lavados de nuevo 3 veces, 5 minutos, con PB.
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El paso siguiente es la incubacion con los anticuerpos secundarios (Tabla 5), asi pues,
se afiaden 250 uL de esta solucién a cada pocillo y estos actian durante 1h en oscuridad
y a temperatura ambiente. Tras tres lavados con PB, se realiza la tincion de los nucleos
con 250 pL de DAPI (a concentracion 1:1000) durante 10 minutos, y después de retirarlo
y volver a lavar los cristales, se adicionan 15 pL del medio de montaje mowiol/Dabco
(2,5% pl/v) en el portaobjetos, ya que esta substancia densa consigue el pegado del
cristal en el portaobjetos y ademas preserva la fluorescencia. Finalmente, tras una
noche a temperatura ambiente y en oscuridad, las células tefiidas se visualizan en el
microscopio confocal Leica SP8 a 40 aumentos (40x).

Se toman varias fotos de distintas zonas del cristal y en distintos planos, para mas tarde
hacer una cuantificacién y representacién estadistica del nimero de células y los
porcentajes de cada marcaje con anticuerpos. Para la visualizacion de las fotos y su
recuento se utiliza la herramienta ImageJ del programa Fiji y el GraphPad Prism 8 para
su representacion y analisis estadistico.

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en las pruebas de inmunocitoquimica.

Anticuerpo primario | marcaje dilucion

Nestina chicken (Aves Lab, NES) células madre 1:500

GFAP mouse (SIGMA, G3893) células madre y astrocitos 1:300

Atplb2 rabbit (Alomine Labs, ANP-012) membrana de los astrocitos 1:500
Anticuerpo primario Il marcaje dilucion

S1008 guinea pig (Synamptic System, 287004) astrocitos 1:250

Ki67 rabbit (Abcam, ab15580) proliferacién 1:150

THBS1 mouse (Santa Cruz, sc-59887) sinapsis 1:50

Tabla 5. Anticuerpos secundarios empleados en las pruebas de inmunocitoquimica.

Anticuerpo secundario | fluorescencia dilucién
Alexa 488 anti-chicken (Jackson, 703-546-155) verde 1:500
Alexa 555 anti-mouse (Invitrogen, A31570) rojo 1:500
Alexa 647 anti-rabbit (Invitrogen, A31573) rojo lejano 1:500
Anticuerpo secundario Il fluorescencia dilucion
Alexa 647 anti-guinea pig (Jackson, 706-605-148) rojo lejano 1:500
Alexa 488 anti-rabbit (Invitrogen, A21206) verde 1:500
Alexa 555 anti-mouse (Invitrogen, A31570) rojo 1:500
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3.2. Aproximacion in vivo

3.2.1 Aislamiento y cultivo de astrocitos

Para la realizacion de los andlisis propuestos, se emplean ratones postnatales de 6, 7y
10 dias de edad (P6 a P10), y se procede al aislamiento de los astrocitos procedentes
del hipocampo y al posterior cultivo de los mismos. El primer paso es el recubrimiento
de la placa de cultivo, con poli-L-lisina al 0,01% (P9155, Sigma) durante una noche a 37
°C y luego se hacen 3 lavados con agua bidestilada y se seca en condiciones estériles
para su uso inmediato.

El siguiente paso es el aislamiento de los astrocitos siguiendo el Kit de disociacion de
tejido neural (P) (Miltenyi Biotec 130-092-628). Brevemente, en primer lugar se
sacrifican los ratones postnatales, de forma que su cerebro puede ser extraido y los
hipocampos se diseccionan en HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) frio (sin Ca?'y
Mg?*, Sigma-Aldrich 55021C), bajo un microscopio binocular. Luego se determina el
peso del tejido en 1 mL del mismo HBSS y se transfieren 1950 pL de la mezcla
enzimética 1 (Tabla 6) para hasta 400 mg de tejido a un tubo gentle MACS C (Miltenyi
Biotec 130-093-237). El tejido es cortado en trozos pequefios con la ayuda de un bisturi
y se transfiere el tejido al tubo C que contiene la mezcla enzimética 1. A continuacion,
se afiaden 30 pl de la mezcla enzimatica 2 (Tabla 6) al tubo C (es decir, en este caso,
las enzimas empleadas son papaina y luego enzima A) y este tubo C es cerrado
herméticamente y colocado boca abajo en la funda del disociador de tejidos (Miltenyi
Biotec). El programa que se ejecuta es el 37C_NTDK_1 (es decir, se hace una
disgregacion tanto enzimatica como mecanica) y una vez ha finalizado el programa, se
separa el tubo C del disociador, y adicionalmente, se emplea una pipeta de vidrio
flameada para disociar completamente el tejido. Luego, se aplican 10 mL de HBSS (con
Ca?'y Mg?*, Sigma-Aldrich 55037C) en el tubo C y la suspensién celular a un MACS
SmartStrainer (70 um, Miltenyi Biotec 130-098-462) colocado en un tubo de 15 mL (el
MACS SmartStrainer con tampén se humedece antes de utilizarlo). Posteriormente, se
desecha el MACS SmartStrainer (70 um), y se centrifuga la suspensién celular a 300 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se aspira el sobrenadante
completamente.

Tabla 6. Mezclas enzimaticas empleadas para la disgregacién del tejido.

Mezcla enzimatica 1 Mezcla enzimatica 2

NTDK (P) Enzyme P 50 pL Buffer X 1900 pL Buffer Y 20 pL Enzyme A 10 pL

El tercer paso es el uso del Kit de MicroBeads Anti-ACSA-2 (Miltenyi Biotec 130-097-
678) para aislar los astrocitos, de forma que se resuspende el pellet de células en 80 pL
de tampon (PBS, pH 7,2, y 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) por 107 de células
totales), se afaden 10 uL de reactivo de bloqueo de FcR por cada 107 de células totales
y todo esto se mezcla bien sin agitar, y se deja incubar durante 10 minutos en el
frigorifico (2-8 °C). A continuacion se afiaden 10 pL de Anti-ACSA-2 MicroBeads por
cada 107 células totales, y de nuevo se vuelve a mezclar bien sin agitar, y se deja
incubando durante 15 minutos en el frigorifico (2-8 °C). Luego se lavan las células
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afiadiendo 1-2 mL de tampdn por cada 107 células y se centrifugan a 300 g durante 10
minutos, y se aspira el sobrenadante completamente. Después, en 500 pL de tampdn
se resuspenden hasta 107 células y se coloca la columna MS (Miltenyi Biotec 130-042-
201) en el campo magnético de un separador MACS adecuado (separacion magnética
de una poblacion celular especifica). Seguidamente, se prepara la columna
equilibrdndola con 500 pL de tampdén y se aplica en esta la suspension celular,
recogiendo el eluido que contiene las células no marcadas. Luego la columna es lavada
con la cantidad adecuada de tampdn (3x500 L) y se recogen las células no marcadas
gue hayan pasado (estas se combinan con el eluido del paso anterior), esta es la
fraccion de células ACSA-2 negativas (los pasos de lavado se realizan afiadiendo
alicuotas de tampon tan pronto como se vacie el depdsito de la columna). Al final se
retira la columna del separador y esta es colocada en un tubo de recogida adecuado (15
mL), se pipetea 1 mL de tampon en la columna e inmediatamente se vacian las células
marcadas magnéticamente empujando firmemente el émbolo en la columna, siendo
esta la fraccion de células ACSA-2 positivas. Asi pues, se determina el nimero de
células (células ACSA-2*), en este caso mediante la camara de Neubauer y se
centrifuga la suspension celular a 300 g durante 10 minutos a temperatura ambiente.
El cuarto y ultimo paso para poder proceder a trabajar con estos astrocitos es el cultivo
de los mismos. Para ello, se resuspenden las células ACSA-2*y se ajustan a 5-10%
8x10* células por 50 yL de medio AstroMACS atemperado (Miltenyi Biotec 130-117-
031) y se coloca una gota en el centro de cada pocillo. Esto se incuba durante 30
minutos a 37 °C. Luego se afladen a cada pocillo cuidadosamente 450 pL del medio
AstroMACS y se mantiene el cultivo sustituyendo el 50% del medio cada 2 dias. El
cultivo de P7 se mantuvo los 14 dias con el medio AstroMACS, mientras que el cultivo
de P10, a los 7 dias in vitro el medio de cultivo se sustituy6 por las distintas condiciones
estudiadas. Todas tienen en comun que estan cultivadas en el MACS Neuro Medium
(Miltenyi Biotec), pero adicionalmente, los P7 y P10 controles contienen un par de
suplementos, el NeuroBrew21 (Miltenyi Biotec) y el AstroMACS supplement (Miltenyi
Biotec), mientras que por otro lado, los P10 en medio minimo ademas del MACS Neuro
Medium contienen L-acetil-cisteina, Piruvato sédico, antibiético, L-glutamina y los
respectivos mitdgenos si corresponden a las condiciones empleadas (10 ng/mL de
FGFb o 5 ng/mL de EGF). A los 14 DIV, se fij6 el cultivo con PFA al 2% durante 10
minutos.

3.2.2. Generacion de ACM

Para la generacién de ACM de los astrocitos postnatales P10 se emplean placas
multipocillo P24. Para conseguir el volumen suficiente que se requiere en los posteriores
analisis, la produccion se realizé en dos tandas de 5 dias cada una. De nuevo, se siguen
los pasos realizados por Caldwell, et al. 2022.

Alos 10 dias se recoge el ACM minimo y se pasa a la concentracion del mismo mediante
los concentradores centrifugos Vivaspin 2, siguiendo el mismo procedimiento que el
explicado en el apartado 3.1.2, y en esta ocasion, al cuantificar la concentracion del
medio mediante ensayo Bradford y ver que hay suficiente proteina, el medio se congela
y se lleva a realizar el andlisis por espectrometria de masas.
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3.2.3. Espectrometria de masas

Realizada por el Servicio de Proteémica de la Universitat de Valéncia. En primer lugar
se corre un gel SDS-PAGE al 12%, cargando 10 pg de proteina del ACM en un pocillo,
para corroborar que no haya ninguna contaminacion, y luego se realiza una tincién del
gel con Coomassie Coloidal. A continuacion, se pasa al analisis de las proteinas
contenidas en la muestra. Este proceso finalmente no consigue llevarse a cabo por la
contaminacién con BSA.

3.2.4. RT-gPCR

a) Extraccion, cuantificacion y medida de pureza de RNA.

Previamente, antes de la realizacion de la propia qPCR, se realiza la extraccién de RNA
a partir de los pellets de células positivas y ACSA-2 negativas de hipocampo de ratones
P6, es decir, de los astrocitos por un lado, y de todas aquellas células que no son
astrocitos por otro lado, estos ultimos funcionan a modo de control para corroborar la
especificidad de la expresion génica por parte de los astrocitos, para ello se emplea el
lllustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare, UK) basado en el uso sucesivo
de columnas de purificacion.

Los pasos a seguir en la utilizacion de este kit consisten en, inicialmente, la
homogeneizacién y lisis del cultivo celular con un pellet de hasta 5*1076 células
cultivadas, se centrifuga a 5000 g durante 1 minuto y se elimina el sobrenadante, luego
el pellet es lavado con 500 L de PBS, y de nuevo se centrifuga a 5000 g durante 1
minuto. Una vez se elimina el sobrenadante, se afiaden 350 uL de solucion de lisis y 3,5
ML de B-mercaptoetanol, de forma que con la ayuda de la pipeta se lisan las células
directamente. Seguidamente, se pasa a la filtracién, que reduce la viscosidad y aclara
el lisado, y esta filtracion se realiza mediante el RNAspin Mini Filter, que se coloca en
un tubo colector y sobre él se aplica el lisado. Luego de una centrifugacion de 1 minuto
a 11000 g se descarta el RNAspin Mini Filter y se transfiere el filtrado, evitando aspirar
cualquier pellet formado, a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL libre de RNAsas.
A continuacion, se ajustan las condiciones de union del RNA, de manera que se afiaden
350 pL de etanol al 70% y se mezcla con el vortex dos veces durante 5 segundos. Y
una vez se han ajustado, se pasa a la unién del RNA, en la cual se comienza pipeteando
arriba y abajo el lisado 3 veces y cargandolo en la columna de RNAspin Mini Column,
después se centrifuga a 8000 g durante 30 segundos y se transfiere la columna a un
nuevo tubo, para continuar con la desalinizacién, de manera que se afiaden para este
paso 350 pL de desalting buffer y se centrifuga a 11000 g durante 1 minuto para secar
la membrana, descartando el fluido del tubo y colocando de nuevo la columna en él.
Para seguir con el proceso, se realiza la digestion del DNA, con la preparacion de la
DNase | reaction mixture en un tubo de microcentrifuga estéril (contiene 10 pL de DNAsa
I'y 90 pL de DNase reaction buffer) y aplicando 95 pL de este directamente en el centro
de la columna con membrana de silice y se incuba durante 15 minutos a temperatura
ambiente. El siguiente paso en el flujo de trabajo es la realizacion de 3 lavados y un
secado; el primer lavado se realiza con la adicién de 200 pL de Wash Buffer | a la
RNAspin Mini Column, se centrifuga durante 1 minuto a 11000 g, y se cambia la columna
a un nuevo tubo. El segundo lavado se da con la adicion de 600 puL de Wash Buffer Il a
la RNAspin Mini Column, y se centrifuga durante 1 minuto a 11000 g, para descartar el
fluido del tubo y volver a colocar en él la columna. Y el tercer lavado se consigue con la
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adicion de 250 pL de Wash Buffer Il en la RNAspin Mini Column y la siguiente
centrifugacion de 2 minutos a 11000 g para conseguir que la membrana quede
completamente seca, y se coloca la columna en un nuevo tubo, para finalmente acabar
este proceso con la elucion de RNA con 20 uL de H.O libre de RNasas y una
centrifugacion de 1 minuto a 11000 g.

Una vez se ha conseguido extraer el RNA de las muestras, se mide la concentracion y
la pureza de cada una de ellas en el NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, United
States), calculadas a partir de la absorbancia ofrecida por este espectrofotometro. En
cuanto a la calidad del RNA, esta se calcula gracias a los cocientes A260/A230 (que
indica la cantidad de proteina en muestra, y debe ser mayor de 2) y A260/A280 (que
indica presencia de fenoles, y este cociente debe estar entre 2y 2,2).

b) RT

Se busca retrotranscribir el RNA de las muestras mediante una transcripcion reversa
(RT), y partiendo de la misma cantidad de RNA, a cDNA (con los reactivos del
PrimeScript RT reagent Kit). Para ello se calcula qué cantidad de muestra hay que
afadir en el mix para la RT buscando que la concentracién en ambos casos sea igual
(y la de mayor concentracion por lo tanto se diluye en agua), siendo el contenido del
mix, para 20 puL de volumen, 4 pyL de Buffer, 0,5 pL de Random Primers, 0,5 uL de
oligodT, 0,5 pL de Enzima y 14,5 pL de RNA (o RNA diluido en agua) para tener una
concentracion de 300 ng, para cada muestra. Una vez hecho el mix, se introducen las
dos muestras en el termociclador, con una configuracién de 1 ciclo a +37 °C durante 15
minutos y un segundo ciclo a +85 °C de 5 segundos.

¢) gPCR

Finalmente, se realiza la PCR cuantitativa (QPCR) para conseguir ver la expresion
génica de los astrocitos partiendo del cDNA equivalente a la retrotranscripcién de 3 ng
de RNA. Para esto, se emplea el equipo QuantStudio™ 5 Real-Time PCR Instrument
(Applied Biosystems, EE. UU.) y se ajustan las condiciones de duracion y temperatura
para cada ciclo (Figura 3).

DESNATURALIZACION INICIAL (1 CICLO)

959C 10 minutos 1,62C/seg

CURVA DE AMPLIFICACION (40 CICLOS)

952C 15 segundos 1,62C/seg
60-622C 60 segundos 0,52C/seg

CURVA DE MELTING (1 CICLO)

950C 15 segundos 1,62C/seg
65-672C 60 segundos 1,62C/seg
952C 15 segundos 0,12C/seg

EXTENSION (1 CICLO)

602C 15 segundos 1,62C/seg

Figura 3. Condiciones especificas para la qPCR.
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Previamente, se carga en la placa para la qPCR 8 pL de mix TB Green Premix Ex Taq
(Takara Bio, Japan), basado en agentes intercalantes fluorescentes que se unen al DNA
de doble cadena, y 2 uL de muestra, de manera ordenada. En este caso se realiza la
amplificacion de los genes Sdha, Thbsl, Gfap, Nestina y Atplb2, para los dos tipos de
muestra, y con 3 réplicas cada una. Esta placa, tapada herméticamente con film, es
introducida en el equipo y tras 96 minutos, y con las condiciones indicadas
anteriormente, se da la gPCR. Se emplea la expresiéon del gen Sdha como
housekeeping para normalizar los datos de expresion (esta referencia se consigue con
un gen que no varia en su expresién). Los cebadores empleados constan en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencias de los cebadores empleados en la qPCR en sentido 5’ —3’.

Gen estudiado cebador directo cebador reverso
Atplb2 (ACSA-2) TGTGTTGGCAAGAGAGATGAAGA GGGTCACATTCAGGAACTTTACA
Gfap CACCTACAGGAAATTGCTGGAGG CCACGATGTTCCTCTTGAGGTG
Nestina CCTCCTGGAGGCTGAGAACTC AAGGCTGGCACAGGTGTCTC
Thbs1 CAAGGGCTCAGGGATACTCA TGAGACGCCATCTGTATGCA
Sdha AGAGGACAACTGGAGATGGCATT AACTTGAGGCTCTGTCCACCAA

3.2.5 Inmunocitoquimica

Los astrocitos aislados del hipocampo de ratones P7 y P10y fijados a dia 14 in vitro son
utilizados para inmunocitoquimica.

El proceso realizado y los anticuerpos empleados son los mismos que los descritos en
el apartado 3.1.4, solamente varian las células y condiciones estudiadas.

4. RESULTADOS

4.1. Establecimiento de un sistema in vitro para obtener astrocitos y ACM a partir
de NSCs hipocampales

La primera aproximacion para lograr obtener medio condicionado de astrocitos que,
posteriormente, permita identificar las proteinas secretadas por los astrocitos o
secretoma, mediante técnicas proteOmicas, ha consistido en poner a punto la
diferenciacién de astrocitos in vitro partiendo de cultivos de NSCs hipocampales.

Para ello, se expandi6 una linea de NSCs hipocampales originalmente aislada del
hipocampo de animales control (CD1) in vitro empleando un medio definido
suplementado con mitégenos (bFGF y EGF). Posteriormente, se sembraron NSCs de
diferenciacién sin mitdégenos, suplementado con suero bovino fetal (FBS), para
favorecer su diferenciaciéon a astrocitos. A los 11 dias, se compararon las dos
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condiciones empleando una serie de técnicas complementarias (Figura 4) para verificar
la obtencion de los astrocitos diferenciados.

Caracterizacion

e

Campo claro Inmunocitoquimica

Western Blot

b S =

Figura 4. Esquema por pasos de la aproximacion in vitro, desde el cultivo de NSCs y su diferenciacion
a astrocitos, y su caracterizacion, hasta la obtencion y analisis del ACM.

4.1.1. Ensayos de caracterizacion de astrocitos diferenciados in vitro a partir de NSCs

La caracterizacion de los cultivos se realizé mediante microscopia en campo claro, WB
e inmunofluorescencia. Se utilizaron en todo momento astrocitos diferenciados in vitro
a partir de NSCs CD1 durante 11 dias (AD11), realizando a su vez los mismos
procedimientos en las NSCs para comparar las dos poblaciones celulares.

e Caracterizacion mediante microscopia de campo claro

Como primera aproximacion, se observaron los cambios morfologicos de las células al
microscopio de campo claro. Tal y como se muestra en la Figura 5, las NSCs son células
de morfologia elongada y aspecto refringente. En cambio, en las condiciones de siembra
y crecimiento empleadas, las células diferenciadas a dia 11 tienen una morfologia
distinta, siendo mucho mas ramificadas y recubriendo casi por completo la superficie del
pocillo a modo de monocapa. Esta morfologia es compatible con la de un astrocito.
NSCs (CD1)
b -

T RTAT

Figura 5. Imagen conseguida por microscopia en campo claro de las NSCs y de los AD11. La
imagen de la izquierda muestra el aspecto tipico de un cultivo de NSCs indiferenciadas, creciendo en un
medio de proliferacion con mitdgenos, y la de la derecha el de un cultivo crecido durante 11 dias in vitro
en medio de diferenciacion.
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e Caracterizacion mediante WB

Para profundizar en la caracterizacion de estas células, se analizaron las diferencias de
expresion de varios marcadores mediante extraccion de proteinas de las muestras
(NSCs y AD16) tras su lisis, separacién electroforética en un gel desnaturalizante (SDS-
PAGE) y transferencia a membrana por WB.

Se empled la tincibn con Ponceau de la membrana para corroborar la presencia de
proteina en los extractos celulares y verificar por un lado que la carga proteica era similar
en todas las muestras y por otro que se habian transferido correctamente ala membrana
(Figura 6.A).

Se emple6 un anticuerpo que reconoce la proteina GFAP como marcador de
diferenciacién astroglial. Por otro lado, se exploré la posible expresién de THBS1, como
proteina sintetizada por los astrocitos implicada en la formacion de las sinapsis
neuronales, y la g-actina como control de carga. Los resultados de la Fig 6.B muestran
la ausencia de GFAP en las NSCs en proliferacion y la presencia de una banda a 60
kDa que corresponde a esta proteina a los 11 dias in vitro, corroborando la
diferenciacion de las células a astrocitos.

Por otro lado, la banda de 48 kDa correspondiente a la f-actina se visualiza en ambos
carriles por igual, corroborando que la carga proteica es equivalente. La THBS1 no se
detectd mediante esta técnica en ninguna de las dos condiciones celulares (no
mostrado).

A) B)
-
M NSCs AD16
-
63 kDa — | GFAP
- -
a 48 kDa  —— B-Actina

Figura 6. Resultado del WB tras la incubacién con los anticuerpos anti-GFAP y anti-g-actina. A. La
imagen de laizquierda muestra la tincion con Rojo de Ponceau tras efectuar la transferencia de las proteinas
a la membrana. B. La imagen de la derecha muestra el resultado de revelar el WB con los anticuerpos que
reconocen de manera especifica las proteinas GFAP (marcador de astrocito) y g-actina (control de carga).
M: marcador de peso molecular.

e Caracterizacion mediante inmunocitoquimica

Otra prueba empleada para tratar de caracterizar los astrocitos diferenciados in vitro a
partir de NSCs fue la inmunocitoquimica. Para ello, las NSCs y los AD11 en sus
respectivos pocillos fueron fijados con paraformaldehido y los cristales se transfirieron
a una nueva placa, donde se realiz6 un tratamiento para el bloqueo de las uniones
inespecificas y a continuacion las correspondientes incubaciones con los anticuerpos
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primarios y secundarios seleccionados. Son diversos los marcadores que permiten la
diferenciacién de astrocitos maduros e inmaduros, y asi caracterizarlos de manera
adecuada, por lo que, se realizaron dos pruebas inmunocitoquimicas.

La primera de ellas empleé los anticuerpos primarios que detectan la Nestina (marcador
de citoesqueleto de células madre y progenitores, también expresado por astrocitos no
maduros), GFAP (marcador tipico de astrocitos, citoplasmatico, y también presente a
niveles mas bajos en las NSCs) y ATP1B2 (marcador de membrana especifico de
astrocitos). En la Figura 7 se muestra un panel representativo de la visualizacién por
campos del resultado de la inmunocitoquimica y la cuantificacién y analisis estadistico
de la misma, en el que se representa el porcentaje de células del cultivo cuyos nucleos
son DAPI positivos que también son positivas para Nestina, y a los DAPI positivos que
también son positivos para GFAP.

Los porcentajes obtenidos tras la cuantificacién son: un 84,7% de las NSCs y un 99,62%
de las AD11 son Nestina*/DAPI*, mientras que un 92,48% de las NSCs y un 90,67% de
las AD11 son GFAP*/DAPI*. Por tanto ambos tipos celulares presentan, en
practicamente todas las células viables, un marcaje con los anticuerpos empleados en
casi la totalidad de las células. No obstante, a pesar de que por esta técnica no podemos
corroborar el aumento de GFAP a nivel de proteina total detectado por WB, si
apreciamos un claro cambio en la morfologia de las células y en la distribucién de la
sefial. Por otro lado, puesto que la Nestina es un marcador de célula indiferenciada, su
expresion en AD11 indica que los astrocitos en este caso son inmaduros. Con respecto
a la sefial de ATP1B2, en las NSCs se observa una sefial nuclear inespecifica y en los
astrocitos se observa el marcaje citoplasmatico esperado.

La segunda prueba inmunocitoquimica se realiz6 con los anticuerpos primarios contra
S1008 (marcador tipico de astrocitos), Ki67 (marcador de proliferacion) y THBS1
(marcador de astrocito con capacidad de promover la formacién de sinapsis), por lo que
aporta otra informacion valiosa para la identificacion y caracterizacion de las muestras.
Para esta prueba, de nuevo se realizdé un panel representativo, y una cuantificacion y
analisis estadistico, representando los DAPI positivos que también son positivos en
Ki67. En cuanto a la THBS1, ninguna célula presente en las muestras (NSCs y AD11)
es positiva para este marcador (Figura 8).

Tras este andlisis, los porcentajes que se obtuvieron fueron los siguientes: un 10,6% de
las NSCs y ninguna célula AD11 son Ki67*/DAPI*,mientras que ninguna es positiva para
THBSLI. El resultado observado de esta prueba inmunocitoquimica, por lo tanto, consiste
en un claro marcaje de los astrocitos por S1008 en todas las células vivas, este
marcador tipico de astrocitos presenta el marcaje en el citoplasmay se produce en ellos
de manera especifica, mientras que en las NSCs donde no deberia aparecer marca, si
aparece, pero consiste en una marca inespecifica y nuclear, ademas de poco intensa.
El marcaje con Ki67 puede observarse unicamente en las NSCs, pero no en los
astrocitos (ya diferenciados y por tanto no proliferativos). Y el marcador THBS1 no
consigue visualizarse mediante andlisis inmunocitoquimico (al igual que tampoco se
conseguia mediante WB).
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Figura 7. Ensayo de caracterizacidon de astrocitos por prueba inmunocitoquimica basada en los
marcadores Nestina, GFAP y ATP1B2. A) Ensayo de inmunocitoquimica como valoracion de la
diferenciacion a astroglia basada en niveles proteicos. Se emplean varios marcadores: DAPI| para marcar
los nlcleos celulares, Nestina como marcador de NSCs y células inmaduras, ATP1B2 como marcador de
astroglia y GFAP como marcador de ambas (aunque mas expresado en astrocitos), pudiéndose analizar la
diferenciacion adquirida por las células. La escala, de 50 um, se presenta en la imagen de los DAPI. B)
Ampliacion de la imagen tomada visualizando todos los campos y marcadores simultaneamente, en ambas
muestras. C) Cuantificacién en base a los DAPI de células viables, de cada uno de los marcadores
empleados, y representacion estadistica de los mismos, diferenciando ambas muestras (NSCs y AD11).
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Figura 8. Ensayo de caracterizacidon de astrocitos por prueba inmunocitoquimica basada en los
marcadores S1008, THBS1y Ki67. A) Ensayo de inmunocitoquimica como valoracién de la diferenciacion
a astroglia basada en niveles proteicos. Se emplean varios marcadores: DAPI para marcar los nucleos
celulares, S1008 como marcador de astroglia, Ki67 como marcador de proliferacion y THBS1 como
marcador de sinapsis. Asi pues, se consigue analizar la diferenciacion adquirida por las células. La escala,
de 50 um, se presenta en la imagen de los DAPI. B) Ampliacién de la imagen tomada visualizando
simultaneamente todos los campos y marcadores en ambas muestras. C) Cuantificacion en base a los DAPI
de células viables, de cada uno de los marcadores empleados, y representacion estadistica de los mismos,
diferenciando las muestras empleadas (NSCs y AD11).
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Tras los diversos analisis realizados en las dos poblaciones celulares de estudio, puede
resumirse, por lo tanto, que la variacion de los niveles de expresion de los marcadores
empleados para la caracterizacion, son los representados en la Figura 9.

N

Astrocyte

A4V

— ~ ACSA2
——— GFAP
THBST |

Nestina
Figura 9. Esquematizacién del aumento o disminucién de la expresion de los distintos marcadores
de estudio en las NSCs y los astrocitos.

4.1.2. Optimizacién de la obtencion de ACM para su posterior analisis

Tras el mantenimiento del cultivo celular de astrocitos, una vez estos se diferenciaron,
se sustituyo el medio Neurobasal por un medio minimo bajo en proteinas, el cual fue
condicionado por los astrocitos durante 5 dias (AD16), y luego se recogi6 para pasar a
su concentracion. Cabe mencionar que del volumen inicial de 6 mL aplicado al cultivo,
tras los 5 dias de condicionamiento se recogieron finalmente 4 mL, debido a la
evaporacion en el incubador de cultivo.

Asi, el ACM fue concentrado mediante centrifugacién en columnas de ultrafiltracion, que
presentaban un filtro por el que las proteinas eran seleccionadas en base a su peso
molecular, puesto el limite en 3 kDa. Hasta conseguir una concentracion adecuada de
la muestra, se hicieron muchas pruebas para poner a punto la técnica. Se empezé
tratando de equilibrar las columnas con agua desionizada con una centrifugacién de 5
minutos a 4000 g, de forma que se vié que era necesario hacerlo durante 30 minutos. A
partir de un volumen de 4 mL, y tras haber puesto a punto el sistema empleando distintos
tiempos de centrifugacion, se realizé la concentracion en 2 tandas de 2 mL cada una
empleando la misma columna. El volumen de la fraccion concentrada fue 210 L, por
tanto, se logré concentrar el ACM aproximadamente 19 veces.

Con las muestras del medio condicionado concentrado y del mismo sin concentrar como
control, se cuantificé la cantidad de proteina por el ensayo Bradford. Tras los calculos
de concentracion referenciados al patron de la BSA, el ACM de los AD16 present6 una
concentracion proteica de 0,02 pg/uL, siendo esta cantidad insuficiente para proseguir
con su andlisis por espectrometria de masas. Por otro lado, en el medio minimo sin
concentrar no se logré detectar proteina.

22



4.2. Establecimiento de un cultivo primario de astrocitos hipocampales aislados
de animales postnatales y obtencién del ACM

La segunda aproximacion para lograr obtener medio condicionado de astrocitos que,
posteriormente, nos permita identificar las proteinas secretadas por los astrocitos o
secretoma, mediante técnicas protedmicas, ha consistido en poner a punto el cultivo
primario de astrocitos hipocampales aislados de animales postnatales. La razon por la
cual se trabaj6 con ratones postnatales y no adultos es por su comodidad y facilidad, y
se realiza el cultivo con postnatales de 6 a 10 dias ya que la gliogénesis es un proceso
mayoritario en postnatales tempranos.

En primer lugar, los astrocitos debian ser extraidos de los propios ratones, y
seleccionados de entre todos los tipos celulares existentes en el hipocampo, mediante
el uso de microperlas magnéticas acopladas a un anticuerpo anti-ACSA-2 (que reconoce
la proteina ATP1B2, marcador de astrocitos) y la técnica MACS (Magnetic-activated cell
sorting). Una vez diseccionado el tejido y disgregado por métodos mecanicos y
enzimaticos, la suspension celular incubada con las microperlas de interés se pasé por
una columna que retiene las microperlas magnéticas unidas a las células ACSA-2*. Este
aislamiento fue realizado por la Dra. Lucia Casares. Conseguida la fraccién de células
ACSA-2 positivas, en la que estan contenidos los astrocitos, se paso al cultivo de los
mismos en el medio AstroMACS, y tras 7 dias en este medio, este se sustituyé por el
medio establecido segun la condicion de estudio, es decir, algunos siguieron en
AstroMACS y otros pasaron a un medio minimo bajo en proteinas, con o sin mitégenos,
los cuales fueron condicionados por los astrocitos (Figura 10).
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Figura 10. Esquema por pasos de la aproximacion in vivo, desde la obtencién de los astrocitos de los
hipocampos de ratones postnatales, hasta su caracterizacion y andlisis del ACM.

4.2.1. Ensayos de caracterizacion de astrocitos procedentes del hipocampo de
ratones postnatales

La caracterizacion de los cultivos pudo hacerse mediante microscopia en campo claro,
RT-gPCR e inmunofluorescencia. Se emplearon en todas las técnicas los astrocitos
procedentes de las distintas condiciones de cultivo, realizando los mismos
procedimientos en todos ellos para poder compararlos.
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e Caracterizacion mediante microscopia de campo claro

Como se observa en las imagenes al microscopio de campo claro (Figura 11),
practicamente no hay diferencias entre los astrocitos de las distintas condiciones, puesto
gue todos han sido capaces de establecer una monocapa sobre la superficie del cristal
y de crecer con su caracteristica morfologia ramificada.

Medio minimo Medio control Medio minimo +FGFb Medio minimo +EGF

Figura 11. Condiciones empleadas para el cultivo de los astrocitos (P10).

e Caracterizacion mediante técnicas de inmunocitoquimica

La siguiente prueba que se realiz6 para tratar de caracterizar los astrocitos aislados del
hipocampo de ratones P7 y P10 y fijados in vitro a dia 14 fue la inmunocitoquimica. Tras
un procedimiento idéntico al ya comentado con anterioridad, los cristales con los
astrocitos fueron fijados e incubados siguiendo todo el proceso.

Se realizaron las mismas inmunocitoquimicas que las analizadas con la aproximacion
in vitro, y también se representaron a través de un panel que permite la visualizacién
por campos del resultado de la inmunocitoquimica junto con la cuantificacién y andlisis
estadistico de las misma (Figura 12). La primera prueba por lo tanto se realizd con
Nestina (marcador de citoesqueleto de células madre y progenitores, también
expresado por astrocitos no maduros), GFAP (marcador tipico de astrocitos,
citoplasmético, y también presente a niveles mas bajos en las NSCs) y ATP1B2
(marcador de membrana especifico de astrocitos).

Los porcentajes que se consiguieron tras la cuantificacion son: un 76,31% de los P7
control, un 98,64% de los P10 en medio minimo, un 99,32% de los P10 suplementados
con FGFby un 98,65% de los suplementados con EGF son Nestina*/ATP1B2"; mientras
gue los GFAP*/ATP1B2* se presentaron en un 69,72% de los P7 control, en un 94,98%
de los P10 en medio minimo, en un 98,02% de los P10 en medio minimo con FGFb y
en un 94,82% de los P10 en medio minimo suplementados con EGF. El resultado de la
primera prueba de inmunocitoquimica, observando el panel y la cuantificacién
estadistica, consiste por tanto en un marcaje de Nestina por parte de los astrocitos P7
y también de los P10, en los cuales practicamente todas las células presentan este
marcador. El marcaje por GFAP tiene una tendencia a incrementarse de los P7 a los
P10, independientemente del medio empleado, puesto que son mas maduros. ATP1B2
también se expresa en todas las muestras de analisis, puesto que es marcador tipico
de astrocitos, y estos son aislados con respecto a las bolas magnéticas anti-ACSA-2,
que reconoce un epitopo de ATP1B2 en la membrana celular.
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Figura 12. Ensayo de caracterizacion de astrocitos por prueba inmunocitoquimica basada en los
marcadores Nestina, GFAP y ATP1B2. A) Ensayo de inmunocitoquimica como valoracion de la
diferenciacion a astroglia basada en niveles proteicos. Se emplean varios marcadores: DAPI para marcar
los nucleos celulares, Nestina como marcador de NSCs, ATP1B2 como marcador de astroglia y GFAP
como marcador de ambas, pudiendo analizar la diferenciacion adquirida por las células. La escala, de 50
um, se presenta en la imagen de los DAPI. B) Ampliaciéon de la imagen tomada visualizando
simultaneamente todos los campos y marcadores en ambas muestras. C) Cuantificacion en base a los
ATP1B2 de células viables, de cada uno de los marcadores empleados, y representacion estadistica de los
mismos, diferenciando las condiciones de generacion de ACM empleadas.

La segunda prueba emplea los anticuerpos primarios S1008 (marcador tipico de
astrocitos), Ki67 (marcador de proliferacion) y THBS1 (marcador de astrocito con
capacidad de promover la formacién de sinapsis), y se realizan las mismas pruebas que
las anteriormente descritas (Figura 13).

Tras la cuantificacion, los porcentajes conseguidos para Ki67*/S1008*son: un 25,35%
de los P7 control, ninguno de los P10 control, un 0,44% de los P10 en medio minimo,
un 0,98% de los P10 en medio minimo con FGFb y un 0,31% de los P10 en medio
minimo con EGF. En cambio, los porcentajes en el caso de las células THBS1*/S1008*
son un 81,46% de los P7 control, un 81,2% de los P10 control, un 68,88% de los P10
en medio minimo, un 81,63% de los P10 en medio minimo y suplementados con FGFb
y un 91,64% de los P10 en medio minimo con EGF. Por tanto, se puede destacar
entonces la presencia de Ki67 en los P7 que no estan tan diferenciados, puesto que
proliferan mas, pero no hay presencia en los P10, con la excepcion de los dos casos
donde se adicionan mitdégenos al medio, ya que si tienen un poco de marcaje con Ki67.
El THBS1 en este caso si se presenta en este andlisis inmunocitoquimico, al contrario
que en la aproximacion in vitro,y se da con un marcaje bastante similar en todos los
casos. Por ultimo, S1008 se presenta de forma generalizada al ser caracteristico de los
astrocitos.
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Figura 13. Ensayo de caracterizacion de astrocitos por prueba inmunocitoquimica basada en los
marcadores S1008, THBS1y Ki67. A) Ensayo de inmunocitoquimica como valoracién de la diferenciacién
a astroglia basada en niveles proteicos. Se emplean varios marcadores, DAPI para marcar los nucleos
celulares, S1008 como marcador de astroglia, Ki67 como marcador de proliferacion y THBS1 marcador de
sinapsis, pudiendo analizar la diferenciacion adquirida por las células. La escala, de 50 um, se presenta en
la imagen de los DAPI. B) Ampliacién de la imagen tomada visualizando todos los campos y marcadores
simultineamente, en ambas muestras. C) Cuantificacion en base a los S1008 de células viables, de cada
uno de los marcadores empleados, y representacién estadistica de los mismos, diferenciando las
condiciones de generaciéon de ACM empleadas.

e Caracterizacion mediante RT-qPCR

Tras el aislamiento con microperlas Anti-ACSA-2, se consiguieron dos pellets celulares,
por una parte la fraccion de ACSA-2*y por otro lado la fraccion de ACSA-2° del
hipocampo de ratones P6, de los cuales habia que extraer el RNA para realizar la RT-
gPCR, y tras la homogeneizacion, lisis, filtrado y todos los pasos del proceso descrito
detalladamente en el apartado de Material y Métodos, se consiguié el RNA de las
muestras. Posteriormente se realizo su retrotranscripcion, y el cDNA fue empleado como
molde en una qPCR.

Es necesario saber a qué nivel aumenta o disminuye la expresién de los diferentes
marcadores empleados a lo largo de este trabajo, asi que la prueba de qPCR se emplea
como analisis para conocer esta expresidbn como parametro cuantitativo. Y de nuevo, se
emplean los marcadores ya comentados con anterioridad y que facilitan la
caracterizacion de las muestras.

La interpretacién del resultado se hace empleando la expresion de un gen housekeeping
para la normalizacién (en este caso Sdha), y tomando como referencia la fraccion de
ACSA-2 negativas (valor 1), viendo si el marcador aumenta o disminuye su expresion
en las ACSA-2 positivas. Asi pues, en relacion a Atplb2, la expresion de este marcador
es mayor en la fraccién positiva, puesto que su valor tras el calculo es de 5,89. Para la
Gfap también hay un aumento de la expresién del marcador en las ACSA-2 positivas,
con un valor de 3,76. En cuanto a Thbs1, la expresién es mas elevada en la fraccion de
positivas, pero su diferencia de expresidbn no es tan grande como en los casos
anteriores, puesto que la fraccién positiva consigue un valor de 1,20. Finalmente, es la
Nestina, a diferencia de los demas, la que presenta una mayor expresion en los ACSA-
2 negativos, con un valor de 0,63 en las ACSA-2 positivas (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de los niveles de expresion de la fraccion ACSA-2 positivay ACSA-2 negativa
de ratones P6 de los genes Atplb2, Nestina, Gfap y Thbs1 respecto al Sdha. A) Expresion de mRNA
de Atplb2 respecto a Sdha. B) Expresién de mRNA de Gfap respecto a Sdha. C) Expresion de mRNA de
Nestina respecto a Sdha. D) Expresion de mRNA de Thbs1 respecto a Sdha.

4.2.2. Caracterizacién mediante analisis del ACM por espectrometria de masas

Tras el aislamiento de los astrocitos, el cultivo de los mismos en medio AstroMACS vy la
sustitucién por el medio acorde a la condicion de estudio, fue el ACM del cultivo de los
astrocitos P10 en medio minimo el que se recogio. Esta decision fue tomada tras ver,
en varias pruebas, que no habia diferencias notorias (ni morfolégicas ni de crecimiento)
entre los astrocitos de las distintas condiciones. Se opt6 por tanto por recoger el medio
que tenia menos factores proteicos afiadidos para facilitar posteriormente la proteémica.

29



Asi, el ACM fue recogido en dos tandas de condicionamiento de 5 dias cada una, y se
concentrd con las mismas columnas empleadas en el apartado 4.1.2, con un filtro
marcado por un limite de peso molecular establecido en 3 kDa. Fueron varios los
intentos de concentracion, puesto que se empezo6 con un volumen de 780 L de medio
minimo, que se concentré mediante centrifugacion durante 75 minutos a 4000 g, en el
que se consiguié un volumen concentrado de 410 uL, pero tras el ensayo Bradford se
vio que no contenia suficiente proteina (presentaba una concentracion por debajo de la
curva patron). Asi que se volvié a concentrar la fraccion pre-concentrada, pero al tratarse
de un volumen bajo, de 400 pL, no pudo recogerse volumen en la regién de
concentracion. Tras estos intentos se junté el ACM recogido de la muestra con el
mitégeno FGFb y de la muestra con EGF, para conseguir asi un volumen mayor, de
unos 2 mL (1,7 mL) que es el 6ptimo que acepta la columna, y asi se consiguié un
volumen concentrado de 82 L (es decir, se logré concentrar 19,5 veces). De nuevo, no
se detecto proteina mediante el ensayo Bradford.

Tras los varios intentos fallidos, se pas6 a la concentracion del ACM de los P10 que
presentaban el medio minimo sin mitdgenos, y se tuvo en cuenta la realizacién de un
equilibrado de 30 minutos, la introduccion del volumen préximo a 2 mL, puesto que es
el necesario para que funcione la concentracion, y tras la introducciéon de 1,95 mL de
ACM, se consigui6 un volumen concentrado de 55 pL (35 X). Con las muestras tanto de
medio concentrado como sin concentrar, y también del medio minimo sin condicionar
por astrocitos como control, se cuantificé la cantidad de proteina por el ensayo Bradford,
y se consiguid una concentracion de 0,53 pg/uL.

Al contener suficiente proteina como para analizar este medio por espectrometria de
masas, las muestras se mandaron al Servicio de Protedmica de la Universitat de
Valéncia, donde se realiz6 un primer andlisis de calidad de la muestra.

En primer lugar, en el servicio se corrié un gel SDS-PAGE al 12%, cargando 10 ug de
proteina del ACM concentrado en un pocillo. Tras la tincién del gel con Azul de
Coomassie Coloidal pudo observarse la presencia de una proteina de 67 kDa, que
probablemente corresponde con la BSA junto con otras proteinas (Figura 15). Para
proseguir con el analisis, se intentdé deplecionar la BSA de la muestra para evitar

posteriores interferencias en el andlisis proteémico.
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Figura 15. Resultado de la tincién con Comassie Coloidal de la membrana de electroforesis (SDS-
PAGE).
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Trataron de eliminarla a través de una precipitacion con acetonitrilo al 70%, durante toda
la noche y a -20 °C. Al dia siguiente se centrifug6 la muestra, en el precipitado pellet
estaban las proteinas, y se esperaba que en el sobrenadante estuviese la mayor parte
de la BSA, pero no fue asi (Figura 16). Asi pues, sin éxito en la eliminacién de BSA, no
se puede realizar el analisis, y no se puede determinar qué proteinas contiene
exactamente el secretoma de los astrocitos.

Precipitacion con acetonitrilo al 70% del medio ACM: 0,5ug/ul

Imagen real Imagen contrastada

Precipitado
Pellet ~ Sobrenadante Precipitado Sobrenadante

Marcador

250) 250 . .
150 150 B8 Volumen de medio precipitado: 20ul

100 100

SDS-PAGE 12%
Tinciéon Comassie Coloidal

15 15 -

10 10

s _
Figura 16. Resultado tras la precipitacién con acetonitrilo.

Como no se sabe de donde procede la BSA del ACM, se testaron todos los medios que
hay en el laboratorio, para encontrar alguno libre de proteinas que pudiera emplearse
en el futuro. Se emplearon 20 pL de cada medio, hasta conseguir las muestras que se
cargaron en un gel. Los medios analizados fueron AstroMACS (como medio completo
suplementado que sabemos que contiene BSA en abundancia), MACs Neuro Medium,
el medio minimo MACs Neuro (anteriormente empleado para generar el ACM, y que
segun la casa comercial no contiene BSA), Neurobasal y DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium).

Después del proceso, se realizé una tincién del gel con Coomassie, y asi se consiguio
ver que todos contenian BSA excepto el medio DMEM (Figura 17).

AstroMACs
MACs Neuro Medium
Neurobasal

Medio minimo (MACs Neuro)
DMEM

Marcador = &
kDa
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Volumen de medio cargado: 20ul

75 .. SDS-PAGE 10%

. b o Tinciéon Comassie Coloidal
63

Figura 17. Tincion con Coomassie para testar el contenido en BSA de los distintos medios que hay
en el laboratorio.
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En primer lugar, acerca de la aproximacion in vitro, los resultados obtenidos con las
diversas técnicas empleadas se detallan a continuacién. Mediante el WB, observamos
una clara expresion de la proteina GFAP en los astrocitos y una ausencia de dicha
proteina en la muestra de células madre. La proteina GFAP es un marcador comun de
ambos tipos celulares, pero mucho méas abundante en astrocitos, pudiendo esto explicar
la menor expresion de la proteina por parte de las NSCs. Esto ha sido corroborado por
otros laboratorios, como Holt y Olsen, en el estudio que realizaron en el 2016, en el que
también emplearon la GFAP (entre otras proteinas) para identificar astrocitos, y tras un
analisis por WB, se observd que la fraccion enriquecida en astrocitos presentaba una
banda muy clara para la proteina GFAP. Por tanto, este resultado junto con los cambios
morfoldgicos observados indican que el protocolo empleado promueve la diferenciacién
de las NSCs a astrocitos.

La THBS1 sin embargo no ha conseguido visualizarse mediante WB ni en NSCs ni en
astrocitos diferenciados in vitro. Posiblemente se deba a que su expresién es muy baja
o nula en estas células. Ademas, a través de la técnica de inmunocitoquimica tampoco
pudo detectarse su expresion. El resultado sugiere que los astrocitos generados in vitro,
al menos a los tiempos analizados, posiblemente no son completamente funcionales
puesto que no expresan proteinas implicadas en la formacién de sinapsis tales como
THBSL. El sistema in vitro no acaba de reflejar lo que ocurre in vivo, ya que en el cultivo
postnatal si que puede verse esta proteina por inmunocitoquimica, y su expresion por
gPCR.

En cuanto al andlisis inmunocitoquimico de las NSCs versus astrocitos diferenciados, la
razén por la que los astrocitos expresan Nestina puede ser porque estos son inmaduros
todavia, por lo que presentan un marcador de célula madre o progenitora, pero a su vez
estan ligeramente diferenciados a astrocito, razén por la cual presentan el marcador
tipico de astrocito, GFAP. Ademas, que las NSCs presenten también ambos marcadores
se ha visto en otros estudios, como el realizado por Gongalves et al. 2016, en el que
observan que las NSCs también pueden expresar GFAP. Adicionalmente, el analisis de
Nicola et al. en el 2015 muestra que aquellas células positivas para la Nestina se
caracterizan por ser células progenitoras, mientras que las negativas en Nestina
consisten en células menos proliferativas (mas diferenciadas); pero, se vié que algunas
células, denominadas de tipo 1 y similares a la glia radial (células que exhiben
propiedades de NSCs), son positivas tanto para Nestina como para GFAP. Ademas, un
resultado inesperado seria la marca de las NSCs con ATP1B2; no obstante, esta marca
posiblemente es inespecifica, puesto que marca el ndcleo y no el citoplasma, como
deberia hacer y hace en los astrocitos.

Por otra parte, las células madre presentan marcaje con Ki67 y los astrocitos no, ya que
las NSCs si que proliferan mientras que los AD11, como estan diferenciados, no lo
hacen. Esto corrobora que los astrocitos generados son células postmitéticas. El Ki67
se emplea en el estudio de células madre, como por ejemplo se hizo en el trabajo de
Tobin et al., 2019 en el que emplearon Ki67 para ver proliferacion de estas células, asi,
no observar marcaje en los astrocitos diferenciados es lo esperable.

La THBS1 de nuevo no se observa en ninguna de las dos muestras, tal y como ocurria
en el WB, tal vez porque expresan muy poco, o lo expresan de manera puntual y luego
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desaparece, no pudiendo ser detectado mediante el microscopio Confocal Leica SP8.
O tal vez porque las condiciones in vitro no mimetizan completamente las in vivo, y los
astrocitos no generan THBS1 (en las condiciones in vitro no hay neuronas ni el mismo
ambiente). Como ya se ha comentado, THBS1 es una proteina que participa en la
formacion de sinapsis, asi que su ausencia sugiere que los astrocitos son inmaduros.
En cuanto al marcador S1008, los AD11 estan practicamente todos marcados puesto
gue es un marcador tipico de astrocitos. Dado que las NSCs también presentan marcaje,
la interpretacion podria ser la misma que en el caso de la inmunofluorescencia para
ATP1B2, pues se observa una marca nuclear que se piensa que es inespecifica,
mientras que la marca citoplasmética especifica Unicamente puede verse en los
astrocitos diferenciados. Es decir, las NSCs estdn marcadas con S1008, pero con una
marca muy poco intensa e inespecifica. Para mejorar la inmunofluorescencia tanto de
S1008 como de ATP1B2 tal vez deberia hacerse una dilucion mayor del anticuerpo
primario.

Por otro lado, tras la optimizacién de la obtencion de ACM empleando astrocitos
diferenciados in vitro y su concentracién volumétrica, se obtuvo un rendimiento muy bajo
en cuanto a concentracion de proteina. Esta insuficiente cantidad proteica tras la
concentracion podria deberse a que el ritmo de maduracion y en general de adquisicion
de funciones podria estar ralentizado en los astrocitos diferenciados in vitro, pues no es
comparable la condicién que encuentran las células in vivo en el propio organismo, que
las simuladas a través de cultivos celulares. Cabe destacar que los pardmetros de
tiempo, volumen vy reciclaje de la columna son los que interfieren en el proceso de
concentracion.

En segundo lugar, acerca de la aproximacion in vivo, también han sido diversas las
pruebas realizadas para llegar a caracterizar correctamente estos astrocitos. En cuanto
a la prueba de inmunocitoquimica, cabe destacar los siguientes resultados. En primer
lugar, se observa marcaje de Nestina tanto en los astrocitos provenientes de ratones P7
como de los P10, y ya que la Nestina es un marcador caracteristico de célula madre y
progenitor (Nicola et al., 2015), esto justifica el hecho de que estos astrocitos todavia no
son maduros. En cuanto a la GFAP, si que hay una tendencia a incrementarse el
marcaje entre los astrocitos provenientes de ratones P7 y de los P10, que en este caso
si que es lo esperado, puesto que si expresan mas GFAP indicaria que estos astrocitos
son mas maduros, estan mas diferenciados, tal y como se ve en el estudio de Kantzer
et al. 2017, donde hay un claro marcaje de GFAP en las células ACSA-2 positivas, y
también en el estudio de Kantzer et al. 2021 (en ambos trabajos se realizan pruebas
inmunohistoquimicas en lugar de inmunocitoquimicas, pero se alcanza la misma
conclusion). Ademas aqui se confirma que no hay practicamente diferencias entre la
condicion de crecimiento en medio minimo o suplementado con mitégenos, justificando
la eleccion del medio minimo para el trabajo realizado.

Respecto al ensayo de caracterizacion de astrocitos por prueba inmunocitoquimica
basada en los marcadores Ki67, GFAP y ATP1B2, puede destacarse que a P7 los
astrocitos proliferan mas, puesto que no estan tan diferenciados, y que por lo tanto
tienen mayor cantidad de células positivas para Ki67 que los P10 (en la gréafica de
cuantificacion se observan las diferencias de forma muy notable), aunque cabe afiadir
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gue la adicion de mitdégenos aqui si que parece tener un ligero impacto, puesto que
tienen un efecto aumentando un poco la proliferacion. La THBS1 en este caso si que
puede observarse mediante inmunocitoquimica, presentando marca todos los astrocitos
en general, y coincidiendo con lo visto en el andlisis por gPCR. Por ultimo, el marcador
S100p se presenta en todos los astrocitos aislados del tejido, ya que es marcador de
astroglia, y tal y como se ha visto en otros trabajos como el de Kantzer et al. 2017, donde
muestran que los ACSA-2 positivos presentan marcaje con S1008.

Tras el analisis por RT-gPCR se observa que la expresion de Atplb2 es mayor en las
células ACSA-2 positivas que en las negativas, al igual que ocurre con Gfap, puesto que
en la fraccién de ACSA-2 positivas es donde se encuentran la mayoria de los astrocitos.
La expresion de Nestina por el contrario, se ve incrementada en la fraccion de ACSA-2
negativas, ya que en esta es donde se encuentran mayoritariamente las células madre.
Por dltimo, la expresion de Thbsl da una amplificacion adecuada, y muy similar entre
las 3 réplicas, donde se observa que su expresion es mayor en las células ACSA-2
positivas que en las ACSA-2 negativas, ya que este gen codifica para una proteina
secretada por astrocitos. Los analisis por qPCR son habitualmente empleados en
muchos trabajos de este estilo, como el de Holt y Olsen en el 2016, donde también
evaluaron la expresion de diversos genes, y mediante esta técnica, en astrocitos a lo
largo del desarrollo, también observaron por ejemplo mayor expresion de Gfap en los
ACSA-2 positivos que en la fraccidén no retenida (es decir, en las células negativas no
unidas a las microperlas magnéticas conjugadas a ACSA-2 en el aislamiento).

Cabe destacar por tanto que se ha visto con el trabajo realizado para este TFG que la
THBS1 puede observarse tras andlisis de astrocitos extraidos in vivo de ratones,
mientras que mediante la aproximacion in vitro no es posible ver su expresion.

Por dltimo, se realizé la optimizacién de la recogida y la concentracion del ACM de los
cultivos de astrocitos primarios ACSA-2 positivos para su futuro andlisis por
espectrometria de masas. Ya se habia confirmado anteriormente con los resultados de
este trabajo que los astrocitos sobreviven igual con o sin mitdgenos en el medio, por lo
que el trabajo con el ACM se centrd en la concentracién de Gnicamente el medio minimo
condicionado por los astrocitos. En este caso tras la concentracidon volumétrica del
medio si que se obtiene una concentracion de proteina suficiente como para poder
analizar la muestra mediante espectrometria de masas.

No obstante, tras la tincién del gel con Coomassie Coloidal se observa que ha habido
una contaminacién con BSA, siendo esta dificil de explicar puesto que se ha empleado
de partida un medio minimo supuestamente sin proteinas afiadidas y, ademas, antes de
pasar el cultivo a medio minimo para generar el ACM, se realizaron varios lavados. El
servicio de protedmica de la Universitat de Valéncia traté de eliminar la BSA empleando
un protocolo que permite eliminar la aloimina humana, pero lamentablemente este no
funcioné para la BSA, de origen bovino. Tras este resultado se plantearon varias
posibilidades, como que la BSA podria estar contenida en el NeuroMACs a pesar de
que la casa comercial (Miltenyi Biotec) aseguré que su medio no presentaba la proteina

Finalmente se opt6 por analizar todos los medios de cultivo disponibles en el laboratorio
mediante electroforesis gel SDS-PAGE, para aclarar la procedencia de la BSA. Tras la
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prueba se observé como el inico medio de cultivo en el que no se encontraba proteina
BSA de partida es el DMEM. Asi, en proximos experimentos se testara si los astrocitos
pueden sobrevivir en él, y luego se tratara de condicionar este medio, para en un futuro
realizar el andlisis por espectrometria de masas y poder determinar el secretoma de los
astrocitos. En caso de que los astrocitos no logren sobrevivir en el medio DMEM, la
alternativa planteada es la eliminacion de la BSA del medio minimo NeuroMACS
mediante kits comerciales o empleando otros protocolos especificos para la albumina
bovina.

6. CONCLUSIONES

1. El analisis de marcadores caracteristicos de astrocitos, a través de diversas
técnicas como la inmunocitoquimica, el WB y la RT-gPCR, permite caracterizar
las poblaciones celulares del hipocampo, concretamente en este trabajo los
astrocitos y las NSCs.

2. Elestudio de los cultivos primarios de astrocitos aislados del tejido in vivo es mas
adecuado que el estudio in vitro puesto que, a través de las distintas técnicas
empleadas, se ha comprobado que los astrocitos de los cultivos primarios estan
mas maduros y diferenciados, y liberan mas proteinas (secretoma), mientras que
los obtenidos por diferenciacion in vitro no acaban de alcanzar su funcionalidad
normal, como indica por ejemplo la falta de expresién de THBS1.

3. Se ha conseguido encontrar un medio minimo en proteinas en el que los
astrocitos pueden crecer, y se ha podido concentrar este medio lo suficiente
como para poder hacer su andlisis mediante espectrometria de masas, aunque
por el momento no ha sido posible el estudio del secretoma debido a la
contaminacién con BSA.
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8. ANEXOS

e GRADO DE RELACION DEL TRABAJO CON LOS ODS DE LAAGENDA 2030

Para el afio 2030 se han propuesto 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), los
cuales pretenden alcanzarse puesto que estan disefiados e interconectados para
conseguir un futuro mas sostenible. Este proyecto presenta un grado de relacion alto, y
contribuye por lo tanto a los siguientes ODS: Salud y bienestar (ODS3), puesto que con
este trabajo se pretende optimizar la metodologia para la identificacion del secretoma
de los astrocitos cerebrales, y ya que la liberacion de estas sefiales extracelulares
contribuye a diversos procesos fisioldgicos, y muestra diferencias entre pacientes sanos
y enfermos (enfermedades del neurodesarrollo) o entre pacientes jévenes y adultos,
ayuda en aumentar el conocimiento y por ende a promover el bienestar de las personas.
También se relaciona con la Educacion de calidad (ODS4), puesto que en el laboratorio
se consigue una educacién inclusiva y en igualdad de oportunidades para todos. El
proyecto esta relacionado también con la Igualdad de género (ODS5), ya que el grupo
se encuentra bajo la direccién de una mujer, y este esta formado, a su vez, por diversas
mujeres, en igualdad de condiciones con los hombres, los cuales han conseguido un
sitio por sus capacidades y no por su género. Por ultimo, también presenta un grado de
relacién alto con el Trabajo docente y Crecimiento econémico (ODS8), por formar a
profesionales para la investigacion y para la educaciéon. Por lo tanto, este Trabajo de
Final de Grado se relaciona con los distintos ODS tal como puede observarse en la tabla
siguiente:

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educacién de calidad. X

ODS 5. Igualdad de género. X

ODS 6. Agua limpiay saneamiento. X
OoDSs 7. Energia asequible y no contaminante. X
oDs 8. Trabe}jo decentey crecimiento X

econdmico.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccidon y consumo responsables. X
ODS 13. Accién por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X
ODS 17. Alianzas paralograr objetivos. X
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