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RESUMEN

La expansion de las células pluripotentes (ESC e iPS) en condiciones que mantengan sus propiedades de autorenovacion y
pluripotencia es necesario en un programa de terapia celular. Previamente en nuestro laboratorio hemos observado que bajas
concentraciones de Oxido nitrico (NO) soportan la expansion de estos tipos celulares (Tejedo JR et al; 2010). Los
mecanismos comprometidos en esta respuesta no son conocidos. En este trabajo presentamos evidencias de que cuando
estas células crecen en condiciones de normoxia, el NO activa una respuesta similar a la hipoxia, consiguiendo asi el
mantenimiento de la pluripotencia y la autorrenovacion (Catherine E Forristal et al ; 2010).

Para comprobar que el NO activa la repuesta celular a hipoxia se ha estudiado la estabilidad y localizacion celular de la
proteina HIFs (factor inductor de hipoxia) mediante western blotting e inmunocitoquimica en las condiciones experimentales
de hipoxia, normoxia y normoxia en presencia de bajas concentraciones de NO. También se ha llevado a cabo el estudio de
la estabilidad de la proteina von Hippel-Lindau tumor supresor (VHL) encargada de la degradaciéon de HIF. Por otro lado,
dado la estrecha relacion existente entre hipoxia y metabolismo celular ( Jin Zhang et al; 2012), hemos analizado la expresion
de genes dianas de HIF mediante RT-PCR implicados en la via glucolitica como son la hexoquinasa-2 (HK-2), lactato
deshidrogensa (LDH) y piruvato deshidrogenasa kinasal (PDK1), ademas del estudio de otros genes diana como, Nanog
involucrado en el mantenimiento de la pluripotencia y VEGF cuya funcion estéa relacionada con la angiogénesis.

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que las células mantenidas en cultivo bajo condiciones de normoxia con
bajas concentraciones de DETA-NO (2 y 10 uM) adicionadas al medio para que liberen NO consiguen estabilizar la proteina
HIF-1 alpha vy tras el analisis de los genes diana de HIF-1 alpha implicados en la via glucolitca como HK-2, LDH y PDK1 se
ha podido comprobar que estos se encuentran sobreexpresados tanto en condiciones de hipoxia como en las condiciones de
normoxia mas DETA-NO.

Tras estos estudios iniciales se puede concluir que bajas concentraciones de NO en condiciones de normoxia consiguen
activar una respuesta celular bioldgica similar a la que ocurre en hipoxia, que se demuestra al observar niveles estables de la
proteina que regula esa adaptacion celular (HIF) y la sobreexpresion de sus genes diana.
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