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1. Resumen

La investigacion en el campo de la biologia de las células troncales se ha visto enriquecida
tantos en los aspectos funcionales, como mecanisticos y terapéuticos por la interesante y
amplia oferta desarrollada de tecnologias en biologia celular, bioquimica y los avances en las
“Omicas” durante la tltima década. El conocimiento y caracterizacion de los componentes del
nicho de las células troncales, es un punto clave de este trabajo. El cual es una entidad espacial
y temporal altamente dindmica y compleja que integra mdltiples sefiales de diferente
naturaleza quimica, que son generadas por distintas fuentes celulares que en Gltima instancia
van a regular el comportamiento de la célula troncal, ya bien sea para que se mantenga en un
estado quiescente, bien alcance un estado proliferativo o bien, ser comprometida a diferenciar
con la finalidad de repoblar la progenie ante eventos de dafio o de recambio tisular. Sefiales
extracelulares como factores de crecimiento, moléculas pequefias libres o ancladas a la matriz
extracelular y las caracteristicas topologicas del sustrato, son agentes que estan presentes en
el nicho e inclusive en un sistema de cultivo que en conjunto comprometen a las células a un
fenotipo celular especificado o a su estado indiferenciado. En los sistemas in vitro, se pueden
caracterizar por separado cada uno de esos elementos, una herramienta es el uso de los medios
condicionados, que poseen un conjunto de moléculas secretadas al entorno extracelular y que
puede cumplir justamente la parte de las sefiales abidticas que participan en regular el entorno
del nicho de la célula troncal. En el presente trabajo, el principal objetivo fue evaluar el
potencial de medios condicionados de origen neuroglial como agentes inductores del
compromiso neural sobre queratinocitos. Se identifico que el medio condicionado de SH-
SY5HY impulsé a los queratinocitos hacia la generacion de agregados tridimensionales
semejantes a neuroesferas tras 50 horas de incubacién. Tanto el medio condicionado de
DAQOY y SH-SY5Y estan induciendo la ganancia de marcadores de precursores neurales
multipotentes, como Sox2 y de nestina. Por otro lado, en las células no adherentes, se indujo
la expresion de nestina y vimentina. En conclusion, los medios condicionados de SH-SY5Y 'y
DAOY estan induciendo la expresion de proteinas asociadas a los precursores neurales
multipotentes indiferenciados. Estos resultados abren la posibilidad de usar células del propio
paciente, para generar alternativas terapéuticas para desordenes cronico-degenerativos, como

las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington.



2. INTRODUCCION

2. Desarrollo embrionario del SNC

2.2 Induccién neural.

El sistema nervioso central (SNC) de los humanos comienza en torno a los 18 dias después de
la fecundacién. Se origina de un engrosamiento del ectodermo dorsal que posteriormente
genera una estructura tubular que se alarga formando el neuroeje, la que experimenta
curvaturas y pliegues. El encéfalo, la region més rostral del tubo neural adquiere su forma
final por engrosamientos y vesiculaciones. Durante la gastrulacion, se forman las tres capas
germinativas (endodermo, mesodermo y ectodermo) adquiriendo el embrién una forma de
disco trilaminar lo que se acompafia de un evento denominado induccién neural, que origina
al neuroepitelio, y con ello, al SNC. Cada capa germinativa se diferencia a distintos linajes

celulares que dan lugar a los 6rganos y estructuras del embrion.

Una vez que el 6vulo es fecundado, da lugar a una masa de células denominada morula y ésta
a la blastula. La masa celular interna (MCI) de la blastula tardia pasa a adquirir la forma de
un cuerpo trilaminar que forma parte de la gastrula. EI SNC se origina desde una capa
germinativa, el ectodermo, donde la region dorsal se engrosa y forma un engrosamiento, la
placa neural, localizada en la region ectodermodorsal iniciando asi la etapa de neurulacion, la
cual concluye hasta la cuarta semana. El embrion en desarrollo, en esta fase se denomina
nedrula. A los 21 dias, la placa neural sufre una depresion y forma el surco neural, sus bordes

laterales se engrosan dando lugar a las crestas neurales.

La depresion del surco neural se acentla y el canal neural empieza a adquirir su formay a la
par los pliegues neurales se encuentran en la linea central y dorsal, lo que favorece su fusion
para dar lugar al tubo neural. El tubo neural es la estructura anatomica que da lugar al encéfalo
y la médula espinal en una direccidn rostrocaudal (R-C) del neuroeje. La notocorda regula el
proceso de desarrollo del neuroeje, y de manera activa durante el proceso tardio de la
gastrulacion. A su alrededor se forma la columna vertebral, y a medida que el SNC se genera,
la notocorda se degenera persistiendo Unicamente como un remanente que pasara a formar

parte del ntcleo pulposo de los discos intervertebrales®.



A los 28 dias de gestacion, el tubo neural se cierra del extremo rostral para formar tres
cavidades interconectadas, las cuales se convertiran en los ventriculos, mientras que los tejidos
a su alrededor formaran las tres partes principales del encéfalo: el prosencéfalo, el
mesencéfalo y el rombencéfalo. Estando el prosencéfalo en la region mas rostral, el
mesencéfalo en la medial y el rombencéfalo, en la region més caudal. Los ventriculos laterales
y el tercer ventriculo se desarrollan a partir de la camara interna del prosencéfalo. La region
neuroepitelial que rodea al tercer ventriculo formara al diencéfalo. EI mesencéfalo adquiere
su forma final y se estrecha ain més la cdmara en su interior dando lugar al acueducto cerebral,

a la par, el rombencéfalo subdivide en metencéfalo y en mielencéfalo?.

2.3 Regionalizacion y determinacion.

El SNC en los vertebrados estd subdivido en diferentes regiones a lo largo del eje
anteroposterior (eje A-P) y en el desarrollo embrionario es clave un balance finamente
ajustado entre las sefiales de proliferacion y aquellas asociadas a eventos de diferenciacion.
Diferentes moléculas tienen papeles preponderantes especificos en funcién de su
concentracion focalizada y al receptor al que se ligan. Durante el desarrollo embrionario, los
eventos de decision de destino celular estan asociados a sefiales de largo alcance que actuan
sobre precursores. Los morfogenos son moléculas sefializadoras extracelulares, secretadas por
organizadores secundarios (por ejemplo, notocorda), que participan en controlar los diversos
destinos celulares en funcion de su concentracion local. Al difundirse, especifican diversos
territorios neurales estableciendo la identidad posicional para cada region. EI mesodermo
dorsal y posteriormente la notocorda participan activamente en establecer patrones de
diferenciacion a lo largo del neuroeje y del eje dorsoventral (D-V) mediante la secrecion de
moléculas extracelulares sefializadoras, llamadas morfégenos, estableciendo patrones de
diferenciacion a lo largo del eje A-P y a través del eje D-V lo que establece ejes de
coordenadas en ambas orientaciones, lo que confiere informacion espacial a cada precursor
celular del neuroepitelio, lo que permite otorgar una identidad posicional dentro del tubo
neural dependiendo de sus coordenadas a lo largo del eje rostro-caudal (R-C) y D-V, este
proceso especifica progenitores de la placa neural hacia una identidad ventral o dorsal. Los

morfogenos definen patrones de expresion de factores de transcripcion (FT), los cuales



establecen dominios de células precursoras que se diferenciaran a determinados subtipos
celulares tanto en la espina dorsal como en el encéfalo. Cada eje (D-V y A-P), tiene un
organizador en cada extremo, donde se liberan desde la etapa embrionaria, de forma selectiva
los cinco principales morfogenos (Wnt, BMP, Shh, &cido retinoico y FGF) desde la etapa
embrionaria que participan en la generacion de identidad celular (Figura. 1). Es importante
destacar que las sefiales derivadas de la notocorda inducen la formacién de estructuras como

la placa del piso y las motoneuronas y a la par, reprimen o previenen la expresion de
marcadores dorsales®.

Shh Ventral

Figura 1. Difusion diferencial de los principales morfégenos que participan en la regionalizacién. Los
progenitores del neuroepitelio alrededor del canal central, de forma progresiva van a migrar y diferenciar a
los diferentes fenotipos en funcion de la concentracién de los morfégenos que sefialicen. La placa del piso
(FP, del inglés Floor plate), secreta a Shh, mientras que la placa del techo (RP, del inglés, Roof plate) libera
a BMPs y Wnt. EI AR emana desde las somitas adyacentes. Tomado y modificado de Ulloa y Marti.

2.4 Establecimiento del eje dorsoventral (D-V)

En la comprension del proceso de regionalizacion del tubo neural, se ha desarrollado un
modelo que permite integrar la evidencia de los eventos moleculares que se presentan en su
ventralizacion y dorsalizacion. EI modelo prosomerico, describe la division del cerebro en una

configuracién cuasi cartesiana que define patrones moleculares longitudinales (columnas) y



transversales (segmentos), denominados prosdmeros, que se intercalan para esbozar y definir
campos de desarrollo en el cerebro anterior. El proceso de regionalizacion es gradual y

continuo y comienza tan pronto como inicia la induccién del neuroectodermo®®.

Ventralizacion: Sonic hedgehod (Shh) es un morfégeno miembro de la familia de Hedgehod
(Hh), secretado por la notocorda, estructura localizada ventralmente al tubo neural, desde la
cual se detona el inicio de la neurogénesis al establecer la induccion de la placa neural que
posteriormente invaginara para formar el surco neural. La placa del piso en el surco neural
también secreta Shh que delimita bloques o dominios a lo largo del eje DV del tubo neural, lo
que conduce a generar patrones especificos de subtipos de neuronas, como motoneuronas e
interneuronas. Al cerrarse el tubo neural se establecen cinco dominios de células progenitoras,
la placa del piso (p3), pMN, p2, pl y p0. Cada dominio de progenitores participara en el
desarrollo de un subtipo especifico de interneuronas post mitoticas (V0s a V3) y motoneuronas
(MN)®. La sefializacion de Shh involucra dos proteinas transmembranales, Patched (Ptc) y
Smoothened (Smo) que culmina en la regulacion de la actividad de Factores Transcripcionales
(FTs) que contienen dedos de zinc, miembros de la familia Gli, que activan o reprimen la

actividad de sus genes diana en presencia o ausencia de Shh (Figura. 2).

Smo

Sufu
Gli |
Kif7 ‘

v

% Gli1/2/3

pté s‘

Figura 2. Via candnica de Shh. En ausencia de Shh, Ptc se encarga de inhibir a Smo. Cuando Shh
esta presente, Shh se une a Ptc y evita que Smo sea bloqueado, entonces Smo se internaliza y se
acumula. Esto activa a Gli y permite que se transloque junto a Gli2 y Gli3 al interior del nicleo y se
dirija hacia sus genes diana.




Existen tres proteinas Gli (Glil-3), que participan en el proceso de ventralizacion en los
vertebrados. Glil es U(nicamente un activador, mientras Gli2 y GIli3 exhiben un
comportamiento tanto activador como represor en funcion del estado proteolitico de la
proteina. En presencia de Shh, se induce la expresion de Glil, se evita la degradacion total y
parcial de Gli2 y Gli3, respectivamente, se translocan al nicleo e inducen la expresion de sus
genes diana®®. La activacion de la familia Gli en la especificacion de los progenitores neurales,
establece un gradiente en el sentido ventral a dorsal de Glil, mientras que Gli3 establece un
gradiente represor en el sentido inverso, dorsal a ventral. Por otra parte, Gli2 es expresado a

lo largo del eje D-V*° (Figura. 3).

Disminuye Wnt Incrementa Wnt

Incrementa Shh Disminuye Shh

T Identidades ventrales Tldentidades dorsales
Dorsal

GliAct

Ventral

Figura 3. Binomio en la eleccion de destino durante la regionalizacion mediante Wnt. Las
interacciones antagonistas entre Wnt y Shh encamina a los precursores del neuroepitelio a diferentes
identidades. La presencia de Shh, promueve la identidad ventral en los progenitores del neuroepitelio y
el incremento de Whnt, favorece el destino dorsal. Cuando no hay presencia de Shh, Gli3 se hidroliza de
su extremo carboxi terminal y se genera Gli3R, el cual reprime vias diana de Shh. La presencia de Shh

estabiliza las isoformas de Gli y lo activan, GliAct. Tomado y modificado de Ulloa y Marti34,



El proceso ventralizante mediado por Shh mediante proteinas Gli, se ha propuesto que se
desarrolla en tres etapas:

I Se establece un gradiente de Shh que regula un conjunto de FT con
homedominios (HD) o hélice- bucle- hélice basica (bHLH, del inglés de basic
helix loop helix) de acuerdo con si son inhibidos (clase 1) o inducidos (clase
I1) por Shh.

ii. Las interacciones generadas entre los FT con HD vy los bHLH,
especificamente Pax7, Irx3 Dbx1, Dbx2, Pax6 (clase ), Nkx6.1 Nkx2.2 (clase
I1) determinan a los cinco dominios de progenitores (p0-p3 y pMN) en
diferentes posiciones dorsoventrales.

iii. Las interacciones combinadas entre FT Nkx2.2, Nkx6.1 e Irx3 especifica la

identidad de las neuronas generadas en la tercera parte del tubo ventral!.

Bajo este esquema de expresion combinatoria, el limite ventral pO-dorsal es establecido por
Pax72, el limite p0-p1 lo define la expresion de Dbx1, el limite ventral p1-p2 se establece por
Dbx2™3, el limite entre p2-pMN es definido por Irx3 y la expresion de Pax6 define el limite
PMN-p3. Ademas, proteinas de clase Il, Nkx6.1 y Nkx2.2 auxilian en el establecimiento de

los limites p1/p2 y pMN-p3, respectivamente'?.

La via de sefializacién Shh/Gli es determinante en el proceso de ventralizacion, mientras que
la via de sefializacion de Wnt/B-catenina, se expandieron los subtipos de progenitores dorsales
durante la induccion neural. Experimentos en donde se realiza la activacion ectdpica de la via
Whnt/B-catenina, resulta en la expansion de subtipos celulares asociados a genes de identidad
dorsal como Pax6 y Pax7, ademas de la inhibicion concomitante de genes ventrales como
Olig2 y Nkx2.2%3,

En la ventralizacion del neuroepitelio, también se ven involucradas moléculas de adhesion
celular como elementos mediadores en la amplificacion de la sefializacion iniciada por Shh.
La cadherina 7, es perteneciente a la familia clasica de las cadherinas. Se expresa en la frontera
distal del gradiente de Shh, especificamente a partir de la region intermedia del tubo neural,

El papel que se propone a cadherina 7, es principalmente de amplificador de la sefializacién
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de Shhy delimitar las regiones ventrales de la médula espinal dorsal, ademas de ser requerida
para restringir la expresion de genes dorsales (Pax7). Cadherina 7 actiia como un correceptor
de Shh y promueve la agregacion de Shh sobre la superficie celular, lo que facilita el
acoplamiento de Gli3 al supresor de fusion. Esto resulta en la prevencion de la degradacion
de Gli3 y la formacion del estado represor Gli3R (Figura. 4). Especificamente, el complejo
Cadherina 7/Shh amplifica la via de Shh al evitar que GIli3FL (activador transcripcional de
longitud completa) se fosforile parcialmente. En cambio, Gli3FL se acompleja con el supresor
de fusion, esto resulta en limitar el movimiento intracelular de Gli3 y activar de forma més

eficiente la sefializacion dependiente de Gli**,

Cadherina 7

Figura 4. Modelo del secuestro de Gli3 mediado por cadherina 7. En la presencia de Shh, cadherina 7
cumple el papel de capturar a Gli3 en su forma sin hidrolizar (Gli3FL) para evitar que sufra degradacién

proteolitica de su extremo carboxi terminal, se fosforile y se convierta en la forma represora de la actividad.

Los agentes solubles pertenecientes a la familia de las proteinas morfogenéticas de hueso
(BMPs, del inglés Bones Morphogenetics Proteins) participan en la induccién del mesodermo
y en la ventralizacion de los vertebrados. Los primeros estudios concernientes a esta region
del neuroepitelio realizados en pez cebra y en Xenopus laevi, demostraban que la
sobreexpresion de BMP2 y BMP4 impulsaba el destino dorsal e inhibian la induccion de los
subtipos ventrales'®. Sin embargo, hay evidencia experimental que reporta que la

microinyeccién de ARNm de BMP4 en los blastomeros dorsales durante la gastrulacién
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induce la expresion de genes ventralizantes como xwnt8 y xhox3 causando la ventralizacion
de tejidos dorsales como la notocorda. Los experimentos de microinyeccion de ARNm de
BMP2'%, BMP7'" y de componentes de la sefializacion de BMP, tales como Smad1%®,

demuestran tener un efecto similar a BMP4 en la ventralizacién del mesodermo.

Las mutaciones puntuales en el gen bmp también tienen severos efectos en la organizacion
dorsoventral durante la gastrulacion. La mutacion swirl en el gen bmp2 en embriones de pez
cebra, regula a la baja la expresion de bmp4 que da lugar a embriones con defectos en la

organizacion posterior y ventral®®.

Dorsalizacion: Los experimentos de injertos (mesodermo dorsal) desarrollados por Spemann
y Mangold demostraron que el organizador en Xenopus es una estructura que secreta al
entorno en desarrollo sefiales morfogenéticas dorsalizantes?®. Desde la notocorda se presenta
la secrecion activa de moléculas antagonizantes de la actividad de miembros de la familia del
factor de crecimiento transformante (TGF-f del inglés Transforming Growth factor-f3) como
BMP4 y BMP7 y miembros de la familia de Wnt (del inglés Wintless, sin alas, una mutacion
descubierta en moscas), que en conjunto son reguladores clave en el establecimiento del
patrén D-V. La secrecion y difusion se presenta desde la placa del techo y desde estructuras
aledafias a la placa neural que especifican los territorios alares del embrion?t. Esto es
confirmado por los experimentos de inhibicién de BMP4, que resultan en la ventralizacion de

la region dorsal del tubo neural %°.

Las sefales dorsalizantes incluyen proteinas de union que antagonizan la actividad de BMPs,
entre ellas, cordina, noggin y folistatina. Estas son sefiales de induccion neural que tienen un
papel redundante, pues los ratones mutantes homocigotos para cada una de estas sefiales no
muestran defectos en el patron D-V durante la gastrulacion a pesar de que los ratones mutantes
para folistatina fallecen en las primeras horas de nacidos.?>?2, Los primeros experimentos de
Smith y Harland en embriones de Xenopus demuestran el papel de noggin como un factor
soluble secretado desde la notocorda capaz de inducir el desarrollo normal dorsal en
embriones?®. En otros experimentos, la adicion de noggin en cultivos de blastocistos de
Xenopus, induce la sintesis de transcritos de la molécula de adhesion celular neural, una

molécula de adhesion celular expresada en todo el SN, B-I11-tubulina, marcador expresado
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preferencialmente en el cerebro anterior y en la espina dorsal, XIF3, una proteina filamentosa
intermedia y la actina muscular®*. Esta evidencia establece el papel de noggin como una

molécula sefializadora que actua induciendo directamente tejido neural.

Cordina es una proteina extracelular secretada por el mesodermo axial y estructuras anexas.
Su expresion esta regulada por los productos génicos que codifican los genes gsc (gosecoide)
y Xnot2, los cuales contienen homedominios. Con los experimentos de microinyeccién de
ARNmM de gsc y Xnot2 en blastdmeros de Xenopus, se concluye que el transcrito de cordina,
pero no noggin, es activado a través de los homedominios de gsc y Xnot2, participando en una
red de FTs que regula la dorsalizacion. Ademas, cordina es necesaria para delimitar la region
dorsal de la ventral. Si bien cordina por si sola no es capaz de inducir la diferenciacion del
mesodermo, su expresion es un elemento que favorece la induccion de la notocorda en

blastocistos tratados con bFGF.

La folistatina es una proteina cuya expresion se localiza en el blastoporo en embriones de
Xenopus, donde se sugeria que podia tener un papel dorsalizante al inicio de la gastrulacion.
Los experimentos de inyeccion del ARNm que codifica a folistatina demostré que es capaz
de dorsalizar los blastocistos de Xenopus en estadio de ocho blastomeros?. Es importante
destacar el papel del LiCl en los experimentos de biologia del desarrollo como un agente que
activa la via canonica de Wnt, que resulta en la dorsalizacion de los embriones antes de la
gastrulacion. Ademas, al hibridar sondas de folistatina en embriones en desarrollo tratados
con LiCl, se muestra su expresion en el blastoporo. Y bajo el mismo esquema experimental,
agregando una sonda anti sentido de ARN dirigida contra folistatina, se muestra que la
induccidén neural detonada por LiCl, es capaz de restablecer el eje D-V. La deteccion génica
por medio de hibridacion fluorescente in situ (FISH, del inglés Fluorescence In Situ
Hybridization) demuestra la tanto la expresién de gsc como de Xnot2 cuando se microinyecta
ARNM de folistatina. La capacidad de induccion de tejido neural por folistatina se demostré
mediante la transfeccién de una construccion de folistatina regulada por el promotor de
citomegalovirus (CMV) en la linea celular P19, lo que result6 en la expresién de marcadores
neurales como el neurofilamento de peso molecular intermedio (NF-M, del inglés
neurofilament medium), Molécula de Adhesion de Células Neurales (NCAM ,del inglés

Neural cell adhesion molecule) y la proteina acidica fibrilar glial (GFAP del inglés Glial
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fibrillary acidic protein). El papel dorsalizante de la folistatina también se ve reflejado en su
actividad antagénica de BMP4. Los experimentos de sobreexpresion por microinyeccion de
ARNm de folistatina en embriones completamente ventralizados mediante la expresion
ectopica de BMP4, dieron como resultado la dorsalizacion de los mismos, sugiriendo un papel
antagonizante hacia BMP42728,

La dorsalizacion es un proceso que ocurre a lo largo del eje A-P y como se describio arriba,
estd segmentado en columnas, por tanto, se requiere una molécula que juegue un papel en
restringir la frontera dorsoventral. La proteina morfogenética antidorsalizante, (ADMP, del
inglés anti dorsalizing morphogenetic protein), con una estructura homéloga a BMP3, ejerce

una actividad supresora de la actividad génica pro-dorsal.

Los experimentos de microinyeccion en blastocistos de Xenopus, demuestran que el ARNm
de la proteina morfogenética antidorsalizante regula a la baja factores dorsalizantes como

noggin, goosecoide y folistatina como un mecanismo local para definir los limites dorsales?®.

En conjunto a los factores dorsalizantes previos, los gradientes de Wnt3 y Wnt3a participan
en laadquisicién de las identidades dorsales, donde se expresan preferencialmente en la region
dorsal del tubo neural. Se demostrd utilizando experimentos de Nothern blot en embriones de
raton de 10.5 dias post-coitum demuestran que Wnt3a esta enriquecida desde la porcion dorsal
de la médula espinal hasta las regiones diencefalica y telencefélica, esto sugirié que Wnt3a
podia tener un papel en esbozar la linea media dorsal a lo largo de todo el neuroeje en
embriones de ratdn en desarrollo®. Para estudiar el papel de Wnt, las células humanas de
teratocarcinoma (ATCC CRL-2073) son un buen modelo experimental al compartir muchas
propiedades con las células troncales embrionarias e identificar los genes diana que podrian
activarse durante el desarrollo embrionario. Es interesante destacar el efecto del medio
condicionado enriquecido con WNT3a (MCW3a) en las células humanas de teratocarcinoma
sobre su tasa de proliferacion en la que participan elementos como B-catenina, folistatina, el
gen homeotico de Msh tipo 2 y el inhibidor del ADN tipo 2 (ID-2, del inglés Inhibitor of DNA
binding type 2) y que fueron regulados al alza, de acuerdo con los experimentos tipo Nothern.
Los experimentos de expresion de genes reporteros, como la luciferasa, demostraron que los
genes homeoticos de Msh tipo 1y 2, ID2/3, folistatina y el complejo REST/NRSF tienen

promotores con elementos de respuesta a Whnt, conclusion que se ve reforzada cuando se
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indujo una mutacion en el promotor objetivo de Wnt del gen que codifica a Folistatina,

conllevando a que se abatiera su expresion.

Se identifico que el tratamiento con medio condicionado (MC) enriquecido con Wnt3a elevo
alrededor de 5-10 veces la expresion de B-catenina vs medio control en las células humanas
de teratocarcinoma indicando el efecto de Wnt3a enriquecido en el MC Wnt3a sobre la
activacion de B-catenina. En el mismo estudio, se detecté que el MC Wnt3a, indujo de la
expresion de MSX2, REST/NRSF y folistatina tras cuatro horas de incubacion, induciendo su
expresion hasta 15 veces. Ademas, la sinergia entre Wnt3a y BMP4 elevd la expresion de
genes blanco de BMP4, como MSX1/2 e ID2, genes asociados al desarrollo temprano del
mesodermo en el establecimiento del eje D-V hasta 25 veces en comparacién cuando BMP4
0 Wnt3a actuaban solos 3%, Los experimentos basados en el raton polidactilico (Xt)
demuestran que la forma represora de Gli3, carboxi-truncada, Gli3R, también es un
antagonista de la via de Shh que participa en el bloqueo del destino ventral sobre los

progenitores celulares y a nivel de la regulacion del desarrollo de los miembros®,

En conjunto con las sefiales ventrales, en especial Shh, se establece un codigo molecular en el
tubo neural a lo largo del eje DV. Esto especifica inicialmente cuatro zonas neuroepiteliales
que corresponden a la placa del techo, al piso de la placa, las placas alares y basales®*, que

posteriormente definiran dominios para las neuronas sensoriales y motoras®.

Patron anteroposterior: Tras la fecundacion del 6vulo, se completa la segunda division
meiotica, la cual libera al segundo cuerpo polar y cuya posicién dirige la orientacion del eje
A-P%_ El establecimiento del eje A-P permite el desarrollo de un grupo de células en la region
mas caudal del embrion, el denominado nodo primitivo, que se trata de un organizador
primario y que libera a cordina, goosecoide y el factor nuclear hepatico 3", La migracion de
las primeras células que atraviesan el nodo primitivo forma una region bien definida que va a
dirigir el desarrollo rostral, la placa precordal®. El establecimiento de la polaridad A-P vy el
respectivo eje permiten la definicion de estructuras tanto primarias como secundarias que
ejecutan una funcién secretora. Esto incluye moléculas como factor de crecimiento
fibroblastico (FGF, del inglés Fibroblastic growth factor), cerberus, lefty-1, nodal y acido
retinoico que inducen tejidos anteriores que formaran parte de la cabeza, asi como el cerebro

anterior y medio®>*°. Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados, la participacion de
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la sefializacion activada por FGF en el establecimiento del eje A-P, se ve reflejada por los
defectos en el desarrollo en los experimentos de pérdida y ganancia de funcion en Xenopus®*,
raton*? y pollo®. La adicion de bFGF y noggin en embriones de Xenopus, muestra tener un
efecto inductor de tejido neural anterior, determinado por la expresion de HoxB9. Los
experimentos de explantes tratados con bFGF y noggin al mismo tiempo, permiten ampliar
las regiones de las zonas rostral y caudal determinadas por la expresion de otx2 y HoxB9,
respectivamente. Sin embargo, el tratamiento solo de bFGF o noggin sobre el ectodermo
temprano, no induce la expresién de marcadores del cerebro anterior y medio como En-2 y
Krox20 sugiriendo una sinergia entre ambas moléculas en la definicion del eje A-P. Es
importante destacar el papel que tiene bFGF como un inductor neural de marcadores como
molécula de adhesion celular neural y neuropilina-1, una proteina que participa en guiar a los
axones durante el desarrollo embrionario®. La activacion de la via de sefializacion por FGF
no actda sola para establecer el patrén rostro-caudal, sino que, en combinacién con el

gradiente de écido retinoico, comparten la habilidad de regular la expresion del FT caudal*t.

Los genes Hox, son productos génicos clave en la delimitacion del eje A-P. Muchos loci Hox,
tienen elementos de repuesta a acido retinoico (RARE, del inglés Retinoic acid response
elements) que regulan la expresion y funcion de los genes Hox en el neuroectodermo. Cdx1
codifica para un FT con homeodominio que es regulado por AR. Los experimentos en ratones
mutantes nulos para RARE exhiben una expresion reducida de Cdx1l que se comparan
fenotipicamente a la progenie mutante nula de Cdx1 con defectos en la espina dorsal, por
tanto, Cdx1 también esta participando en especificar el tronco vertebral y la region caudal en
el eje A-P*. Es importante destacar que toda la red transcripcional encargada de dotar la
identidad posicional a los progenitores como entidades rostrales, segmentan el cerebro
anterior en las regiones antes mencionadas llamadas rombdmeros (r1-r8) que dara lugar a los
nervios motores craneales y a las somitas, desde las cuales derivaran al tronco vertebral y la

region caudal?®.

Cerberus es una proteina originalmente aislada de Xenopus, secretada desde el
endomesodermo anterior. Los experimentos de microinyeccion en embrion de Xenopus del
MRNA del gen gque codifica a Cerberus demostraron que podia inducir la formacidn ectopica

de una segunda cabeza lo que sugeria el papel que podia desarrollar en la region rostral tras el
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establecimiento del eje A-P*. mCer-1, es el homélogo murino de Cerberus, detectado en
embriones a comienzos de la gastrulacion en el mesodermo y endodermo en la region anterior
del embrion y expresado en la notocorda y en la placa precordal. Los experimentos de
explantes del mesodermo anterior, demostraron la capacidad de mCer-1 de ser un inductor
neural anterior y mantener la expresion de Otx2 en la placa neural anterior ademas de

participar en el establecimiento del eje A-P*,

3. Origen embrionario de las células troncales neurales.

Las células troncales embrionarias humanas se generan a partir de las células que componen
a la masa celular interna (MCI) o el embrioblasto. Las células de la masa celular interna van
perdiendo su pluripotencialidad a medida que se dividen y se comprometen volviéndose mas
diferenciadas. A lo largo de la vida postnatal es fundamental para la sobrevivencia del
organismo, el que las celulas conserven algun grado de indiferenciacion o potencial de
expansion para regenerar tejidos o estructuras celulares dafiadas. Las células que llevan a cabo
esta tarea se denominan células troncales multipotentes u organo-especificas. Las células
troncales 6rgano-especificas sufren divisiones asimétricas para dar lugar a una celula troncal
idéntica a la progenitora y otra que daréd origen a la progenie diferenciada, en conjunto la
participacion de estas poblaciones participa en los procesos para reemplazar a las células
dafiadas o en caso de lesiones agudas o crénicas*. El origen de las células troncales neurales
empieza poco después de generarse la masa celular interna al momento de dar origen al
ectodermo, de la cual se genera la placa neural, constituida por el neuroepitelio,
posteriormente se suceden una serie de eventos que permiten generar diferentes células
precursoras neurales, con propiedades de troncalidad, que poseen diferente potencial de
diferenciacion, pasando por estadios que comprenden precursores neuroepiteliales primitivos,
tempranos, tardios y el de glia radial, ésta Gltima participara en dar origen a la célula troncal
neural del adulto (CTNA) que es el precursor neural que se ubica en las regiones neurogénicas
del SNC™°.

3.1 Nicho en el contexto de las células troncales

Austin Smith®! definié nicho como un entorno selectivo para preservar las caracteristicas
funcionales de las células troncales estableciéndolo como “un microambiente celular que

proporciona el soporte y los estimulos necesarios para mantener la capacidad de
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autorrenovacion”. También se entiende por nicho, un microambiente especializado en el que
las células residen y que controla la autorrenovacion de la célula troncal y la diferenciacion
de los progenitores multipotentes de amplificacion transitoria®®. Bajo este esquema de
conceptos es donde el entorno de las CTs dara origen al linaje neural, por lo que se vuelve
fundamental, resaltando que las sefiales que recibe una célula son criticas para determinar su

destino®.

La investigacion reciente de los componentes que constituyen a los nichos de células troncales
en mamiferos pone de manifiesto que éstas entidades histolégicas son fundamentales para la
funcion de la célula troncal, ademas se identifica que son tan diversos como las diferentes
clases de CTs existentes y que la desregulacion de estos, son la causa de muchas patologias

asociadas a la regeneracion de tejidos, envejecimiento®>° y eventos de tumorogénesis®®.

El nicho que mejor se ha caracterizado es el de las CTNAs del modelo murino, que es un
entorno dindmico, donde diferentes subpoblaciones neurales juegan un papel definido para la
neurogénesis en el adulto. El nicho de la Zona Sub-Ventricular (ZSV) adulta, contiene células
ependimales multiciliadas que delimitan las paredes del ventriculo lateral. Cierta poblacion
de astrocitos, poseen las caracteristicas funcionales de células troncales, que tienen actividad
neurogénica, pues se dividen para dar origen a células progenitoras de amplificacion
transitoria, estas migran hacia el bulbo olfatorio, diferencidndose en su trayecto a
neuroblastos, sobre un trayecto denominado corriente migratoria rostral. Ademéas de
poblaciones neurales, el nicho esta enriquecido por poblaciones endoteliales, de las que hay
evidencia que controlan la proliferacion e inducen a las células troncales a diferenciar a
neuronas. Estas poblaciones precursoras neurogliales, estan en zonas concentradas alrededor
de los vasos sanguineos, facilitando la comunicacion y el intercambio de material entre estos

dos tipos celulares®’.

3.1.1 Funcién del nicho de las células troncales.

La tarea principal del nicho es de proveer un ambiente celular y acelular propicio a las CTs,
que permita la integracién de componentes de sefializacion locales y sistémicos que regulen
la proliferacion celular, la sobrevivencia, la diferenciacion y la localizacion para que éstas se

dividan en la progenie diferenciada y en células idénticas al precursor de origen
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(autorrenovacion) con el fin de mantener una reserva de células troncal en caso de un
requerimiento posterior. Esto fisiologicamente se traduce en la reparacion y mantenimiento

del tejido donde el nicho de la célula troncal reside®®.

La caracterizacién de nichos celulares tanto de vertebrados e invertebrados ha puesto de
manifiesto que estos comparten una serie de atributos funcionales que les permiten ejercer su

funcién:

a) Las sefiales que se integran en el nicho regulan la autorrenovacion, sobrevivencia y
mantenimiento de las células troncales®®.

b) EIl acomodo espacial entre las CTs y las células de soporte, como las estromales,
ademas pueden polarizar a las CTs dentro del nicho para promover divisiones celulares
asimétricas®6!,

c) Las distintas clases de moléculas de adhesion, las células estromales y la matriz
extracelular, anclan a las CTs dentro del nicho en cercania a las sefiales de

autorrenovacion y sobrevivencia®?,

3.1.2 Componentes del nicho de las células troncales.

El nicho estd compuesto por la célula troncal per sé, diversos factores solubles, moléculas
unidas a membrana, receptores de superficie celular, proteinas de la matriz extracelular
(MEC), células del estroma, que dan apoyo estructural a las CTs, tejido vascular que transporta
sefiales sistémicas, asi como algunas clases de CTs circulantes e informacion enddcrina al
microambiente de la célula troncal®®. Dentro de un nicho, las células troncales estan por lo
general, unidas a la lamina basal o al estroma. La lamina basal y los vasos sanguineos estan
estrechamente asociados a través de la MEC, cuyos componentes moleculares tienen varias
funciones dentro del nicho troncal, como anclaje de las células al sitio, secuestro y
presentacion de factores difusibles y/o unién a la MEC, asi como la participacion de las células
circundantes. La MEC y la lamina basal guardan una especial relacion con la
microvasculatura, que se perfila como un componente que puede tener un papel en la toma de
decision de destino celular a través de contacto célula-célula y/o por sefiales difusibles. La

lamina basal y los contactos célula-célula también pueden influir en el destino celular, al fijar
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un plano de orientacién en la division celular, asi como factores solubles que puedan estar

distribuidos simétrica o asimétricamente (Figura. 5)°"%,

Progenitores

Matriz extracelular
celulares

Vaso sanguineo - Células estromales
1 - & Factores
solubles
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Figura 5. Componentes celulares y acelulares del nicho troncal. Este entorno complejoy dindmico integra
sefiales de diferentes fuentes paracrinas, autocrinas y endécrinas que modulan el comportamiento de la célula
troncal a diferentes niveles. Los factores solubles y las interacciones con la matriz extracelular modulan de
forma profunda su respuesta a la autorrenovacién. Los nichos troncales se han visto que estan en cercania a
los vasos sanguineos. No es necesario que un nicho en particular esté conformado por cada uno de los
componentes mostrados, sino que pueden variar en funcién del contexto histolégico. Tomado y modificado

de Jones®’.

3.1.3 Factores solubles presentes en el nicho de células troncales.

Son esenciales para determinar la tasa de autorrenovacion, sobrevivencia y en el
mantenimiento de las funciones de las CTs. Pueden actuar localmente a una distancia de 1-2
diametros celulares o difundir a través del nicho para participar en la toma de decision del

destino celular a distancia.
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Las vias de sefializacion ejemplifican uno de los mecanismos por el cual los ligandos solubles
pueden estar presentes en el nicho troncal y regular la proliferacion de CTs. La transduccién
de la via de Wnt es particularmente importante en la sobrevivencia de CT embrionarias fetales
0 neonatales, pues en los modelos murinos, la delecion experimental de SOX17 en la linea
germinal, induce la expresién de Dickkopf-1, un antagonista de Wnt, que causa la muerte de
la CT hematopoyética embrionaria, pero no las que han adquirido un fenotipo adulto®. Esto
indica que la activacion de la via de sefializacion de Wnt por sus ligandos solubles es necesaria
para la sobrevivencia de la CT hematopoyética.

La presencia de factores de crecimiento (FC) como la somatomedina, o el factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1, del inglés Insulin -like growth factor type
1), son reconocidos como agentes solubles que impulsan la proliferacion de varios tipos
celulares y son secretados en diferentes tejidos®*. La adicion de IGF-1 o una forma
recombinante que contiene el dominio de union al receptor de IGF-1 (IGFR-1, del inglés
Insulin -like growth factor type 1 receptor) a cultivos de fibroblastos de piel humana, demostré
que tiene un potencial mayor en estimular la sintesis de acido 2’-dexosirribunocleico (ADN)
que la insulina, determinado en funcion de la cantidad de timidina H® incorporada®®. El efecto
sobre la mitosis dependiente de la presencia del IGF-1 también ha sido demostrada en blastos
mieloides al incrementar la tasa de proliferacion en un 92% contra el control en cultivos

celulares de explantes de médula dsea de pacientes de leucemia linfocitica aguda®.

El papel que juegan estructuras anatomicas como la médula dsea se ve reflejado por la
secrecion de diferentes factores a nivel sistémico. Se ha demostrado que la participacion de
moléculas secretadas por la médula 6sea tiene un efecto sobre la proliferacion de cultivos de
neuroblastoma humano. Los cultivos de SK-N-SH (ATCC HTB-11 de la cual se derivé la
linea celular de neuroblastoma, SH-SY5Y) demostraron que ante la presencia del Factor de
Célula Troncal o de bFGF, se consumia timidina H® en la misma proporcion con relacion al
control y esto se ve reflejado en la induccion de la sintesis de ADN durante la fase S del ciclo
celular. Sin embargo, la caracterizacion de la molécula N-CAM por citometria de flujo del
cultivo SK-N-SH, demostrd que el tratamiento del cultivo con IL-1B y TGF inducen la
expresion de N-CAM en un 5.1% y 9.5% con relacion al total de las células. Esto significa

que la médula dsea libera factores a nivel sistémico que son reconocidos por neuroblastos,
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donde juegan un papel en la diferenciacion de las células troncales neurales (CTN)®7 8, Las
sefiales extrinsecas que componen el nicho, aparte de las ya mencionadas, incluyen a bFGF®®,
neuroregulina-1, BMP4° y factor de crecimiento epidermal (EGF, del inglés Epidermal
Growth Factor)” forman parte de los factores solubles que median el destino de las CTNs.
bFGF juega un papel en la especificacion del destino de los progenitores comprometidos,
donde la ausencia de esta sefial favorece el destino glial. Los cultivos del nervio 6ptico del
cerebro de rata demostraron que la incubacion de los precursores neurales inmunopositivos a
nestina, vimentina y O4, tras un periodo de incubacion con bFGF de 36 h dieron lugar a una
progenie inmunopositiva a -111-tubulina, proteina asociada a microttbulo (Map2, del inglés
microtubule associated protein type 2) y proteina nuclear neuronal (NeuN, del inglés Neuronal
nuclear) a tasas de 9, 18, y 15%, respectivamente con relaciéon al namero total de nucleos
marcados con DAPI®®. Una caracteristica arriba mencionada de los nichos es la capacidad por
parte de la MEC, de secuestrar elementos solubles con la finalidad de modular la
concentracion de una sefial extracelular. bFGF, es un ejemplo de elemento soluble que
participa en la definicion de la identidad de las CTNs de forma dependiente de su
concentracion. En cultivos de precursores neurales corticales de origen murino se ha
observado que las bajas concentraciones de bFGF, mantienen un programa pro-neuronal,
mientras que el tratamiento con una elevada concentracion de bFGF (10 pg/mL), promueve
la proliferacion de las CTs y estimula a los precursores a generar células gliales (~10% GFAP,
04 vs total de nucleos marcados con DAPI) ademas de las neuronales (~90% B-111-tubulina
vs total de nGcleos marcados con DAPI)’2. En el contexto del nicho de las células troncales,
las moléculas solubles han demostrado ser importantes mitdgenos para mantener cultivos de
precursores multipotentes en un estado proliferativo y también de regular la proporcion de los

progenitores neurales comprometidos.

Ademas de los factores secretados, otra clase de entidades quimicas como los iones y las
moléculas pequefias pueden proveer sefiales a los nichos de células troncales. Las especies
reactivas de oxigeno, (EROs), en el contexto neural, tienen un efecto importante sobre la
sobrevivencia de las CTNSs. En los cultivos de la ZSV de raton, las neuronas post mitéticas
demostraron que el estrés oxidativo inducido por el &cido 3-nitropropionico, disminuian la
actividad mitocondrial e incrementaba el contenido de EROS. Sin embargo, ante el mismo

reto, las CTNs, regularon al alza la proteina desacopladora tipo 2 (UCP-2, del inglés
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Uncoupled type 2) y el glutation superoxidasa (GPx, del inglés Glutathione peroxidase),
ademaés del superdxido dismutasa, que en conjunto merman la reactividad de las EROs y
previenen del deterioro celular de las CTNs. La diseccion de la ZSV in vivo mostré que el
cerebro anterior murino, presenta una elevada expresion estacionaria de UCP2 y GPx, en
comparacion a otras células nerviosas de otras regiones del cerebro, que la apoyan en limitar
el estrés oxidativo generado por el enriquecido ambiente de oxigeno molecular presente en el
cerebro”. Estos resultados entran en armonia con la definicion del nicho troncal, al ser un
microambiente de residencia que le proporcionan un entorno de proteccién y mecanismos de

sobrevivencia a la CT.

3.1.4 Interacciones célula- célula e interacciones célula- MEC.

La union fisica entre la CT y las células estromales, que son células de soporte estructural que
delimitan la region que ocupara el nicho, es importante en regular el comportamiento de la
célula troncal y en mantener a las CTs dentro del nicho mediante el contacto con la MEC,
Ademas, es un lugar donde ocurren las uniones adherentes, las interacciones mecanicas y estan

presentes sefiales espaciales que en conjunto regularan el comportamiento de la célula troncal.

Las uniones adherentes son contactos intercelulares mediados por la unién homotipica o
heterotipica de proteinas transmembranales dependientes de Ca*?, llamadas cadherinas”.
Las diferentes moléculas de adhesion como las cadherinas y las integrinas son una
caracteristica hallada frecuentemente en la retencion de las CTs en los nichos que residen,
cuyos niveles de expresion pueden ser tan elevados que son empleados como un marcador de
nicho dentro de un tejido. Por ejemplo, la a6-integrina es una molécula de adhesion altamente
expresada por los queratinocitos basales dentro de la epidermis’®. Estos se acomplejan con las
cadenas B1/ B4 de la lamina basal que forma parte de la MEC. Es interesante que si bien los
ratones que carecen de a6-integrina se desarrollan hasta el alumbramiento, presentan una
enfermedad similar a la epidermdlisis bullosa en humanos, sugiriendo un papel en la
maduracion del sistema tegumentario’’. Dentro del nicho de la célula troncal epidermal
(CTEpi), la presencia de la Bl-integrina ejerce la funcion de orquestar correctamente la
proliferacion de las células troncales multipotentes que forman parte del foliculo capilar y la

epidermis interfolicular. En los experimentos de mutagénesis dirigida mediada por el sistema
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Cre-LoxP en ratones, los animales que carecen de Bl-integrina, la proliferacion de los
progenitores epidermales es severamente afectada, ademéas es acompafado de una expresion
reducida de la a6p4 integrina, esto resulta en una disminucion y malformacién de los

queratinocitos basales’.

Por tanto, la presencia de las moléculas de adhesion en las uniones célula-célula'y célula-MEC
son necesarias para el comportamiento y desarrollo correcto de las CTEpi y la integridad del

nicho.

En referencia al linaje neural, la participacion de las cadherinas en un contexto embrionario
se ve reflejado por la expresion de la N-cadherina y 6B-cadherina que retienen a las CTNs en
la region dorsal del tubo neural temprano. En el desarrollo posterior, éstas son reguladas a la
baja, mientras se eleva la expresion de cadherina-7, cuando las células de la cresta neural
migran desde el tubo neural”. Entre las entidades celulares que componen al nicho, la
proliferacion de los progenitores gliales esta regulada por la participacion del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés (Platelet-derived growth factor) y el
complejo a5pB3 integrina. Se demostrd in vitro, que la ausencia de estas moléculas de adhesion
reduce la proliferacion de los progenitores gliales, determinado por la incorporacion de
BrdU®. Si bien PDGF fue originalmente aislado de las plaquetas, también es secretado de
fibroblastos y células endoteliales. Esto indica que las sefiales generadas incluso desde fuentes
lejanas pueden viajan al nicho neural y son capaces de impulsar la proliferacion mediada por

el complejo a5B3 integrina de los progenitores comprometidos®?.

3.1.5 Influencia de las sefiales mecanicas en la eleccion de destino

Debido a las diferentes presiones por parte de los fluidos y fuerzas de tension provenientes de
las células vecinas y de la MEC a las que el nicho de la célula troncal estd expuesto, estas
sefiales mecanicas pueden impactar profundamente en la especificacion del linaje de la CT.
En un estudio in vitro del 2006, empleando células troncales mesenquimales, se demostré que
la elasticidad relativa del sustrato sobre el que crecen las células troncales mesenquimales es
capaz de especificar el linaje al que las células diferenciaran. Si el sustrato tiene una elasticidad

similar al tejido cerebral, las CTMs mostraron un perfil de ARNm enriquecido (5 veces) de
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nestina, B-111-tubulina, NF de peso ligero (NFL) y la molécula de adhesién celular neural
comparado con los pases tempranos del cultivo sobre la misma superficie. Sobre la superficie
mas rigida, que mimetiza al tejido 6seo, se favorecié un perfil de ARNm de hasta 4 veces
mayor de osteocalcinina, COL3AL, una clase de colageno tipo Il presente en el estroma de
la médula désea y el factor de unién nuclear a tipo 1 (CBFa-1, del inglés a-Core binding factor
type 1) ademéas de adquirir una morfologia similar a los osteoblastos (Figura. 6)%2. Estas
sefiales mecanicas se traducen a un contexto fisiolégico donde la elasticidad de la MEC que
compone al nicho puede presentar alteraciones inducidas por dafio, enfermedad o
envejecimiento y en conjunto tener un impacto profundo sobre el destino celular y en la

actividad regenerativa de las CTs®,

Célula troncal mesenquimal

Osteocalcinina
COL3A1
CBF-1

Nestina
Tub
NCAM

Sustrato viscoso Sustrato rigido

Figura 6. Efecto de la elasticidad del sustrato sobre la diferenciacion de las células troncales
mesenquimales. La rigidez del sustrato es capaz de direccionar el destino celular de la célula troncal
mesenquimal. Es interesante que el medio viscoso, que mimetiza al tejido cerebral, es capaz de inducir la

ganancia de marcadores del linaje neural, alin de una capa germinativa no ectodérmica.

3.1.6 Participacion de las sefiales topograficas en el comportamiento troncal

La orientacion precisa de la CT dentro del nicho puede tener un papel importante en mantener
la proporcidn de precursores celulares y el numero de células encaminadas a la diferenciacion.

La orientacion de los polos celulares con relacién a la MEC o a las células del estroma es un
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factor que esta implicado en la concentracion diferencial de factores que alcanzan ala CT y
que permiten establecer un determinado estado celular: autorrenovacion o diferenciacion. Este
atributo de los nichos celulares se ve reflejado en las células germinales de D. melanogaster.
Las células troncales germinales de los ovarios han revelado que, en funcion de la orientacion
del huso mitético de las células troncales germinales, establece su destino celular. Si éste se
orienta hacia las células de apoyo, la progenie permanece dentro del nicho, donde sigue
recibiendo sefales de autorrenovacion para mantener la identidad de CT, mientras que la otra
célula hija se ubica afuera del nicho, donde deja de recibir sefiales de autorrenovacion y
empieza a activar programas de diferenciacion especificos®®®*. Las divisiones celulares
asimetricas de los precursores celulares en relacion al nicho también se ve reflejada en las
células proliferativas de la membrana basal de la piel. En los experimentos de tincion de
embrion de raton, se demostro que cuando las células basales proliferativas se encaminan a la
estratificacion, el huso mitdtico se orienta perpendicularmente a la membrana basal para
dividirse asimétricamente generando una célula comprometida suprabasal que se diferenciara

y formara parte de la barrera estratificada y una segunda célula basal proliferativa®.

Por tanto, la division celular asimétrica, es un mecanismo que permite generar distintos tipos
celulares en funcion de la polarizacion de la célula progenitora y es clave en la regulacion de

la identidad de las CTs que forman parte de la reserva dentro del nicho.

3.1.7 El papel de las vesiculas extracelulares en el nicho neural

Hasta hace no mas de tres décadas se pensaba que las vesiculas liberadas por las células eran
fragmentos de membrana resultado del proceso apopto6tico. Ahora se tiene conocimiento que
el ambiente extracelular en condiciones in viva contiene vesiculas extracelulares (VES)
secretadas por las entidades celulares y que actualmente estan emergiendo como agentes
importantes de la comunicacion intercelular y modulares del microambiente®®. Se sabe que
los nichos neurales contienen un tipo de VEs denominadas exosomas del tamafio 30 a 120 nm
de diametro que encapsulan micro ARN (miRNAs, del inglés micro RNA) y proteinas. Se
demostro que, en el nicho neurogénico de la ZSV, las CTNs liberan exosomas que actian
como morfdgenos que regulan la morfologiay fisiologia de la glia hacia un fenotipo no estelar

CD11b/lbal positivo. Ademas de retroalimentar en modo negativo la proliferacion de las
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CTNs residentes®’. Los exosomas presentes en el nicho neurogénico modulan activamente el
fino balance entre la autorrenovacion, la diferenciacion y el estado quiescente de las células

progenitoras neurales, perfilandose como reguladores ndveles en la neurogénesis en adultos®®,

Los experimentos de captura y caracterizacion de vesiculas sefialan que los microambientes
neurogénicos contienen VEs funcionales Ilamados ectosomas que encapsulan ARN, proteinas
y factores solubles. A diferencia de los exosomas que se originan a partir de la exocitosis de
particulas de cuerpos multivesiculares, los ectosomas son generados a partir de la membrana
plasmética. Se caracterizan por un tamafio de 100-350 nm de diametro y de liberacién
inmediata tras su formacion®%. Estudios recientes han demostrado la presencia de VEs en
los nichos tumorales como importantes reguladores de la capacidad regenerativa de la
integridad del nicho conocidos como nicho-onco-regenerativo con una importante funcion en
mediar las vias de regeneracion y reparacion del tejido®. Recientemente se ha demostrado la
presencia y liberacion de VEs por CTNs en el nicho embrionario en modelo murino. La VE
encapsulaba la proteina CD63-GFP en cerebros indiferenciados. Al estar bajo el promotor de
Sox2, se examind su trayectoria cuyo destino final era ser incorporados hacia poblacién
astrocitica y a neuronas embrionarias implicando una comunicacion a corto alcance entre

diferentes elementos celulares que componen el nicho%.

En resumen, todas las sefiales provenientes de las diferentes fuentes celulares y sistémicas que
el nicho integra estan encaminadas a controlar la tasa de proliferacion de los precursores
neurales, determinar los fenotipos de diferenciacion terminal y principalmente de regular la

autorrenovacion y diferenciacion de las CTs.

4. Clases de precursores neurales.

Las células troncales multipotentes neuroepiteliales dan lugar a todas las células del SNC. A
medida que progresa el desarrollo neural del cerebro, la multipotencialidad de estas células se
vuelve cada vez mas restringida, con lo que paulatinamente se comprometen y generan células
neuronales y gliales. A continuacién, se describen los principales tipos de células precursoras
neurales (CPNs) por el que las células precursoras atraviesan para generar la progenie

diferenciada (Figura. 7).
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Autorenovacion

Astrocito
Glioblasto
Célula troncal de
amplificacion transitoria Oligodendrocito T

Célula troncal neural
Progenitor comprometido

Neurona

Neuroblasto

Diferenciacion

Figura 7. Esquema de las diversas clases de precursores neurales. Las células troncales se caracterizan
por un grado de autorrenovacion ademas de tener una capacidad de diferenciarse a un determinado linaje
celular. A medida que se diferencian, son menos plasticas y pierden la capacidad de generar una célula
idéntica a si misma. En la estirpe neural, existen dos tipos de progenitores comprometidos. El glioblasto

que da lugar a las células de la glia y el neuroblasto, que genera a los diferentes subtipos neuronales.

Célula troncal neural (CTN): es una poblacion celular precursora indiferenciada que tiene la
oportunidad de generar todas las estirpes neurales, tiene capacidad de autorrenovacion (que
se divide en células idénticas a si mismas) y de diferenciacion (que puede dar lugar a células
fenotipicamente diferentes de si mismas por division asimétrica). Es una poblacion de tipo

multipotente, que da lugar a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. Se pueden derivar de
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estadios celulares mas primitivos como de las células troncales embrionarias®. Durante la
etapa adulta, las células neurales se siguen reemplazando a través de un subtipo de CTN, las
CTNA. La localizacion neuroanatémica de las ltimas es muy restringida de acuerdo con la
literatura actual, esta poblacion se encuentra en la ZSV de los ventriculos laterales, en la
médula espinal y la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo del SNC®. Las
CTNs son inmunopositivas a integrina-alfa-6, integrina-beta-1, N-CAM1, PCAM, noggin, y
PAX6. Ademas, poseen biomarcadores asociados a proliferaciéon celular neural, tales como
Sox 2, nestina y Pax, que también se expresan en los estadios de determinacion del destino

neural®®.

Progenitor de amplificacion transitoria multipotente (PATm): son una poblacion de
precursores temprana en transicion entre las células troncales y las células diferenciadas, con
elevada tasa de proliferacion, baja capacidad de autorrenovacion y sobre las que recae la
funcion de la regeneracion tisular®. Al proliferar rapidamente permiten expandir la poblacion,
lo cual puede ser necesario de acuerdo con el grado de lesion o de recambio tisular requerido,
para que posteriormente se empiecen a diferenciar hacia poblacion de progenitoras
restringidas en base a su potencial de diferenciacion, neuroblastos y glioblastos. Son
inmunodefinidos como GFAP/DIx(+), nestina (+), SOX2 (+), Notchl (+)4%.

Progenitores comprometidos: Es una poblacion de precursores restringida que esta compuesta
por los neuroblastos y glioblastos, sin capacidad de autorrenovacion, pero ain con capacidad
proliferativa, particularmente los glioblastos, donde los primeros dan lugar a neuronas y los
segundos a células de la glia. La poblacién neuroblastica es inmunoreactiva a CD24, beta-111-
tubulina y DIx-2**%, Mientras que la poblacion glioblastica es inmunopositiva a nestina,
A2B5, 04, GFAP, y PSA-NCAM (PSA-NCAM, del inglés Polysialylated neural cell adhesion

molecule)®,

5. Neurogénesis

Como se establecio en el apartado de la regionalizacion del tejido neuroepitelial, una vez que
los morfogenos han establecido coordenadas de sefializacion sobre células precursoras y se
han establecido dominios, los precursores neurales responden ante un cédigo de factores de

transcripcion que regulan tanto su proliferacion y diferenciacion hacia fenotipos neuronales

29



particulares ®°. Las CTNs son multipotentes y su diferenciacion hacia progenie neuronal y
glial esta4 dada por una secuencia de activacion de genes proneurales y una serie de sefales
inductoras como inhibidoras tanto neurogénicas como gliogénicas, respectivamente. EI primer
fenotipo terminal que se diferencia es el neuronal. Las sefiales neurogénicas activan la
expresién de genes proneurales en los progenitores neurales comprometidos. La
eritropoyetina (EPO) regula al alza a Mashl en el SNC embrionario al promover la
diferenciacion de progenitores multipotentes hacia progenitores neuronales'®. MASH1 activa
diferentes genes proneurales. La acumulacion de proteinas proneurales con dominios bHLH
relacionados a la familia ATO (Ngn, Neuro D y Olig) en un subconjunto de células
progenitoras inducen la activacién de la via de diferenciacion neuronal, se inhibe la
diferenciacion glial y ocurre el arresto del ciclo celular 1°%. Los experimentos de trasplantes y
los experimentos in vitro destacan tres elementos importantes que participan en la

neurogénesis:
i. Factores solubles como factores de crecimiento.

ii. Moléculas de adhesion como PSA-NCAM vy la molécula de adhesion celular tipo L

(L-CAM, del inglés Cell adhesion molecule type L).

iii. Vasos sanguineos, que permiten un eficiente intercambio de nutrientes y sefiales

endocrinas.

Entre las moléculas solubles que participan en los eventos de proliferacion y neurogénesis,
los factores de crecimiento clasicamente se han visto como mitdgenos en cultivos celulares.
Al ser removidos del medio, las células se detienen entre las fases G1/S pasando a un estado
G0, El factor de crecimiento fibroblastico acido (aFGF) y el bFGF son potentes mitdgenos
sobre las CPNs!®, Sin embargo, también se ha demostrado que el EGF y el TGFa son
inductores en la diferenciacion tardia de neuronas y astrocitos a partir de células progenitoras
embrionarias, donde los fenotipos terminales son inmunorreactivos a tres neurotransmisores

caracteristicos del tejido estriado adulto: GABA, sustancia P y metionin-encefalinal®.

Un segundo componente que participa en los eventos de neurogénesis y que esta presente en
el nicho, como se describié arriba, son las moléculas de adhesion, donde una funcion que se

destaca son los eventos morfogenéticos acompafiados de una regulacién muy dindmica de las
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moléculas de adhesién involucradas. Por ejemplo, durante el desarrollo temprano del embrién
de pollo, el epiblasto expresa Unicamente L-CAM. En la fase de nedrula, mientras se esta
invaginando la placa neural, pierde L-CAM y gana la expresion de N-cadherina mientras el
ectodermo retiene la expresion de N-cadherina y adquiere la de L-CAM!®, La PSA-NCAM
es una molécula de adhesion celular neural asociada a un residuo de &cido polisiélico que es
expresada principalmente en tejido neural en desarrollo y es esencial para el desarrollo

neuronal%,

La asociacion entre el nicho vascular y los eventos neurogénicos refleja la diversidad de los
componentes celulares a los que el nicho troncal puede estar asociado para apoyar la
generacion de células neuronales. Los experimentos de retencion de marca e inmunotincion
de la ZSG de los cerebros de rata, han demostrado que las células en proliferacion (marcadas
con BrdU) se encuentran aglomeradas en una region densa compuesta por 37% de células
endoteliales. Las células que adquirieron la marca de BrdU, el 44% se encontraron en la ZSG
y 20% se hallaron dentro de la zona ventricular que fueron definidas como células
ependimales. Al rastrear los fenotipos celulares dentro la poblacion marcada con BrdU, se
reveld que el 70% de las células eran inmunoreactivas a nestina y un 37% de células nestina
(+) que coexpresaba el factor de von Willebrand y la fosfatasa alcalina. Dentro del 70% de
células nestina (+) tambien se detecto el marcador glial, antigeno neural tipo 2 (NG2, del
inglés Neural antigen type 2) en un 12% y GFAP, vimentina y S100-f que mostraron la
presencia de astrocitos en fase S. B-llI-tubulina y PSA-NCAM también fueron detectadas
dentro de las células en proliferacion. Se destaca que alrededor del 5% las células nestina (+)
coexpresaron vimentina, GFAP o B-11l-tubulina, lo que indica una progresion de un fenotipo
Unicamente nestina (+) hacia un destino glioblastico o neuroblastico. Estas células de linaje
neural se encuentran aglomeradas alrededor de pequefios capilares, donde la marca de BrdU
fue mas intensa. Estos resultados indican que la asociacién de los precursores neurales, la glia
y la microvasculatura es un requisito que permite la proliferacion de los progenitores neurales

y la diferenciacion hacia un fenotipo neuronal®1%-
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6. Gliogénesis

El desarrollo de oligodendrocitos y astrocitos es un proceso que ocurre después de la
neurogénesist®. Aunque en algunas regiones cerebrales ambos eventos se traslapan. Una
caracteristica de este proceso es que la gliogénesis continta aun cuando la neurogénesis ha
cesado!!?. La oligodendroglia es una poblacion celular que se desarrolla en la region ventral
del tubo neural en desarrollo. Los precursores oligodendrociticos (POs) se generan a partir de
otras células de la zona ventricular, donde migran lateral y dorsalmente mientras se dividen.
Las células post natales dejan de migrar y empiezan a madurar, acompafiadas de una ganancia
de marcadores, cambios morfol6gicos e inician el proceso de mielinizacién por los
oligodendrocitos!!?'®, Las células gliales también estdn presentes en regiones
extraventiculares con el potencial de generar nuevos oligodendrocitos'4. Los astrocitos son

generados desde regiones dorsales del neuroepitelio en el tubo neural'®,

El glioblasto, es un progenitor multipotente comprometido, derivado del neuroectodermo que
genera fenotipos gliales terminales!*®. Los glioblastos incluso se han aislado desde la 10°-18°
semana de gestacion de tejido embrionario humano y propagado en presencia de EGF e IGF-
1Y, Los astrocitos y los oligodendrocitos diferenciados emergen de diferentes tipos de
precursores con su propio potencial de diferenciacion y respuesta a factores de crecimiento®*®,
En los ultimos afios se han identificado al menos seis diferentes tipos de precursores gliales.
Entre ellos el que mejor se ha estudiado es la célula precursora de oligodendroglia y astrocitos
tipo 2 (O2A). Es una clase de célula progenitora que genera oligodendrocitos y astrocitos tipo
2. El nervio dptico de rata, uno de los principales modelos para estudiar la diferenciacion glial,
ha mostrado que la célula O2A se diferencia por default, hacia oligodendrocitos!'®. Mientras
que en cultivo empleando FC especificos, como CTNF y LIF son capaces de diferenciar
glioblastos hacia un tipo particular de astrocitos, los astrocitos tipo 2 o tipo 1 (especialmente
abundantes en la materia blanca), respectivamente. Los astrocitos tipo 2, a diferencia de los
astrocitos tipo 1, expresan A2B5 y carecen de Ran2, sin embargo, ambas poblaciones maduras
expresan GFAP, nestina y S100-B!%. Los experimentos de trasplante demostraron que los
precursores O2A cultivados con bFGF y PDGF se diferenciaron hacia oligodendrocitos
mielinizantes en ratones con dafio inducido en la médula espinal y no hacia poblacion

astrocitica. Esto representa a una poblacion precursora glial restringida que puede generar un

32



tipo especifico de fenotipo maduro®?!. Es importante destacar que dentro de las poblaciones
que participan en la gliogénesis a partir de precursores gliales, existen dos fenotipos de células
O2A, los perinatales que presentan una expresion de A2B5(+) /O4(+) y vimentina (+),
mientras que su contraparte adulta, son inmunoreactivos a A2B5/04 e inmunonegativos a
vimentina. Ademas, los primeros son bipolares y tiene un tiempo de duplicacion de 18 h,
mientras que los adultos son tipicamente unipolares y la poblacion tarda en duplicarse
aproximadamente 65 h'?2, Esta clase de precursores gliales también han sido aislados
directamente de tejido humano a partir de muestras de materia blanca. Se han detectado
precursores gliales inmunoreactivos a A2B5 que tienen la caracteristica de expandirse en
cultivo y subsecuentemente diferenciarse a oligodendrocitos funcionales con la capacidad de
remielinizar axones dafiados!?®. A comparacion de la diferenciacion in vitro, de los
precursores O2A de roedor, las células O2A humanas han demostrado que pueden generar
astrocitos A2B5 (+)'?%. La caracterizacion se ha realizado en células neuroepiteliales
tempranas de roedor (10.5E) y se ha identificado una poblacion precursora A2B5 (+) que se
diferencia de la poblacion O2A por su respuesta ante FC y potencial de diferenciacion. Estas
células se han denominado precursores gliales restringidos (PGRs) que inicialmente no
expresan PDGFRa y tienen el potencial de diferenciarse hacia astrocitos A2B5(+) /GFAP (+)
y astrocitos A2B5(-) /GFAP (+). Los experimentos a densidad clonal de las células
multipotentes A2B5(+) indican que se generan clonas constituidas por neuronas y astrocitos.
Cuando estos precursores neuroepiteliales se mantienen por pases tardios, son capaces de
generar tanto oligodendrocitos y astrocitos, pero pierden la diferenciacion hacia neuronas'?.
Estas poblaciones A2B5(+) con morfologia bipolar han sido detectadas en tejido fetal humano
(15-18 semanas de gestacion) mantenidas con suero fetal de cabra o en medio definido. Se
detectaron células con morfologia bipolar A2B5 (+). Ademés de células con morfologia
estelar que expresa O4 y una segunda poblacion arborizada reactiva a O1 que confirman su

identidad de oligodendroglial?®.

En conjunto, estos resultados indican que el desarrollo embrionario del SNC, requiere de
precursores tipo O2A y GPR multipotenciales para generar poblaciones diferenciadas

efectoras de la mielinizacion de las fibras nerviosas en desarrollo.
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Otra fuente de células maduras gliales son las oligoesferas. Son agregados celulares flotantes
in vitro inmunoreactivas a A2B5 seleccionados a partir de una subpoblacion de
oligodendrocitos y cultivados con medio condicionado de la linea neuronal B104 en una
condicion no adherente, resultando en una proporcion de 98% células GFAP (-) /GD3(+). Una
vez que son disgregadas entre si y se adhieren al sustrato, se inducen a diferenciar empleando
suero fetal de cabra al 2%, generando oligodendrocitos y astrocitos tipo 1127,

Si bien los precursores previamente descritos tienen la propiedad de generar principalmente
oligodendrocitos, también se ha aislado y detectado una poblacion de precursores
comprometidos con el potencial de diferenciarse a astrocitos. En ese aspecto, se ha purificado
y caracterizado una poblacion celular precursora de astrocitos (APC, del inglés Astrocytes
precursor cell) a partir del nervio dptico de rata. Las APCs se caracterizan por ser A2B5(+),
Pax2(+) y vimentina (+), mientras que la progenie diferenciada es GFAP (+) y S100p (+). Es
interesante destacar que las APC no sobreviven en medio con suero, pero pueden ser
rescatadas en presencia de bFGF y factor de crecimiento glial tipo 2 (GGF-2, del inglés Glial
growth factor type 2). La diferenciacion hacia células GFAP (+) tipo astrocitos, requiere la
presencia del factor neurotrofico ciliar (CNTF, del inglés Ciliary neurotrophic factor) o el
factor inhibidor de leucemias (LIF, del inglés Leukemia inhibitory factor). Ademas, el co-
cultivo de APCs con células embrionarias del nervio optico ha promovié su sobrevivencia y
proliferacion, sugiriendo el requisito de interacciones intercelulares y factores solubles en
controlar el comportamiento de las células multipotentes gliales y en el control de la

generacion de astrocitos'?®,

Como se describi6 arriba, existen dos tipos de astrocitos terminalmente maduros, los astrocitos
fibrilares y los protoplasmicos, donde los primeros se encuentran en toda la materia blanca
mostrando una morfologia de largas prolongaciones fibrilares y los segundos se hallan en la
materia gris formando nucleos densos inter-ramificados que se asemejan a una estructura
esferoide!?®. También se clasifican como astrocitos tipos 1y tipo 2. Los astrocitos tipo 1 son
morfoldgicamente parecidos a los fibroblastos y proliferan en un medio enriquecido con EGF
0 en extracto pituitario. Los astrocitos tipo 2, tienen una morfologia muy parecida a los

astrocitos, que se dividen infrecuentemente en cultivo®°.
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Las células de la glia radial que se desarrollan desde las células neuroepiteliales tempranas
comienzan a diferenciarse con el inicio de la neurogénesis al adquirir marcadores gliales,
como la expresion de vimentina, GFAP, transportadores de glutamato astrocitos especificos y
glutamina sintasa. Se ha demostrado que las células de la glia radial, fundamentales para los
eventos de migracion celular, generan neuronas y después células gliales como astrocitos y
progenitores de oligodendrocitos lo que conlleva a que las zonas neurogénicas presenten una

gran diversidad de fenotipos celulares 3.
6.1 Diferenciacion glial.

Los factores solubles como las citocinas, y los FT, son jugadores clave en la diferenciacién de
precursores troncales hacia progenitores comprometidos que den lugar a neuroblastos o
glioblastos. Mientras estd ocurriendo el evento de neurogénesis, se presenta un evento de
switch, donde Notch sefializa la diferenciacion hacia linaje glial sobre las CTNs regulando a
la baja e inhibiendo la expresion de genes proneurales lo que conlleva a que otras CTNSs entren
a la via de diferenciacion glial. Subsecuentemente, la gliogénesis es mantenida por sefiales
gliogénicas como FGF2, CNTF y BMPs. Tales sefiales inhiben la neurogénesis por diversos
mecanismos como activar inhibidores proneurales de la familia Hes, una familia de genes que
codifican FT tipo hélice-bucle-hélice, que conlleva a la degradacion de diversas proteinas
proneurales y represion a nivel transcripcional. También se han visto implicados FT como
NFIA, una familia de genes que regula el comienzo de la gliogénesis durante el desarrollo
embrionario de la espina dorsal y es esencial para mantener reprimidos los programas
geneticos neurogeénicos de la zona ventricular. Y también en promover la migracion y
diferenciacion de precursores de astrocitos en etapas mas tardias del desarrollo*2, El principal
mecanismo de activacion de los genes de la familia Hes, es mediante la sefializacion de la via
de Notch/Delta'®. Los experimentos de knock out, en modelo murino de Hes-1, mostraron
una desregulacién de la expresion de Mash-1, una reduccion de la neurogénesis y de la
gliogénesis mientras que su sobreexpresion indujo la diferenciacion prematura hacia los
fenotipos terminales!34. Este efecto de alteracion de maduracion de células gliales es explicado
a través de la interaccion antagonista de Hes-1 sobre Mash-1 y una segunda proteina de la
familia de Hes, Hes-5. Cuando Jagged, se liga a Notch, se inhibe la diferenciacion de los

oligodendrocitos, lo que esta correlacionado a la regulacion al alza del ARNm de Hes-5%%,
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Antes se describid una poblacion que da lugar a los oligodendrocitos, las células O2A, que
son los precursores celulares mielinizantes del SNC, estos aparecen tan pronto como las
células gliales durante el desarrollo, migran y se dispersan por todo el cerebro. Las células
O2A son inmunopositivos a A2B5, al proteoglicano NG2 y al receptor PDGFR-o. Se ha
demostrado que el 40% de los astrocitos protoplasmicos en la materia gris son derivados de
células gliales-NG2'% y que son inmunorreactivos a GFAP y S100B, los oligodendrocitos
ademas presentan marcadores O4, BMP y CNPasa, OLIG 1/2 y GalC *¥'.

6.2 Efecto de agentes solubles.

En el desarrollo embrionario, las zonas germinales subventriculares, son la fuente de la
poblacion de precursores O2A, que migran al resto del SNC. EI PDGF es un factor importante
en la estimulacion de la proliferacion de células O2A. En los experimentos de co-cultivos con
neuronas que expresan las subunidades A/B de PDGF, los progenitores se han mantenidos en
proliferacion en la presencia de bFGF y PDGF. Esto estimula el nivel de expresion del FT
POU y promueve la diferenciacion hacia oligodendrocito acompariado de un aumento de
genes especificos mielinizantes!®. EI NGF es secretado por células gliales*® y se ha reportado
que afecta negativamente la proliferacion de astrocitos a través del receptor de
neurotrofinina®®’. Los factores promotores de la glia (GFP, del inglés Glia promoters factors)
son péptidos del SNC que estimulan la proliferacion especifica de poblaciones gliales. La

oligodendroglia prolifera por accion de GPF1 y GPF34,

7. Células troncales epidermales

Las Células Troncales Epidermales (CTEpi) se ocupan no solo de regenerar a las células de
las distintas capas de la epidermis y de participar en la homeostasis de la integridad de la piel
y de los foliculos, sino que también representan el inicio de algunos tumores y una diana para
las terapias génicas'*t. En mamiferos, después de la gastrulacion, las células superficiales
dorsolaterales del ectodermo se convierten en epidermis a partir de una monocapa
indiferenciada de progenitores celulares, poseen las caracteristicas comunes a todas las CTs,
son capaces de autorrenovarse y diferenciar a multiples linajes que derivan del tejido de
origen, asi mismo ante un dafio producido en la piel son capaces de incrementar su

proliferacion y reparar la lesion completamente!#?. Las CTEpi residen en la capa basal
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germinativa, que es una capa epitelial mitéticamente activa (Figura. 8). A medida que la
celula escapa de la membrana basal hacia la superficie epidérmica, salen del ciclo celular,
detienen la expresion de integrinas y laminina y activan programas genéticos de diferenciacion
terminal'*, Las CTEpi en su funcion de mantener la integridad del tejido a largo plazo ante
dafios, da origen a una célula troncal idéntica y una célula progenitora de amplificacion
transitoria con potencial proliferativo, pero con una reducida capacidad de autorrenovacion.
Los ciclos celulares de las CTEpi se caracterizan por ser largos, una ventaja bioldgica donde
se conserva la capacidad proliferativa se minimizan los errores asociados a la replicacion#.
Se ha demostrado que las CTEpi expresan diversos marcadores como SOX-9, GLI-1 y
CD34144‘145.
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Figura 8. Estratos dérmicos que componen las diferentes capas de la piel. La piel estd compuesta por
diferentes capas de células que le permiten cumplir sus funciones fisioldgicas de barrera y regenerativas. Las
células que continuamente se encuentran en proliferacion son las células de amplificacion transitoria debido
a su papel en la regeneracion del tejido dafiado y en el recambio tisular. Si bien son células con una elevada
capacidad de expansidn, son poco autorenovantes. Las células de la capa basal son células troncales que se

encuentran en quiescencia hasta que se requiere repoblar el pool de células de amplificacin transitoria.

8. Plasticidad

8.1 Definicion operativa
La plasticidad, es un atributo de algunas células que indica su capacidad para diferenciar a

otra estirpe no relacionada con su linaje (o de distinto origen embrionario) y que no esta
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completamente definido, siendo flexible y en consecuencia responde a sefiales del

microambiente que las rodea y ante sefiales de dafio o alteracion de la homeostasis#®.

Existen tres eventos de plasticidad que ocurren naturalmente y que se investigan activamente.
La meta principal de la medicina regenerativa es aprovechar dicho conocimiento para auxiliar
en el reemplazo de células dafiadas o perdidas. De manera general, se ha observado donde una
fuente celular primaria es capaz de regresar a estadios menos diferenciados
(desdiferenciacion)!*” o cambiar directamente a otra estirpe celular (transdiferenciacion) e
inclusive adquirir fenotipos de células precursoras proliferantes relacionadas de otro linaje
(transdeterminacion)'*® (Figura.9). Se ha propuesto que dichos eventos se acompafian de

mecanismos de reprogramacion de la cromatina.
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Figura 9. Panorama general de la reprogramacion, transdiferenciacion y desdiferenciacién. Las células
diferenciadas bajo ciertas condiciones de cultivo son capaces de desdiferenciarse hasta un nivel pluripotente
(marcado con las lineas punteadas), y las células pluripotentes tienen la habilidad de diferenciarse hacia
cualquier tipo de linaje celular. En a), es un evento de reprogramacion, un mezcla de factores definidos pueden
reprogramar el nucleo celular somatico para llevarlo a un estado semejante a la célula embrionaria. La
transdiferenciacion, b), es un fenémeno inducido mediante factores definidos se favorece la conversion a una
célula completamente diferenciada de otra capa germinativa. Es un evento que bien puede ocurrir de forma
directa o puede cursar con un paso de desdiferenciacion hacia un progenitor y reediferenciarse a un tipo celular
cercano. En c), la desdiferenciacion, un fenotipo celular completamente maduro regresa a un estado celular
previo de su propio linaje, donde puede adquirir la propiedad de proliferar y volverse a diferenciar, en especial
en tejidos que pueden sufrir dafio y el pool de precursores se ha reducido. Tomado y modificado de Jopling e

Ispizua Belmonte®*,
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8.2 Reprogramacion nuclear

Tal vez el proceso de reprogramacion que ha llamado més la atencién es la reprogramacion
nuclear, que se favorece a través de un proceso de desdiferenciacion, para generar células
troncales pluripotenciales, como la respuesta mas plastica. Este involucra el uso de factores
exdgenos que son capaces de convertir directamente, células diferenciadas hacia un estado
pluripotente, es decir con el potencial de diferenciarse hacia cualquier tipo celular'®®. El
mecanismo de la reprogramacion se estd comenzando a entender e involucra FTs y
modificaciones epigenéticas. Se sabe que el genoma contiene numerosas secuencias de
elementos de respuesta, donde potencialmente se pueden unir FTs. La remodelacién de la
cromatina juega un papel clave en el mecanismo de reprogramacion nuclear. La estructura
local de la cromatina restringe el acceso a diversos FTs a un cierto nimero de sitios de unién
al ADN permitidos. En un evento de reprogramacion, los FTs no solo deben unirse a sitios
especificos de la eucromatina, sino remodelar la cromatina para facilitar el acceso a otros FTs
que requieren ser reclutados. Tres hipdtesis explican los eventos que ocurren cuando los FTs

se unen a sus elementos de respuesta:

i. Modelo del amplificador permisivo: Los eventos de remodelacion de la cromatina se pueden
iniciar al sobrepasar los efectos epigenéticos de silenciamiento mediados por el grupo
polycomb al unir FTs a elementos permisivos amplificadores en promotores de

determinados genes'*°.

ii. Modelos del factor pionero: Los factores pioneros se pueden unir a sitios de la cromatina
de facil acceso y pueden activar genes no permisivos al desensamblar nucleosomas,

reclutar complejos remodeladores de la cromatina y FTs adicionales®°.

iii. Modelo de accesibilidad espontanea: Dada la naturaleza estocastica de los eventos
dindmicos asociados a la relajacién y condensacion de la conformacién de la
cromatina, varios elementos de regulacion en cis pueden acceder a determinados sitios
de unién a ADN en funcion de la concentracion celular de los FTs reguladores. Un

mayor aumento de los FTs se traduce en una mayor probabilidad de eventos de union
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a secuencias reguladoras. Es un modelo que explica como los factores remodeladores
de la cromatina, pueden ser reclutados en un sitio particular de un nucleosoma para

relajar el enrollamiento del ADN al que esta asociado®!1%,

8.3 Desdiferenciacion

Es un fendbmeno que involucra la regresion de una célula terminalmente diferenciada y
funcional a estadios més tempranos de su propio linaje. Se han documentado casos de
desdiferenciacion en muchas especies de vertebrados no mamiferos. El corazon del pez cebra
es capaz de regenerarse completamente tras la amputacion del 20% de su ventriculo®®31%4,
Esto significa que los cardiomiocitos circundantes deben desdiferenciarse, proliferar y re-
diferenciar a tejido cardiaco. Lo que conduce a una regulacién a la baja de genes
cardiomiocitos-especificos como la cadena pesada de la miosina ventricular!®®, asi como una
regulacion a la alza de genes inductores del ciclo celular (Figura. 10)*. Ejemplos de esto en
los mamiferos, se encuentran en las células de Schwann, que se encargan de mielinizar los
axones de las neuronas del SNP, se desdiferencian y proliferan ante un dafio al nervio al que
estan asociadas™®’. Otro ejemplo se da cuando los I6bulos hepaticos son dafiados por diferentes
tipos de trauma o ante un evento de trasplante. En este caso, se ha establecido que un tipo de
células troncales adultas (CTA) residentes, las células troncales mesenquimales, se encargan

de regenerar el tejido hepatico dafiado®®1°,
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Figura 10. Evento natural de desdiferenciacion en pez cebra. Cuando al 6rgano cardiaco del pez cebra
se amputa una parte del ventriculo, los cardiomiocitos circundantes al &rea de la amputacion se
desdiferencian, expresan un perfil molecular de ciclo celular a la par que regulan a la baja genes de
diferenciacion, proliferan y vuelven a diferenciarse para suplir las células faltantes. Tomado y modificado
de Jopling e Ispizua Belmonte!*,
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8.4 Transdiferenciacion

Involucra el cambio de linaje de una célula diferenciada a otro sin pasar por un estado de
pluripotencia inducido'*’, aunque el término se ha empleado también para la conversion de
una célula troncal tejido especifica a otro linaje. La transdiferenciacion de pancreas a higado
es un ejemplo bien documentado. La formacion intrapancreatica de tejido hepético se puede
inducir en roedores, al alimentarlos con una dieta deficiente de cobre adicionada con un
quelante de cobre o exponerlas a un carcin6geno bajo una dieta deficiente de metionina. La
transdiferenciacion normalmente en procesos regenerativos, expresan marcadores del
precursor al que fueron des diferenciadas y entonces, re-diferencian a un linaje distinto, esto
es, transdiferenciacion indirecta. En la transdiferenciacion directa, se diferencia un tipo celular
especifico de linaje a otro sin involucrar un paso de division celular de la célula parental o de

la formacion de un fenotipo intermediario®°.

8.5 Transdeterminacion

Es un evento plastico, donde ocurre un cambio del compromiso de linaje de células
precursoras a un tipo celular relacionado. Se ha demostrado que la induccién de la expresion
ectdpica de neurogenina 3 (Ngn3), en celulas hepaticas, las impulsa transitoriamente hacia un
fenotipo pancreatico secretor de insulina. La magnitud del evento de transdeterminacion
promovido por Ngn3 fue capaz de establecer aglomerados celulares tipo islotes pancreaticos
en el modelo murino e inducir la secrecion del polipéptido pancreatico, somatostatina y
glucagont®®. Otro ejemplo que ejemplifica los eventos de plasticidad en la diferenciacion en
organismos pluricelulares, en donde se induce la transdeterminacion de un tipo celular a otro
linaje, es el que se puede observar experimentalmente durante el desarrollo de D.
melanogaster, en donde se cambia la ubicacion de los discos imaginales, por ejemplo los
discos imaginales que normalmente dan lugar a las patas traseras, se pueden cambiar de
ubicacion a una region abdominal en larvas hembra, en cuyo caso al desarrollarse hacia un
estado larvario mas tardio, las células que en condiciones normales formarian una pata del
organismo, se transdeterminan hacia células que daran lugar a una ala. Este resultado se
relaciona con la presencia de winglesss en una region que antagoniza la actividad de los genes

polycomb a través de la sefializacion de INK62,
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La desdiferenciacion, la reprogramacién nuclear, la transdeterminacion y la
transdiferenciacion son ejemplos de la capacidad pléstica ya sea natural o inducida que las
poblaciones celulares poseen, o bien que pueden ejercer en diferentes contextos intracelulares

0 en respuesta al dindmico cambio del microambiente al que estan expuestas.

9. Medios condicionados de origen neural
9.1 Su efecto sobre la diferenciacion y la proliferacion celular.

El medio condicionado libre de suero (MC-LS), contiene agentes solubles de distinta
naturaleza quimica (como metabolitos, hormonas, factores de crecimiento y proteinas de la
MEC) secretados al entorno por un cultivo celular, los que pueden impactar en los procesos
de crecimiento, proliferacion, sobrevivencia, quiescencia, y diferenciacion. Se han realizado
ensayos de formacion de cuerpos embrioides en presencia de MC-LS generado por
precursores embrionarios pancreaticos (16.5 E) sobre células troncales embrionarias, lo cual
permitio diferenciarlas como precursores pancreaticos. Esto se demostro por un aumento en
el perfil de ARNm de insulina, PDX-1, coexpresion de insulina, péptido C y Glut2. Como es
de esperarse de un evento que encamine hacia la diferenciacion, el ensayo de incorporacion
de BrdU, mostro que la proliferacion se redujo en un 40% en comparacion a las CTE sin
tratamiento de MC!®, En un experimento similar empleando MC-LS, se favorecid la
diferenciacion hacia precursores de hepatocitos acompafiandose de un perfil de expresion de
HNF-o, albtimina, cadherina-E y Cy3A4, a partir de CTE 164,

Los eventos de diferenciacion a partir de precursores celulares hacia linaje neural son
investigados activamente como una herramienta terapéutica en la que potencialmente podrian
retrasar o curar enfermedades neurodegenerativas. En un experimento empleando células
progenitoras hipocampales (CPH) de rata en presencia MC-LS derivado de astrocitos
corticales, se observd la capacidad del MC-LS en favorecer la diferenciacion neuronal. En el
mismo estudié también se analizé el papel que las interacciones célula-célula ejercian sobre
la neurogénesis, ademas de investigar el rol de los factores solubles secretados por los

astrocitos se empled un sistema de co-cultivo sin contacto. La expresion basal de TUJ1, un
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marcador neuronal, por parte de las CPH, fue del 14%, en comparacion al 25% cuando las
CPH estaban en presencia de astrocitos. Los resultados, en el sistema Transwell, una
configuracién de cultivo, donde ambos tipos celulares comparten el mismo medio, pero
adheridos en superficies diferentes a modo de pastel, que evita los contactos intercelulares,
demostraron el incremento en la expresion de TUJ-1 hasta el 64%. Es importante destacar que
la presencia del contacto entre astrocitos tuvo un efecto supresor de la diferenciacion neuronal,
lo que resalta la importancia de emplear MC para facilitar y favorecer los eventos
neurogénicos®®. El empleo de MC-LS en experimentos in vivo, han demostrado su efecto en
promover la neurogénesis en modelos murinos en relacion con los factores solubles derivados
de las células endoteliales. En un experimento de infusién intraventricular de MC-LS
generado por progenitores endoteliales, se demostrd que tiene la capacidad de promover de
forma enddgena, la neurogénesis de las CTN residentes®®. También se ha evaluado el efecto
del MC-LS derivado de células troncales mesenquimales (CTM) en inducir la neurogénesis
en un modelo murino de isquemia cerebral. Tras inducir un evento isquémico mediante la
oclusion de la arteria cerebral por 90 minutos, se inyectdé MC-CTM en el ventriculo cerebral.
Se demostro que el perfil de expresion de nestina, Ki-67 y DCX en el estriado y en el cortex
se habian incrementado significativamente respecto a los animales control. Esto indica que el
MC es una herramienta efectiva para inducir a los precursores neurales a proliferar y a adquirir

marcadores de diferenciacion®’.

Los diversos medios condicionados del linaje neural se pueden clasificar en funcion del
principal componente celular de linaje restringido del que se derivd: (i) neuroblastico y (ii)
glioblastico. Al categorizar de esta manera se permite resaltar los componentes que podrian
participar en los efectos celulares que cada progenitor establece en los medios condicionados

(ue se generan.

El &cido retinoico es un morfégeno liposoluble que esta participando en la diferenciacion
terminal de las CPNs al disminuir la tasa de sintesis de los FT tipo bHLH, como los son los
inhibidores de diferenciacién, ID1, ID2 e ID3 en las células del linaje SH-SY5Y mientras los
genes proneurales, NEUROD6 y NEURODL1 se regulan a la alza'®®. Los miembros de la
familia Wnt, como Wnt3a que estan presentes en el MC-LS derivado de CTEs, han sido
evaluados por su accién neurogénica. En un experimento in vitro, se derivaron neuroesferas

del telencéfalo de un embrion murino en desarrollo, las CTN fueron expuestas a un MC
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derivado de CTE previamente mantenidas en presencia de bFGF. Se demostr6 que el MC-
CTE si bien promovi6 la diferenciacion de las CTN hacia células neuronales MAP2(+) y
células gliales GFAP (+), se suprimi6 el nimero de progenitores comprometidos PDGFR (+)
/04(+) Inestina (+). Cuando se retird6 bFGF, que es normalmente empleado en el
mantenimiento de las CTNs en presencia de MC-Wnt3a, aument6 el nimero dos veces y
media de células MAP2(+) acomparfiadas de una expresion atenuada de nestina, indicando que
Whnt3a esta promoviendo la diferenciacion hacia células neuronales. Sin embargo, el nimero
de células marcadas con BrdU fue casi el mismo entre las CTN tratadas con MC-Wnt3a vs
control. La relacion entre el namero de células GFAP (+) tratadas vs control, fue de 2.7 veces
mayor a la par que el nimero de células O4(+) disminuyd. Esto indicé que el MC derivado de
CTN que contiene Wnt3a amplificd selectivamente la diferenciacion neuronal y glial a

expensas de la autorrenovacion de las CTNs*®°.

Los MC de origen neural, tienen la propiedad de amplificar la diferenciacion terminal a partir
de ceélulas de neuroblastoma, como los presentes en la linea SH-SY5Y. EI MC derivado de
CTN en presencia de AR como coadyuvante se ha evaluado como un promotor de la
diferenciacion hacia células neuronales. Si bien el tratamiento con AR puede impulsar a las
células SH-SY5Y a la apoptosis, el medio condicionado derivado de células troncales neurales
(MC-CTN) tiene un efecto protector en la sobrevivencia de los precursores neurales. Ademas
del efecto protector del tratamiento combinado (MC-CTN+AR), la relacion del fenotipo -
[11-tubulina (+) generado fue del 88% y 91% al tercer y séptimo dia de tratamiento,
respectivamente. Esto demuestra el papel funcional que tiene el MC de origen neural en

facilitar la induccion de células con caracteristicas neuronales!’.

El mecanismo de accion basico de los MC es el de sefializar y activar mediante distintos
factores solubles que lo componen, diferentes respuestas celulares. También las interacciones
intercelulares que conforman al nicho son una de las formas en como se regula el fino balance
entre el estado de quiescencia y el asociado a la proliferacion en células precursoras, ya sea
mediante eventos de fosforilacion de la via ERK/JRK o por la participacion de factores
neurotroficos como el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF, del inglés Brain
derived neurotrophic factor), NT-3'"* e IGF-11"2, mientras que los factores que componen al
MC de las CTMs impactan en la diferenciacion y viabilidad celular de glia derivada de
CPNs'73,
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9.2 Caracterizacion de medios condicionados de origen neural.

Con el advenimiento de las tecnologias “omicas” y el desarrollo de la protedmica junto con el
empleo cada vez mas extendido de los MCs como agentes reguladores de linaje, se hizo
necesario dilucidar los componentes quimicos que estan participando en la induccién de la

proliferacion y diferenciacion.

Los tumores son masas celulares heterogéneas, compuestos de células endoteliales, células
diferenciadas y precursores celulares que mantienen su crecimiento celular, promueven la
angiogénesis y participan en su metastasis, lo que conlleva a que secreten moléculas de diversa
naturaleza que enriquecen el MC. El conjunto de moléculas presentes en el medio de cultivo
que recibe la produccion de las células cultivadas se reconoce con el término de “secretoma”
pues hace referencia Unicamente a las proteinas secretadas por todos los tipos celulares
presentes en una condicion experimental dada que estan participando en el mantenimiento de

la comunicacion celular, proliferacion, metabolismo y del sistema inmune!’17,
9.2.1 Medios condicionados derivados de meduloblastoma

El meduloblastoma (MB) es el tipo de cancer pediatrico cerebral mas comun, mortal y méas
agresivo. Presenta una alta dependencia de una proteina denominado ciclina D1 cuya
regulacion es dependiente de FT como PPARy, MyoD y Oct1'’’ e interacciones con la MEC.
Una de las lineas celulares que ha permitido conocer lo que se expresa en el tumor es la linea

DAOQY, la cual fue derivada de un meduloblastoma cerebelar'’®,.

La elucidacion del secretoma mediante diferentes tecnologias 6micas, ha permitido definir los
componentes quimicos de algunas lineas celulares como los son, la del epitelio retinal'’®, de

la CTM¥y de origen neuroglial.

Entre los estudios proteébmicos en lineas neurales humanas, se encuentra el perfilado del
secretoma de las CTNs en diferenciacion hacia neuronas, mediante electroforesis 2D, que
detectd 956 proteinas, las cuales se clasificaron en 21 categorias funcionales diferentes.
Alrededor del 21% son proteinas relacionadas al metabolismo, a la sintesis de proteinas,
proteinas de shock térmico, metabolitos de ARN vy sefiales de transduccion. En la categoria de
division y ciclo celular se identificaron a la proteina de migracién nuclear NudC que se regula

a la alza'®, una proteina altamente conservada implicada en la migracion neuronal durante el
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desarrollo del neocortex. La cual es requerida para la migracion nuclear de los progenitores
de la glia radial'®. La proteina de ensamblado de nucleosoma tipo 1 (NAP1L), se detectd
regulada al alza. Es una familia de cinco proteinas, cuya importancia bioldgica esta
demostrada en los mutantes Nap1l2. Estos ratones presentan una sobre proliferacion de CTNs
y una disminucion de la diferenciacion neuronal. A nivel molecular, controla genes del ciclo
celular como Cdknlc mediante la acetilacion de histonas. También interactia con otras
proteinas de la misma familia mediante helices alfa conservadas que en conjunto reclutan FT
y participan en la remodelacion de la cromatina®®. La proteina de choque térmico 70 kDa, se
ha descrito como un regulador que favorece el crecimiento del glioblastoma. Los
experimentos in vitro han demostrado que la regulacién a la baja de esta proteina promueve
un fenotipo invasor integrina f1(+), mientras que en el analisis 2D su cuantificacion demostro
su aumento durante la diferenciacion®®*. Se detectaron dos proteinas pertenecientes a la
categoria de sintesis, degradacion y metabolismo de proteinas. la ubiquilina-1 y el factor de
elongacion 2 (EF-2), ambos participan en el desarrollo neuronal. La ubiquilina-1 es un factor
que protege contra la apoptosis neuronal y se cuantificé como regulada a la baja cuando las
CTNs estan diferenciando'® EI EF-2, incrementa la sintesis de proteinas involucradas en la

diferenciacion neuronal de células de neuroblastoma de ratén*ee.

El analisis protedomico de DAOY mediante electroforesis 2D, identifico 53 proteinas, de las
cuales 25, estaban sin caracterizar funcionalmente®’. Entre ellas, se identificé a la matrina-3,
una proteina que participa en la estabilizacion del ARNm mediante la formacion de complejos
supramoleculares!®®, La caracterizacion del secretoma del MC de DAQY, ha identificado la
presencia de vesiculas extracelulares (VEs)!®. Entre las proteinas contenidas en las VEs, se
encuentran, B-actina, GRP78, un regulador maestro de la respuesta a proteinas mal plegadas,
que se encarga de reducir el estrés dentro del reticulo endoplasmico!®. También se detecto la
presencia de HSP90, una proteina de choque térmico, cuyas funciones ademas de participar
en el plegamiento correcto de las proteinas, esta en el mantenimiento de los cilios!®t. En un
estudio protedmico de las lineas de meduloblastoma, DAOY y D283, se confirmé el origen
neural de ambas lineas celulares, al identificarse la enolasa especifica de neurona (NSE, del
inglés Neuronal specific enolase), la forma méas abundante de enolasa glucolitica presente en
las neuronas adultas que tiene un papel mitético en los cultivos de neuronas empleando NGF

como coadyuvante!®3,

46



Si bien el meduloblastoma cerebelar tiene un origen neuroectodérmico y una célula iniciadora
de tumores con propiedades de proliferacion denominada meduloblasto con un perfil nestina
(+) Rb/p53(-) con la capacidad de dar lugar a neuronas, células musculares y glial®!%, el
glioblastoma tiene diferentes tipos de células iniciadoras de tumores entre ellas CTNs*®, por
lo tanto, puede dar lugar a una secrecion diferencial que modifique el contenido del MC. Un
atributo comdn de las células tumorales es la secrecion de diferentes factores de crecimiento
que sefializan autocrina o paracrinamente su proliferacién continua. En los cultivos de CT
tumorales en proliferacion, se ha cosechado MCs enriquecidos de importantes factores de
crecimiento y promotores de la proliferacion celular entre las que se encuentran: precursor de
granulina (GRN, del inglés Granulin precursor), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF, del inglés, Vascular endotelial growth factor), precursor de proteina prionica (PRNP,
del inglés Prion precursor protein), proteina de union al factor de crecimiento insulinico tipo
5 (IGFBPS5, del inglés Insulin growth factor binding protein type 5) y la proteina de union a
Mac type 2 (Mac-2BP, del inglés Mac binding protein type 2)1°71%, Es importante destacar
que FCs como VEGF, fue secretado dentro de exosomas por cultivos primarios de
glioblastoma multiforme, células que se encuentran situadas en el nicho vascular, asociadas
con las células endoteliales de la microvasculatura. La funcion de VEGF asociada al interior
de los exosomas parece incrementar la permeabilidad y la angiogénesis®®. Sin embargo,
también se detectd que VEFG secretado, promueve la proliferacion de las CTs iniciadoras en
funcién de la cantidad de receptores de VEGF tipo 2 disponibles a los cuales acoplarse. Los
experimentos demostraron que, bajo condiciones de hipoxia, la ausencia de VEFG no abati6
la proliferacion de los precursores. Sin embargo, en hipoxia en la presencia de VEGF (100
ng/mL) promovio la proliferacion en dos veces respecto a la condicion de normoxia con la
misma concentracion del FC. Esto indica que VEGF es un inductor de la propagacion y que

la hipoxia cumple un efecto sinérgico®.

Las granulinas también fueron detectadas en el secretoma de las células de glioblastomal®®,
estas cumplen una funcion lisosémica y estan involucradas en la inflamacion y en la
proliferacion celular?®?, Otro FC detectado en el secretoma del glioblastoma y que estimula la
proliferacion de células de tumores del SNC, es el factor de crecimiento nervioso (NGF, del
inglés Nerve growth factor) que activa la via de sefializacién de Notch. En las células troncales

de glioblastoma (CTG), se evalud la presencia de NGF en cultivos de CTG de una linea U-
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87. Mediante un ensayo de MTT, se detect6 una mayor expresion de los genes Hesl y Notch-
1, dependiente de la concentracién de NGF y se identificd que NGF estimula la proliferacion
celular. Los experimentos por Western blot, revelaron que esta estimulacion es mediada por
la via de Notch1 a través de Hes-1?°%, En un experimento de diferenciacion mediante AMPc
dibutilico en lineas celulares de meduloblastoma (MED-3), y neuroblastoma (NB-1y GOTO),
se determin6 que el AMPc indujo la sobreexpresion del receptor de NGF acompafiado de un
incremento en la expresion de proteinas NFM por parte de las células MED-3, pero que eran
ausentes en las células NB-1 y GOTO. Este comportamiento, se tradujo en una inhibicion de
la proliferacion del 62% de la linea celular MED-32%4,

Los resultados previos se ven reforzados por la evidencia que muestra, que NGF no actla
como un agente de diferenciacion en lineas celulares de meduloblastoma (UW228 y UW443)
a pesar de que alrededor del 8% de las células expresan un receptor de NGF. Sin embargo, a
pesar de la ausencia de NGFr, el AR fue capaz de inducir cambios morfologicos, alargamiento
del soma y crecimiento de procesos?®. En las células neuroblasticas, NGF, ha sido reportado
como un factor que reduce la respuesta a EGF (3<), respuesta medida por los niveles de
ornitina descarboxilasa?®®. Estos resultados muestran el comportamiento diferencial que

pueden tener varios componentes de los MC de lineas tumorales del SNC.

La caracterizacion de la linea de glioblastoma U251 mostré la secrecion de interleucinas (IL),
IL-1, IL-8, cristalina gamma E tipo 2, tenascina C , prepropéptido de galanina tipo 1,
pentraxina 3, SERPINE1, estaniocalcina, factor de comunicacion celular de red tipo 2 y la
cadena alfa de colageno 2 tipo 4 (COL4A2, del inglés Collagen type 1V Alpha 2 chain)®’ y
los factores exdgenos secretados por las CTs tumorales que predisponen a un estado labil a

las CPNs a transformarse a un fenotipo aberrante de mayor proliferacion?,

IL-1, es una molécula que ademas de participar en la consabida respuesta proinflamatoria?®,
también ha demostrado ser un agente con la propiedad de modificar el perfil del secretoma de
las células troncales germinales (linea celular U251) 2%, Las células de esta clase de tumor
cerebral son muy sensibles a la estimulacion por 1L-12%° debido a su papel en comenzar la
cascada neuroinflamatoria del SNC cuando es liberada por los astrocitos?!. El analisis

comparativo del secretoma de CTG estimulado con IL-1 vs sin estimulacion de IL-1, mostr

48



una regulacion diferencial de 190 proteinas que incluyen citocinas, quimiocinas, FC,
proteasas, moléculas de adhesion celular, proteinas de MEC y otras proteinas relacionadas.

Una variante de SERPINEL, ha sido descrito como un gen que promueve la longevidad en la
comunidad Amish judia, debido a su asociacion en células eucariotas con telémeros mas
largos. La presencia de SERPINEL en el MC de U251, la sugiere como un factor autocrino o
paracrino que promueve la estabilidad genémica de los telomeros®2, También esta descrita
como un gen modulador de la metéstasis de las CTG. Los experimentos knock down de
SERPINE1, demostraron tener un efecto supresor del crecimiento del tumor y de la invasion

en el cerebro?t3,

En el espacio extracelular de DAQY, se ha identificado la presencia de IGF-2 y Shh como
agentes mitoticos de células precursoras cerebelares. La importancia de IGF-2 radica en que
es descrito como un mitégeno fetal involucrado en la progresion de diferentes tumores con
origen embrionario®**. En un anlisis comparativo del efecto de IGF-2 en la proliferacion de
dos clases de meduloblastomas, clasico y desmoplasico que evaluaba el nivel de expresion de
ARNM de IGF-2 en presencia Shh, se hall6 que Shh inducia un mayor nivel de la transcripcion
de IGF-2 en la variante desmoplasica en comparacion al grupo clasico. Los experimentos de
consumo de timidina-H® en presencia de IGF-2, en conjunto a la linea celular DAQY,
demostraron que ni DAOY (0.75 conteos por minuto) ni una linea celular derivada de un
meduloblastoma clasico, D283MED, (0.94 cpm) tuvieron una proliferacion significativa vs
control (1.0 cpm). Sin embargo, en las lineas celulares derivadas de un meduloblastoma
desmoplasico, tanto D245MED (1.82 cpm) como MHH-MED-1 (1.83 cpm), se impactd en
su proliferacion por la presencia de IGF-2. Los resultados indican que IGF-2, tiene un

importante papel en la proliferacion mediante un mecanismo autocrino?®®,

PDGF, es un FC detectado en el MC de la linea celular de meduloblastoma cerebelar (TE-
671). En ese estudio, se cosechd el MC-LS de TE-671 enriquecido por 48 horas para evaluar
su efecto en la proliferacion sobre una linea celular de fibroblastos (3T3) en presencia de
timidina-H3. Se detectd que la condicién con MC-PDGF 50% tuvo el mayor efecto en la
incorporacion de timidina (15x10° cpm) por las células 3T3 en comparacion a la condicion
MC-PDGF 10% (5x10° cpm)?'®. También se ha descrito que PDGF, esta participando en la
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adquisicion del fenotipo neuronal (NFL*, NP-Y™) pero con bajo nivel de expresion de c-myc,
via activacion del PDGFr-o?Y.

En conjunto, estos trabajos indican que las CTNs o los precursores neurales, secretan agentes
solubles al entorno de diferente naturaleza quimica, que impulsan su proliferacion y
sobrevivencia celular?'821°, En el contexto del presente trabajo, esto sugiere algunas sefiales
solubles que podrian contener los MC-LS derivados de lineas tumorales del SNC, podrian
participar en las diferentes respuestas celulares que favorezcan eventos de plasticidad.

9.2.2 Medio condicionado derivado de neuroblastoma.

El neuroblastoma es descrito como un cancer embrionario del sistema nervioso autbnomo
(SNA), si bien es el cancer mas diagnosticado durante el primer afio de vida®?, tiene una de
las tasas mas altas de remision espontanea y completa??l. Por lo tanto, ha sido de especial

interés la resolucion del secretoma/MC en los sistemas in vitro.

La caracterizacion protedmica de la linea celular SH-SY5Y, ha sido realizada mediante
espectrometria de masas de su secretoma, en donde se detecto la presencia de granulos de la
familia de las graninas o secretograninas, miembros como la cromogranina A, cromogranina
B, secretogranina Il y VEGF. Ademas de otras 119 proteinas, de ellas 115 requeridas para la
translocacion del reticulo endoplasmatico y proliferacion como Naplll, complejo de
distribucion nuclear C (NudC, Nuclear distribution complex C) del inglés y Vcp. También
se identificaron por prediccion basada en algoritmos (SecretomeP) proteinas secretadas de
forma no canodnica pertenecientes a funciones reguladoras del ciclo celular, proliferacion y
adhesién celular como la profilina-1, nucleolina, B-V-tubulina y la molécula de adhesion

celular neural®?.

La proteina Nap111, es una chaperona de histonas que participa en el borrado de la impronta
paterna en precursores de las células germinales primordiales??®. NudC, es una proteina
previamente descrita en el MC de glioblastoma, con una funcion en participar en la migracién
nuclear durante la neurogénesis??*. NGF es una molécula previamente descrita, secretada por
lineas celulares de glioblastoma (U87MG) y neuroblastoma (IMR-32). En otro estudio se

evaluo el efecto de los MC de IMR-32 y U87MG en el crecimiento y desarrollo de las neuritas
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en un modelo de feocromocitoma murino (PC12). Se encontré que los MCs de ambas lineas
celulares, fueron capaces de inducir el crecimiento de las neuritas dentro de las 48 h de
incubacién sobre las células PC12. Ademas, ambos MCs detuvieron la proliferacion de las
PC12. Por lo tanto, NGF es un factor soluble que promueve la adquisicion de un fenotipo

neuronal a pesar de detener el crecimiento celular?®,

La investigacion en comunicacion celular ha identificado que ademas de los factores solubles
que se trataron con especial interés, también existen pequefias vesiculas lipidicas, cuya
caracterizacion estd siendo una importante area de estudio en la biologia molecular. Los
exosomas son vesiculas lipidicas provenientes de la membrana celular de 30 a 120 nm de
didmetro secretadas por muchos tipos celulares, contienen &cidos nucleicos, lipidos y
proteinas. La literatura demuestra que son especialmente ricos en proteinas y miRNAs que

regulan el crecimiento, el metabolismo y la diferenciacion?26:227.228,

El andlisis protedmico de las VEs de las lineas celulares de neuroblastoma HTLA-230 y SH-
SY5Y, identificaron la presencia de las siguientes proteinas: fibronectinas, proteinas de

choque térmico, proteinas relacionadas al citoesqueleto, prominina-1, basigina, y CD276%2°,

Prominina-1, es un marcador de CT tumoral del SNC que identifica tanto a neuroblastoma
como a glioblastoma. Los cultivos de neuroblastoma, identificaron a dos subpoblaciones de
progenitores neurales que manifiestan un perfil inmunopositivos a Olig-2 (95%), Sox2 (18%),
NG2 (4%) y GFAP (3%) para la primera poblacion y Olig2 (97%), Sox2(11%), GFAP (5%)
y NG2 (5%) para las células de la materia gris. La incorporacion de BrdU en la poblacion
tanto de la materia gris como de la blanca fue casi idéntico (~3%), mientras que las células
que NG2 originarias de la ZSV, mostraron una incorporacion elevada de BrdU (90%). Estos
resultados permiten concluir que prominina-1 tiene un efecto inductor de la proliferacion en
los precursores neurales?®. Basigina (Bsg), es una inmunoglobulina (lg), detectada en el
desarrollo embrionario y en carcinomas embrionarios?!. Esta descrita como una proteina con
dos dominios tipo Ig. En los experimentos knock out de Bsg en modelo murino, muestran

anormalidades neuroldgicas. A nivel celular, induce la liberacion de metaloproteinasas®32
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10. ANTECEDENTES

El descubrimiento de la generacion de células troncales pluripotenciales inducidas (iPS, del
inglés induced Pluripotencial Stem) por sobreexpresion viral de cuatro factores de
transcripcion (Oct3/4, Sox2, c-Myc y kfl4) por Yamanaka y Takahashi®* en células somaticas
produjo un cambio de paradigma y demostrd que, a pesar de la complejidad del desarrollo
embrionario de un organismo, en realidad se requiere la participacion de pocos FT para inducir
un estado pluripotencial. Las iPS demostraban ser morfolégicamente y funcionalmente muy
similares a las Células Troncales Embrionarias. Las iPS cuando son trasplantadas evolucionan
en un teratoma en modelos de xenotrasplantes murinos. A pesar de ello, la investigacion
referente a eventos de plasticidad se torné en un campo muy activo y ha estado focalizada a
emplear medios definidos para reprogramar células de un tejido en particular a otro con fines

de terapia celular.
10.1 Generales

La obtencion de precursores neurales desde fuentes celulares terminalmente diferenciadas fue
el paso ldgico para evitar los obstaculos propios de las terapias celulares basadas en iPS, como
el riesgo de carcinogenesis. La actual investigacion cientifica esta enfocada en entender los
mecanismos moleculares y celulares asociados a los eventos inducidos de plasticidad con
propositos terapéuticos?®*. También la investigacion se ha enfocado en desarrollar protocolos
de cultivo, pues la diversidad de fuentes celulares primarias para generar poblaciones de
precursores neurales es muy amplia. Se puede emplear tanto cocteles de moléculas pequefias
que mimeticen el efecto de marcadores de induccion neural, transfeccion con lentivirus y
retrovirus que induzcan la expresion de los FT propuestos por Yamanaka, miRNAs que
regulan el comportamiento celular y capaces de reprogramar fibroblastos a neuronas, asi
como emplear diversos medios definidos o condicionados®®® que aumenten la tasa de
reprogramacion, evitar los problemas asociados a las iPS, como son la integracion viral
aleatoria que favorece la tumorogénicidad, la contaminacion con células no deseadas por la
naturaleza heterogénea de los cuerpos embrioides y la teratogenicidad con el uso de &cido

retinoico®,

Se han obtenido precursores neurales desde diversas fuentes y empleando muy pocos e

inclusive solo un factor exdgeno. Shahbazi et al.?” emplearona Zfp521 que es un factor de
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transcripcion que contiene un motivo de dedo de zinc capaz de reprogramar directamente
fibroblastos humanos a NSC multipotentes con capacidad de autorrenovacion, presentando
caracteristicas morfoldgicas y funcionales propias de las CTN control y sin el riesgo de
producir tumores en ratones neonatales y adultos. Debido a que las células neurales inducidas
(CNis) carecen de capacidad de autorrenovacion, ya que son células postmitéticas, es
necesario desarrollar protocolos que generen células con capacidad de autorrenovacion,
multipotentes y que a la par, no presenten potencial tumorigénico. Otros investigadores han
conseguido células troncales neurales inducidas (CTNi) que presentan las propiedades antes
mencionadas, al transfectar fibroblastos humano Unicamente con Sox2, lo que las impulsa a
expresar Sox2 y nestina a los cinco dias de ser inducidas. Es de remarcar que las CTNi
transdiferenciadas a partir de fibroblastos humanos no son pluripotenciales, aunque si
presentan capacidad multipotente y una morfologia similar a las CTNs silvestres®®. La
transdeterminacion como se ha ejemplificado emplea fibroblastos como fuente celular
primaria debido a su alta disponibilidad. Sin embargo, también se han empleado células

terminalmente inmaduras, como células troncales 6rgano-especificas.
10.2 Especificos

Hay evidencias que muestran que las células de medula dsea al ser trasplantadas en un entorno
neural generan nuevas neuronas?°24° por lo que las sefiales de un entorno in vivo el cual es
inherentemente complejo, influyen en gran medida en el destino de las células troncales. Por
otra parte, al usar medios definidos, donde se conoce exactamente la concentracion de los
factores solubles que estan presentes, se han desarrollado protocolos empleando MC de origen
ectodérmico sobre fuentes celulares troncales mesenquimales para desdiferenciarlas a CTNs.
Las células troncales mesenquimales humanas obtenidas de médula dsea, cultivadas en un
MC generado por CTNSs, son capaces de transdeterminarse al linaje neural. Las células
neurales se obtienen a partir de estructuras tipo neuroesferoides con un rendimiento del 95%,
las cuales se caracterizan por expresar marcadores de linaje neural para neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos como beta-I11 tubulina, GFAP y NG2, respectivamente. Tales CTNs del
estudio son funcionalmente, y morfoldgicamente similares a las CTNs derivadas de cerebro
de raton adulto y embrionario. Aunque las células hacia las que diferencian presentaron

potencial de membrana negativo y son capaces de despolarizarse, no reproducen un patron
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electrofisiologico propio de neuronas maduras, a pesar de que la diferenciacion neural de las
CTNss trasplantadas a la corteza y tejido estriado se siguié por cuatro semanas®*!. Este estudio
demostr6 que es posible llevar la transdeterminacién un paso mas alla de sélo reprogramar
células de un linaje a otro de la misma capa germinativa, diferenciando células de diferente
origen embrionario. Principalmente, se distingue de otros protocolos, en el que emplearon un
medio condicionado homdlogo a las células deseadas, lo que demuestra que el medio contiene
factores solubles capaces de inducir eventos de plasticidad tan eficientes que permite cambiar
el linaje celular. Las CPNs son generadas al diferenciar CTEs de ratdn cultivadas en un medio
condicionado de origen neural, alcanzando un porcentaje de 95% de células inmunopositivas
a nestina y con capacidad de diferenciacion hacia los linajes neuronales y gliales ®3. Lo que
demuestra que las CTNs y CPNs comprometidas pueden ser generadas por eventos de
plasticidad y que los MCs s pueden ser agentes de reprogramacion. Estos fenomenos de
plasticidad también se han reportado con el MC de origen glial sobre células de
neuroblastoma, observandose cambios morfoldgicos muy similares a las neuronas silvestres
con un porcentaje de diferenciacion aproximado del 70%, lo que sugeriria que las células
gliales tienen un papel sobre el desarrollo del SNC?#?, Este antecedente muestra que las células
de tumor neuroblastico son capaces de diferenciarse bajo las condiciones apropiadas de
cultivo. La diferenciacion neuroglial también es llevada a cabo con MC de neuroblastoma
partiendo de células troncales de endometrio humano coadyuvandose de un andamio de
nanofibras de acido polilactico y quitosano, el cual aumenta las interacciones moleculares
entre los factores solubles presentes en el medio y las células troncales endometriales. Estas

células demostraron tener eventos de plasticidad hacia el linaje neural y glial®*,

Para la terapia de reemplazo celular, los queratinocitos de piel (QP) también se han perfilado
como una fuente alternativa de tejido aut6logo, que sujetos a eventos de plasticidad, se pueden
reprogramar a tipos celulares de tejidos normalmente dafiados en condiciones patoldgicas.
Esta bien documentado que el acido trans-retinoico induce la reprogramacién mucosa epitelial
en queratinocitos embrionarios de rata®*4, tal como descubrieron Fell y Mellanby?* afios antes
en tejido ectodérmico de pollo, lo que recobra importancia cuando la poblacién tejido-
especifica de partida y la deseada surgen de la misma capa germinativa. En 2016 Gopakumar,
Chatterjee, Parameswaran, Nirmala y Krishnakumar?*® trasdiferenciaron QP a células

epiteliales de la cérnea (CEC, del inglés Epithelial cornea cells) empleando un medio
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condicionado de fibroblastos del limbo como una fuente celular alterna para favorecer la
diferenciacion de células troncales limbares basolaterales. Este experimento demuestra que el
nicho al cudl estan expuesto los QP, los induce a adquirir un fenotipo celular tipo cornea-
epitelial, lo que es detectado por citoqueratinas (CK, del inglés cytokeratines) propias. A los
31 dias de cultivo en presencia de medio condicionado de fibroblasto limbal, se detectaron
células epiteliales de cérnea inmunonegativas a CK14, un marcador hallado en QP asociados
a la lamina basal pero si expresaron marcadores CK de células de cornea maduras, CK3 y
CK12 en un porcentaje de 63.69% y 86.07%, respectivamente, sin embargo, fueron
inmunonegativas a CK1, un marcador epidermal de piel. Uno de los problemas que se detecta
es que no hubo un correcto protocolo para la obtencion del medio condicionado de fibroblasto
limbal, pues no indica si realizaron una evaluacion por microscopia invertida para la deteccion
de células remanentes, tampoco se indica si incubaron el medio condicionado para asegurar
la ausencia de células proliferantes, a pesar de que las células que lo producen y las deseadas,
sean diferentes. Tambien se ha demostrado que los QP pueden ser reprogramados para que
expresen genes y proteinas neurales después de ser tratados con decitabina, un agente
antitumoral que inhibe la replicacion. Una semana posterior al tratamiento, las células dejaron
de expresar marcadores de QPs y comenzaron a expresar marcadores neurales como beta I11-
tubulina y doblecortina (DCX, del inglés Doublecortin) al final de la tercera semana, y se

identificaron células inmunoreactivas a nestina, NFM-1, FOXP2, sinapsina y GLUR1?*.

Estos estudios destacan dos cuestiones importantes: 1. los QP son capaces de responder y
actuar en consecuencia a las sefiales recibidas del entorno, lo que indica que los QPs pueden
transdiferenciarse a diversos linajes celulares. 2. los precursores neurales se pueden obtener a
partir de diversas fuentes celulares de diferente o igual origen embrionario empleando

exclusivamente CM neuroglial.
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11. Planteamiento del problema

La generacion de CTNs a partir de fenotipos terminalmente diferenciados ha abierto una
oportunidad para las terapias de neuro-reemplazo autélogo sin las fuertes consideraciones
éticas que rodean a las células troncales embrionarias. Esta investigacion se enfoca en generar
CTNs a partir de una fuente celular primaria sin la generacion de células iPS. Entre los
problemas asociados al uso de iPS, son la formacion de teratomas y la baja eficacia de
produccion de iPS?32 para su posterior re-diferenciacion hacia neuronas®*, no las hace la
opcion terapéutica mas viable. La obtencidn de CTNs aut6logas con el potencial de proliferar
in situ al ser injertadas y la baja probabilidad de rechazo inmunitario, las hace una estrategia
terapéutica potencial. Al usar medios condicionados como agentes moduladores de origen
neuroglial, aumenta la bioseguridad al evitar los problemas asociados a la transfeccion virica
con ADN exdgeno implicada en potenciales eventos oncogénicos®*®. Los desdrdenes
neurodegenerativos, en muchos casos son causados por un Unico tipo celular, asi que obtener
precursores neurales con potencial de autorrenovacion, permite requerir un bajo volumen del
injerto, en contraste si se trasplanta fenotipos terminales. La investigacion en torno al
descubrimiento e investigacion de nuevos farmacos requiere de modelos celulares que
permitan evaluar su teratogenicidad, capacidad mutagénica y su ventana terapéutica de forma
paciente-especifica?®. Los modelos animales humanizados, aunque son Utiles para algunos
ensayos clinicos, no muestran un panorama bioldgico lo mas fiel a las patologias humanas?:,
por lo que obtener una fuente ilimitada de CPNs que permita recrear enfermedades
neurodegenerativas y comprender sus mecanismos fisiopatoldgicos moleculares subyacentes
funge como un fuerte atractivo para el campo de la neuropatologia®®2. Por lo tanto, desarrollar
protocolos enfocados a generar células precursoras de linaje neural es un imperativo que no
solo redundara en aumentar el conocimiento del repertorio de herramientas moduladoras de

eventos neuroplasticos, sino también, encausar y estudiar potenciales aplicaciones clinicas.

Expuesto lo anterior, nos motiva a realizar la siguiente pregunta:

¢ Los medios condicionados de entornos neurogliales muestran capacidad de induccion
neural in vitro sobre células epidermales?
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12.0BJETIVOS

12.1 GENERAL: Evaluar la participacion de factores solubles secretados por entornos

neurogliales en la generacion de precursores neurales como moduladores de la induccion

neural sobre queratinocitos.

12.2 ESPECIFICOS:

13. HIPOTESIS

Propagar y caracterizar fenotipicamente las lineas tumorales neurales
DAQY y SH-SY5Y.

Propagar y caracterizar fenotipicamente a las células epidermales.
Generar medios condicionados de lineas tumorales neurales
humanas.

Evaluar la capacidad de induccion neural de medios condicionados

sobre células epidermales.

El medio condicionado de origen neuroglial es un agente inductor neural sobre queratinocitos.
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14. MATERIALES Y METODOLOGIA

14.1 Cultivo de queratinocitos (HEKn)

Se cultivaron queratinocitos epidermales primarios de humano neonatal (ATCC ®PCS-200-
010™) en medio UDMM-Epi, se incuban a 37 °C, 5% CO>. El medio se reemplazé cada
tercer dia. Se subcultivé cuando alcanzé el 80% de confluencia. Se desprendieron agregando
dos mL de Tripsina (0.05%)-EDTA (0,02%) para células primarias (ATCC PCS-999-003)
precalentado a 37 °C, se incuban por 3 a 6 min a 37 °C. Se observd bajo microscopio éptico
para seguir el desprendimiento. Cuando la mayoria de las células se encuentran desprendidas,
inmediatamente se agrega igual volumen de medio de inactivacion de tripsina y se centrifuga
a 400gx5 min. Aspirar el sobrenadante y agregar 8 mL de medio fresco atemperado y sembrar
a una densidad de 5x10° células por caja de 100 mm y se incuban a 37 °C, 5% CO..

14.2 Cultivo de neuroblastoma (SH-SY5Y)

Las células de neuroblastoma (ATCC® CRL-2266™) se cultivaron con medio DMEM F12
con HEPES (suplementado con 10% FBS, mezcla antibiética, piruvato de sodio y glutamato).
Las células crecen unidas al sustrato y como flotantes, asi que las primeras son las que se
propagan. Se agregd dos mL de tripsina (0.05%)-EDTA (0,02%) y se incuban por 3 min a 37
°C. El desprendimiento se siguié por microscopio invertido. Cuando las células se observen
disgregadas, inmediatamente se inactiva la tripsina agregando dos mL de medio de
inactivacion 10% FBS. Se realiz6 una serie de dos lavados con medio de lavado de 2 mL cada
uno. Se recolecta y se centrifuga a 400g x 5min a 4 °C. Se determin0 la viabilidad celular por
exclusion de tripano y se siembra a una densidad de 5x10° células por area de 55 cm?. Se
incuba a 37 °C, 5% COa.

14.3 Cultivo de meduloblastoma (DAQY)

Las células de meduloblastoma (ATCC® HTB-186™) crecen como anclajes dependientes en
un medio DMEMY/F12 sin HEPES suplementado con FBS 10%, antibiotico antimitético 100X,
Glutamax 100X y piruvato de sodio 1X. Para subcultivo, se agreg6 2 mL de tripsina (0.05%)-
EDTA (0,02%), se incubd por 3-5min a 37 °C. Se sigue el curso de la disgregacion por
microscopio invertido e inmediatamente se inactiva con el mismo volumen empleado con
medio de inactivacion una vez que las células se han desprendido. Se realiz6 dos lavados con

4 mL de medio de lavado (medio basal DMEM). Se centrifugaron a 400g por 5mina 4 °Cy
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se resuspende en 2 mL de medio de cultivo. Se siembran a una densidad de 500 000 células
por area de 55 cm? y se incuban a 37 °C, 5% CO,. Se realiz6 cambio de la mitad del medio

total cada tercer dia dias y se subcultiva al cuarto dia.

14.4 Cosecha del medio condicionado de células tumorales neurales (MC-CTN)

Una vez establecido el cultivo celular, se permitio su expansion con medio de propagacion
por tres dias (72 horas) o hasta alcanzar el 80% de confluencia, se reemplaz6 el medio
envejecido por medio definido (Glutamax 1X, insulina 25 pg/mL, transferrina 100 pg/mL,
progesterona 20 nM, putresina 60 pM, selenita de sodio 30 nM, antibi6tico antimicético 1X,
Dubelco/F12 1:1) y se incubd por 72 horas, posteriormente se filtra a través de una membrana
con un didmetro de poro de 0.22 um para descartar de cualquier componente celular. EI MC
se alicuota y se almacena a -80 °C hasta su empleo.

14.5 Generacion de agregados epidermales

Se sembrd 2x10° queratinocitos en cajas de cultivo de 60 mm (21 cm?) recubiertas con poli-
hema (poly-2-hidroxietil-metacrilato) preparadas 12 horas antes con 6 mL de medio de
agregacion (antibiotico antimicotico 100X, FGF, EGF, B27 sin vitamina A y DMEM/F12 sin
Hepes) y se incuban por 72 horasa 37 °C y 5% CO.. Tras 72 horas de incubacion los agregados
epidermales se procesan para disgregarlos. Se recuperd cada caja en un tubo de centrifuga y
se permitio sedimentar a los agregados. Se centrifug6 a 200g por 5 minutos y se disgregan con
5mL de TriplEX a 37 °C, se mezcla por inversion diez veces y se eyectaron las células contra
el fondo del tubo de forma gentil para facilitar la disgregacion en una serie de 20 repeticiones.
Se inactivé con 5 mL de medio de inactivacion (FBS 10%) y se procedié a determinar el
rendimiento y la viabilidad celular por el método de exclusion de azul de tripano empleando

una camara de Neubauer.

14.6 Induccion NPC de queratinocitos
Tras disgregar los cimulos epidermales y determinar su viabilidad y rendimiento se someten
a diferentes medios o condiciones experimentales. En una caja multipozo de 24, se sembrd

2x10° células epidermales con 500 pL de medio de acuerdo con las siguientes condiciones:

i Células epidermales en medio de propagacion epidermal 100%
ii. Células epidermales en medio de agregacion, 100%
iii. Células epidermales en medio condicionado, 40%
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v, Células disgregadas en medio de propagacion epidermal 100%
V. Células disgregadas en medio de agregacion, 100%
Vi. Células disgregadas en medio condicionado, 40%

Se incubd y se realizé seguimiento fotografico por 120 horas a 37 °C y 5% CO..

14.7 Caracterizacion por RT-PCR

El ARN fue aislado por el método de TRizol-fenol-cloroformo o por fenol &cido, ambos
estandarizados en el laboratorio. Se sintetizd el ADNc mediante RT-PCR empleando una
enzima reversa transcriptasa MML-V usando Random Primer como cebador a 37°C en un
bafio seco. Las reacciones de PCR se realizaron en un equipo Labnet Multigene con primers
previamente estandarizados y disefiados en el laboratorio para detectar precursores neurales:
vimentina, Sox2, nestina, neurogenina-1, B-111-tubulina y Oct4 de acuerdo con las siguientes

condiciones de alineamiento:

Tabla I. Panel de primers empleados en la caracterizacion molecular de los
tipos celulares epidermal y neural.

Primers Tm (°C) MgCl, [mM] Tamaiio (pb) Control (+)
Vimentina 66.9 0.5 379 Fibroblastos
Sox2 59.7 1.0 126 A549
Nestina 66.9 0.5 456 SH-SY5Y
B-111-tubulina 67.7 3.0 305 SH-SY5Y
Oct4 62 0.5 100 HelLa
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15. RESULTADOS

l. Propagacion y caracterizacion de las lineas tumorales neurales.

Para desarrollar medios condicionados como una herramienta experimental se requiere
expandir e identificar la naturaleza de las estirpes celulares que se van a emplear. Para tal
cometido, se procedié a descongelar y propagar diversas lineas celulares tumorales. Se
descongeld la linea SH-SY5Y de la ATCC (CRL-2266), linea de neuroblastoma, pase 7 y se
propag6 hasta por 20 pases. Notando que a lo largo de los mismos se mantiene su morfologia
adherente de tipo epitelial (Figura. 11)
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Figura 11. Viabilidad, rendimiento y horas por division de la linea celular SH-SY5Y (ATCC CRL-2266).
En el panel (A ) se muestra la morfologia del cultivo y en el panel (B) se muestran el promedio de la viabilidad
celular, rendimiento y horas por divisién de SH-SY5Y a lo largo de los pases 18,19 y 20. En cada inicio de

cultivo se siembra una densidad celular de 1x10° por caja de 100 mm/55 cm? tras descongelar el vial respectivo

de la linea a ser propagada. Los subcultivos posteriores se siembran a una densidad celular de 5.0x10° por caja
de 100 mm. Se realiza subcultivo cada cuatro dias cuando se alcanza una confluencia del aproximadamente
90%. Se incuba en una atmosfera humedecida 5% CO, a 37 °C. Se muestra el promedio de cada parametro, n=3.
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Tras realizar extraccion de ARN total, y la posterior evaluacion de calidad, se evalué el perfil
de expresion de la linea SH-SY5Y (Figura. 12). Se demuestra que expresa vimentina, Sox2,
nestina y p-111-tubulina que son marcadores de neuroblastoma e interesantemente también hay
una ligera expresion de Oct4, que es un marcador de pluripotencialidad. Por lo que se
demuestra que la linea SH-SY5Y se identifica con una poblacion de neuroblastos.
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Figura 12. Caracterizacion de la linea SH-SY5Y. Se evalu6 la expresion de vimentina (379 pb), Sox2 (458
pb), nestina (307 pb), B-I1I-tubulina y Oct4 (100 pb) mediante PCR punto final. se carga controles negativos
(agua) y positivos de diversas lineas validadas previamente en el laboratorio. Se emplea un marcador de 100 pb.

El gel superior e inferior son de la misma muestra de ARN total. El gel se revel6 mediante un transiluminador a
254 nm.

Ademas de la linea SH-SY5Y, también se descongel6 a DAOY (ATCC HTB-186), una linea
de meduloblastoma. Se evalud los mismos parametros cinéticos de viabilidad, rendimiento y

horas por division (Figura. 13). Los datos muestran que se obtiene una viabilidad del 95% a
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lo largo de los pases, ademas de rendimiento de 2.5x10° células/55 cm?. Las horas por division
indican un tiempo de doblaje de 40 horas que es el reportado por el laboratorio. Por lo que se
concluye un adecuado manejo de la linea tumoral y que se esta en condiciones de propagar de
forma estable. Asi mismo se aisl6 ARN total de calidad por el método de TRizol-fenol-
cloroformo ya estandarizado en el laboratorio
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Figura 13. Viabilidad, rendimiento y horas por division de la linea celular DAOY (ATCC HTB-186). En el panel
(A) se muestra la morfologia del cultivo y en el panel (B) se muestran el promedio de la viabilidad celular, rendimiento
y horas por division de HTB-186 a lo largo de los pases 18-19 y 20. En cada inicio de cultivo se siembra una densidad
celular de 1x106 por caja de 100 mm tras descongelar el vial respectivo de la linea a ser propagada. Los subcultivos
posteriores se siembran a una densidad celular de 5.0x105 por caja de 100 mm. Se realiza subcultivo cada cuatro dias
cuando se alcanza una confluencia de aproximadamente 90%. Se incuba en una atmoésfera humedecida 5% CO2 a 37

°C. Cada subcultivo se realiza por triplicado.

La caracterizacion demuestra la amplificacion de dos bandas a 400 pb y debajo de 150 pb que
corresponden a la ubicacion del desplazamiento de las bandas de los controles de vimentina y
Sox2. Por lo tanto, esta linea confirma que presenta el patron de expresion de origen neural,
pues expresa un marcador de linaje (vimentina) y Sox2, un marcador de pluripotencialidad

respecto a los controles (Figura. 14).
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Figura 14. Caracterizacién de la linea celular DAQY. Se evalud la expresion de vimentina (379 pb), Sox2
(458 pb), nestina (307 pb), B-1l1-tubulina y Oct4 mediante PCR punto final. se carga controles negativos y
positivos de diversas lineas validadas previamente en el laboratorio. Se emplea un marcador de 100 pb. El gel

de agarosa al 2.0% se corrid a 180 V por 1 hora. Se revelé mediante un transiluminador a 254 nm.

1. Expansion y caracterizacion fenotipica de las células epidermales.

Se descongelaron células epidermales de la linea HEKn (ATCC PCS-200-010) del pase 4. En
el panel superior se muestra su morfologia por varios pases y se muestran viabilidades del
90%, rendimiento desde 2.5-3.0 x 10 células/55 cm?. Las horas por division muestran valores
de 32 horas (Figura. 15). Por lo tanto, la propagacion de la poblacion que sera intervenida de
forma experimental se mantiene estable por varios pases y bajo adecuado manejo que permite

su empleo en los futuros experimentos.
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Figura 15. Viabilidad, rendimiento y horas por division de la linea celular HEKn (ATCC PCS-200-010). En el
panel (A) se muestra el registro fotografico de la morfologia de los pases 6, 12 y 14. Para iniciar el subcultivo se
descongela un criovial y se siembra a una densidad de 1x10° células/55 cm?. Para los posteriores subcultivos se siembra
amedio millon de células por area de 55 cm?. Se subcultiva cada cuatro dias y se determina el rendimiento y viabilidad

por exclusién de tincién de azul de tripano. En el panel (B) se muestra la viabilidad, el rendimiento y horas por divisién.

Para caracterizar la linea HEKn se evallan marcadores de precursores celulares, asi como
GAPDH para confirmar que es posible usar la muestra para PCR punto final (Figura. 16). Se
muestra amplificacion de la banda correspondiente a la altura de vimentina (379 pb) y la
asociada a la altura de GAPDH (307 pb) por lo que se confirma su empleo como ADNCc para
ser evaluado. Ademas, la ausencia de marcadores como nestina y B-I11-tubulina descarta su

identidad como célula que expresen marcadores del linaje neural.
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Figura 16. Caracterizacion de la linea HEKn. Se evalué la expresién de GAPDH (307 pb), vimentina (379
pb), Sox2 (458 pb), nestina (307 pb), B-11l-tubulina y Oct4 mediante PCR punto final. Se cargan controles
negativos y positivos de diversas lineas validadas previamente en el laboratorio. Se emplea un marcador de 100
pb. El gel de agarosa al 2.0% se corri6é a 180 V por 1 hora. Se revelé mediante un transiluminador a 254 nm.
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1. Generacién de medios condicionados de lineas tumorales humanas.

Se generé medio condicionado de la linea SH-SY5Y tras 52 horas en incubacion para
enriquecer el medio de factores solubles secretados por los neuroblastos. Se registrd por tres
dias para evaluar los posibles efectos que tuviera el medio definido en las células (Figura. 17)
Si bien se muestra que respecto al tiempo cero hay una menor densidad celular que en los
tiempos 24 h y 52 h, no se muestra un cambio en la morfologia celular o en el medio que
sugiera dafio de las células. No se observa detritus celulares y células muertas de forma
significativa en ambas condiciones. Por lo tanto, el medio definido pre-enriquecido, no altera
el mantenimiento de las células de neuroblastoma. Tras 52 horas de incubacion se detuvo la
incubacién y se generaron alicuotas. Se emplearon células del pase 14 para generar el medio

condicionado.

Con medio definido pre-enriquecido
t=0h t=24 h t=52 h

A)

Con medio de propagacion
t=24 h

®)

Figura 17. Obtencion del medio condicionado de la linea celular SH-SY5Y. Tras expandir el cultivo a una
confluencia del 85% se reemplazé el medio de propagacion por medio definido sin factores ni FBS. Y se registro su
desarrollo a lo largo de 52 horas de incubacion evaluando que las células no mostraran signos de dafio celular. El panel
(A) muestra las células con el medio definido y en el panel (B), en su respectivo medio de propagacion. Tras el periodo

de incubacion, se cosecho el medio y se filtrd por membrana de 0.22 um y se almacen6 a -80 °C.
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En la caracterizacion de la linea SH-SY5Y generadora de medio condicionado (SH-SY5Y-
G.M.) se indica que son positivos para p-11I-tubulina y Sox2 pues amplifico a la altura de 300
y 100 pb que coinciden relativamente a la altura de los marcadores empleados, 305 y 126 pb,
respectivamente (Figura. 18). Por lo tanto, la condicion SH-SY5Y-G.M mantiene la identidad

de neuroblasto de SH-SY5Y.
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Figura 18. Caracterizacién de SH-SY5Y, generador de medio condicionado. Se evalud la expresién de los
marcadores B-111-tubulina, 305 pb, (A) y Sox2, 126 pb, (B) en las células control SH-SY5Y-G.M. del pase 14.
Se carga un control positivo interno para el correspondiente marcador y un control negativo de agua para
descartar contaminacion de los reactivos con material genético. Se corri6 en gel agarosa 2.0% a 180 V por 1

hora. Se revel6 en transiluminador a 254 nm.

Ademas del medio condicionado de SH-SY5Y, también se generé medio condicionado
de meduloblastoma, DAQOY, pase 6, bajo condiciones establecidas a las 0, 48 y 72 horas de

enriquecimiento del medio definido (Figura. 19).
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Con medio definido pre-enriquecido
t=0h t=48 h t=72h

(A)

Con medio de propagacién
t=0h t=48 h t=72h

(B)---

Figura 19. Obtencién del medio condicionado de la linea tumoral DAQY. El cultivo se mantuvo en
condiciones de propagacion hasta alcanzar el 85% de confluencia (A) y se procedié a reemplazar su
medio por un medio definido sin factores ni FBS (B). Tras 72 horas de incubacion se detuvo la incubacién

y se filtr6 por membrana de poro 0.22 um. Se almacen6 a -80 °C.

Se observa que la morfologia es tipicamente de DAOY en ambas condiciones. Se aprecia que
la densidad celular se mantiene hasta las 72 horas. Se concluye que la incubacion en el medio

definido no afecta al cultivo celular de meduloblastoma.
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IV.  Evaluacién de la capacidad de induccién neural de los medios condicionados
sobre células epidermales.

Se generaron agregados epidermales en condicion no adherente. Se muestra que a partir de 24
horas se presenta formacion de estructuras tridimensionales y que va en aumento hasta las 48
horas (Figura.20A), posteriormente los agregados tienden a conglomerarse entre si (Figura.
20B). Se observan estructuras sin dafio celular o detrito en el medio. La superficie de estas se
halla lisa y con una apariencia integra lo que muestra su adecuada viabilidad.
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Figura 20. Generacién de agregados epidermales en condiciones no adherentes. Se sembraron
2x10° células epidermales /21 cm?. Se incubaron por 96 horas a 37 °C y 5% CO, sobre placas recubiertas
de poli-hema (A). A los cuatro dias de induccion, los agregados tienden a conglomerarse en unidades de
mayor densidad celular (B). Se cont6 el nimero de agregados que se generaron durante el tiempo de
agregacion (C). El conteo se realiz6 por triplicado.

En la Figura. 20C, se grafica el nimero de agregados. Es importante resaltar que al cuarto
dia de induccion de agregacion, los agregados se conglomeran, generando estructuras
supracelulares. Esto genera un efecto que disminuye el numero de agregados discretos. Sin

embargo, esto no afecta la morfologia de los agregados.

La condicion adherente en las células epidermales, pase 14, con medio de propagacion sigue
el comportamiento morfoldgico tipico epitelial y que la presencia de medio condicionado de
origen de neuroblastroma, SH-SYSY (Figura. 21) o de meduloblastoma, DAOY (Figura 22)
en condicion adherente no induce la formacidn de neuroesferas o agregados celulares, pues a

las 48 y 72 horas de incubacidn no se observan estructuras 3D.

48 h

HEKn + epi HEKn + M.D. HEKn + MC40%-SH
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72 h

HEKn + epi HEKn + M.D. HEKn + MC40%-SH

Figura 21. Evaluacién del efecto del medio condicionado de SH-SY5Y en condicion adherente. Las células

HEKn, pase 14, se sembraron a una densidad de 2x10° células/1.9 cm? en placa multipozo de 24. Se incubaron

por tres dias y se registro si habia formacion de neuroesferas o induccion de agregados.

48 h
HEKn + epi HEKn + M.D. HEKn + MC40%-DAOY
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72 h
HEKn + epi HEKn + M.D. HEKn + MC40%-DAOY

Figura 22. Evaluacion del efecto del medio condicionado de DAQY en condicion adherente. Se sembraron
2x10° células/1.9 cm? en placa multipozo de 24, pase 14. En la parte superior de las iméagenes se indica la

condicion empleada. Se registra si hay formacién de agregados tridimensionales a las 48 y 72 horas.

Se aislo ARN total de calidad para identificar el perfil de expresion de HEKn en condicion
adherente como control. Se evalué un panel de marcadores y se demuestra que HEKn sin
inducir agregacion y bajo condicion adherente en medio condicionado expresa vimentina,

Sox2 y nestina (Figura. 23).
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Figura 23. Caracterizacion de las células HEKn en condiciones adherentes

en medio condicionado de SH-SY5Y y DAQY. Se realiz6 PCR punto final del panel de marcadores en las
células epidermales, pase 14, en condicion adherente, expuestas al medio condicionado de SH-SY5Y y DAQOY
tras 72 horas de incubacion. Se evalua la expresion de vimentina, (Vim, 379 pb); Sox2 (126 pb), Nest (Nestina,
458 pb); tubulina (TUB, 305 pb) y Oct4 (100 pb). Se cargd en gel agarosa al 2% y se corrié a 180 V por 1 hora.
Se revela en transiluminador a 254 nm.

Tras evaluar el perfil de expresion de las lineas celulares generadoras de medio condicionado
en condiciones definidas y la caracterizacion de HEKn, pase 14, en adherencia en presencia
de medio condicionado de origen neuroglial sin induccion del estado de agregacion se esta en
condiciones para evaluar el efecto del medio condicionado en agregados epidermales
comprometidos.

Se muestra el seguimiento fotografico de los experimentos de induccion neural con el medio
condicionado de SH-SYS5Y (Figura. 24) y de DAOY (Figura. 25). En el medio epidermal,
las células mantienen su morfologia y no se observa generacion de neuroesferas. La
morfologia de las neuroesferas obtenidas en condicion adherente, se observa como esferoides
bien definidos en suspensién, densos y sin periferia iridiscente. Es de resaltar que las
estructuras esferoides se mantuvieron en una condicion estable por intervalo de 96 — 120 horas
(MC de SH-SY5Y).

74

379 pb



M. epidermal M.C. 20 % M.C.40 % M.C. 60%
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Figura 24. Induccion de neuroesferas sobre células epidermales mediante medios condicionados de origen
tumoral de SH-SY5Y. Tras el periodo de formacién de agregados, se disgregaron y sembraron 2.0x10°
células/pozo por cada condicion. La primera columna corresponde a células HEKn en medio epidermal de
propagacion. Desde la segunda hasta la cuarta columna corresponden a las condiciones experimentales 20, 40 y 60

% de medio condicionado. Se muestran duplicados de cada condicion.
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22h
HEKn + epi HEKn + M.D.

HEKn + MC40%-DAOY

50 h

HEKn + epi HEKn + M.D.

Figura 25. Induccién de neuroesferas sobre células epidermales mediante medio condicionado de DAQY.
Se siembra a una densidad de 2x10° células/1.9cm?. Se sigue el registro fotografico del cultivo por 50 horas.
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Figura 26. Caracterizacion de la entidad celular en la condicion MC40%-DAOQY. Se evalla la expresion de
GAPDH, Sox2, nestina, B-111-tubulina y Oct4 en disgregados celulares derivados de HEKn, pase 6.

76



Se aisld6 ARN total del experimento de induccién neural. Se encuentra que las entidades
epidermales que, si bien antes no expresaban nestina en su propio medio de propagacion, se
detecta la ganancia en la expresion del marcador tras un periodo de incubacion de 50 horas en

medio condicionado de meduloblastoma (Figura. 26).

16. Discusién.

Desde el trabajo seminal del 2006 de Yamanaka, se ha destacado la importancia de las fuentes
celulares como base de las terapias de reemplazo celular aut6logo?332512%2, Esta investigacion
evalUa la capacidad de los medios condicionados de origen neuroglial en diferenciar células
epidermales hacia CPNs con capacidad de proliferacion, como consecuencia de un evento de
plasticidad. Nuestros hallazgos demuestran que los medios condicionados derivados de
meduloblastoma y neuroblastoma son capaces de favorecer eventos plasticos de la linea
epidermal, HEKNn, a estructuras tridimensionales tipo neuroesferas y dirigirlas a adquirir el
compromiso hacia linaje neural de una forma semejante a las neuroesferas derivadas de tejido
cortical murino®3, Es interesante que neuroesferas derivadas de cultivos primarios de
glioblastoma humano CD133(+) presentaron una morfologia integra, robusta y poco
espaciada entre los constituyentes celulares y que ademas mostraron un perfil de expresion de
GFAP(+), nestina (+), nanog (+) y Sox2(+) a las 72 h de cultivo en presencia de bFGF y
EFG?, resultados que se asemejan a los nuestros en cuanto a la ganancia en la expresion de
nestina y la generacion de neuroesferas con una apariencia robusta y poco espaciada de las
células que la conforman a las 50 h de induccién con MC-DAOY/SH-SY5Y. Es importante
subrayar que las neuroesferas previamente descritas derivadas de glioblastoma, fuesen
CD133(+), mientras que las CD133(-) no generaban neuroesferas. Se ha descrito que las
CTEpi repobladoras del pool celular del nicho troncal epidermal son CD133(+)?*. Esta
curiosa habilidad que tienen los precursores epidermales en formar agregados celulares y las
células tumorales del SNC en formar neuroesferas sugiere que el evento de agregacién podria
recaer en la expresion de CD133 o que las células formadoras de esferoides celulares que se
caracterizan en expresar CD133, también denominada Prominina-1, podrian regular una
actividad favorecedora de dicha agregacion. En este dltimo sentido hay evidencia que
proponen su participacién en formar estructuras localizadas en la membrana involucradas en

migracion, por otra parte, se ha demostrado que es una molécula que auxilia en la activacién
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de la via de sefializacion de Wnt/B-catenina®®®. Interesantemente, ademas presenta una
isoforma soluble secretada que forma parte del secretoma de las células de neuroblastoma??®,

Lo que podria influir en los efectos observados en nuestros resultados.

La caracterizacion inicial de la linea HEKn, confirmé la ausencia de nestina y p-111-tubulina,
marcadores de linaje neural que concuerdan con la caracterizacién de cultivos primarios
epidermales. La presencia de vimentina se ha reportado como una caracteristica de células
que transitan de un estado epitelial diferenciado hacia un estado desdiferenciado asociado con
la capacidad de expansion in vitro?®’, lo que concuerda con las células HEKn en proliferacion
que presentan una remarcada expresioén de vimentina. CD133 se ha identificado como un
marcador de CT tumoral y CT normal®®, y la induccién de cultivos 3D se describe como la
mejor manera de modelar celulas con capacidad de proliferacion respecto a retener la
informacion espacial que se pierde en los cultivos 2D?°. La diferenciacion de los precursores
epidermales que son llevados a un estado labil de agregacion en un sistema de co-cultivo con
astrocitos, refleja las interacciones célula-célula que caracterizan al nicho troncal. Esta
condicion de co-cultivo permite la generacion de células neurales nestina (+)%°. Los reportes
han demostrado el papel de los astrocitos como células directoras en la instruccion y
diferenciacion?! y el de las CTEs como inductoras al linaje neural sobre los queratinocitos?®,
Esto indica que las neuroesferas derivadas de precursores epidermales (HEKn), son sistemas

de cultivo con capacidad de expansion y la habilidad de agregarse.

Toma et al, resaltan el atributo que tienen las células epidermales para agregarse y formar
cuerpos esféricos como evidencia de la existencia de una subpoblacion de células troncales
dérmicas con potencial multilinaje al detectar células nestina (+) y B-lll-tubulina (+) en
cultivos primarios bajo condiciones no adherentes?®. Es interesante que nuestros resultados
del efecto de los MCs de SH-SY5Y y DAQY en la linea HEKn bajo condicion adherente
resalten que, es posible observar agregados celulares similares a neuroesferas, ademas de
detectar alteracién en su perfil molecular, hallandose la expresion de vimentina, nestinay Sox-
2, reconocidos marcadores de origen neural. La expresion de nestina, vimentina y Sox-2 se
han detectado en CPNs derivadas a partir de células troncales multipotentes que han sido
inducidas a formar cuerpos embrioides con un perfil de marcadores pan-neurales Sox1, Sox2

y nestina?®*. Lo que indica la magnitud de la penetrancia del efecto tanto del MC de SH-SY5Y
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como de DAQY en el fenotipo molecular de HEKn. La deteccion de Sox-2, como marcador
de célula troncal multipotente, es coincidente con resultados de ser identificado en CTNs
proliferantes derivadas de CTEs, mientras que la deteccidn de nestina en HEKn bajo el efecto
de los MCs, concuerda con su expresion en células progenitoras neurales, mesenquimales y
en precursores de la glia radial®®. Es importante destacar que el fenotipo de los eventos
moleculares asociados al fendbmeno de agregacion contrasta claramente con la ganancia de

nestina antes y después del estimulo mediante MC-DAOY.

Se ha demostrado que la nestina funge un papel importante tanto en la autorrenovacion y
sobrevivencia de las CTNs?%®2%7, |os experimentos in vivo, muestran que los ra tones “knock
out” de nestina -, presentan un neuroepitelio con una alta tasa de apoptosis y los cultivos de
las CTNs derivadas de tejido embrionario, muestran una proliferacion lenta, de acuerdo con
el marcaje con BrdU y un marcaje positivo a la Casp3-a, un marcador de apoptosis, COn una
relacion del 6.4% vs embriones-CTN nestina** (1%<<). Sin embargo, cuando se abolié la
expresion de vimentina, que es necesaria para la polimerizacion de nestina, no se detectd
ninguna sefial de apoptosis?®®. En un modelo embrionario murino de ganancia de funcion, se
sobre expreso nestina bajo el control del promotor de ROSA26. Esto condujo al incremento
en la proliferacion celular, sefialado por el incremento en la deteccién de Ki67 (80% células
Ki67 (+) /células totales -embrion nestina™ vs 40% células totales Ki67(+) / células totales -
embrion silvestre), el aumento en el volumen del embrién y la activacion de PI3K. Sin
embargo, no se detectd sefial de algiin evento apoptdtico®®. Estos resultados en conjunto
indican que nestina esta activamente participando en la sobrevivencia y en la proliferacion
celular asociada a la autorrenovacion. Es interesante que las CTNs derivadas de embriones
nestina”, arriba descritos, tengan abolida su capacidad de renovacion, el cuél es un evento
distintivo de las células capaces de generar neuroesferas. Por lo que podriamos proponer que
nestina también pudiera estar participando en la generacion de las estructuras obtenidas en
nuestro laboratorio, lo que se traduce en especial relevancia para nuestro trabajo, al aportar

evidencia de que se estd generando una poblacion neural con capacidad de expansion.
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Una cuestion interesante es porqué los agregados estimulados con MC-DAQOY/SH-SY5Y
mostraron Unicamente de expresion de nestina y vimentina, mientras que las células en
condicion adherente también con medio condicionado de DAOY, mostraron la adicion de la
expresion de Sox-2 y B-I1-tubulina al perfil molecular previo. Una primera hipétesis sugiere
que al llevar a HEKn hacia un estado de agregacion, las hace transitar hacia un estado mas
indiferenciado que no adquiere la ganancia de Sox-2. Esto se podria probar si las neuroesferas
detectadas coexpresan Ki-67 y un marcador de un estado menos diferenciado como Musashi-
1/2.

Una segunda hipotesis sugiere que se requiere de mas tiempo de incubacion para impulsar a
las neuroesferas a ganar la expresion de Sox2. Pues se mostrd que las neuroesferas generadas
si expresan nestina. Respecto a esta idea, al no detectarse Sox2, podria ser que la expresion de
nestina es suficiente para encaminar las células hacia un estado menos diferenciado y que la
ganancia de la expresion de Sox2, toma lugar cuando la poblacion es comprometida al destino
neural. Esta sugerencia es favorecida por la ligera deteccion de B-111-tubulina, como un evento
que, si bien no es totalmente plastico, si se esta favoreciendo la toma de decision hacia otro

linaje de la misma capa germinativa que podria ser el neural.

Una tercera hipdtesis interesante, esta relacionada con la condicion adherente per se. Es
curioso que, ante los mismos estimulos detonados por los MCs de neuroblastoma y
meduloblastoma, la adherencia de HEKn al sustrato sin llegar a condiciones de confluencia,
esté participando activamente en la ganancia de la expresion de marcadores, lo qué reflejaria
la importancia de las condiciones de cultivo iniciales. En la descripcion de los componentes
del nicho troncal, se resaltd que una de las sefiales que impulsan la adquisicién de marcadores
especificos de linaje, es el estado fisico del sustrato, donde un sustrato viscoso, semejante al
tejido cerebral, inducia a las CTMs a expresar B-l111-tubulina, mientras que, si se cultivan en
un sustrato rigido, que mimetiza al hueso, se gana la expresion de hasta cuatro veces mayor
de osteocalcinina, COL3A1 y CBFa-1%2. En adicion a lo anterior, se ha descrito que cuando
las CTs de glioblastoma se expanden en un cultivo en suspension, se identifican como células
CD133(+), Sox2(+), mientras que en la condicién adherente no se hallaron oligoesferas ni

células Sox2(+)?°. Por lo tanto, no se escapa la idea que las interacciones con el sustrato y las
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interacciones célula-célula estén participando en la induccion de Sox2 y B-1l1-tubulina, lo que
las impulsaria finalmente a ser una poblacidn neural con la propiedad de expandirse.

Recapitulando, los MCs, poseen componentes o capacidades de produccion de moléculas que

estarian impulsando una poblacion a desdiferenciarse o bien, a transdeterminarse a una

segunda poblacion con capacidad de expansion que comparte marcadores con el linaje neural.
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17. Conclusiones

1. Las células HEKn tienen la susceptibilidad de ser llevadas a un estado de agregacion en

donde incrementan la expresion de marcadores neurales.

2. Los medios condicionados de SH-SYS5Y y DAOY alteran la expresion de HEKn en

condicion adherente, incrementando la expresion de marcadores de CTN.

3. El medio condicionado de origen neuroglial es capaz de inducir la formacion de agregados

semejantes a neuroesferas e inducir la expresion de marcadores de CTNss.

4. El medio condicionado de origen neuroglial induce la expresion de nestina como un

marcador de autorrenovacion en los agregados tridimensionales.
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18. Perspectivas
1. La caracterizacion molecular de la naturaleza quimica de los agentes solubles
permanece como una tarea importante para comprender el papel de las moléculas

sefializadoras que participan en los fenémenos de transdeterminacion y desdiferenciacion.
2. Dilucidar el curso que siguen las entidades epidermales en su camino al linaje neural,
enfocandose en el papel de los medios condicionados como actores en la induccion y

pérdida y/o ganancia de marcadores clave de cada estado celular.

3. Profundizar en los perfiles de expresion diferenciales que la condicion adherente y no

adherente pueden llegar a definir.

4. Evaluar la capacidad de diferenciacion de los agregados celulares a fenotipos neuronales

terminales y relevancia funcional como tipos celulares maduros mediante Patch-clamp.

5. Identificar por medio de xenotrasplantes en modelos animales el potencial tumorigénico

de los agregados generados y su multipotencialidad.
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FACULTAD DE MEDICINA
PR gy oo OO, Secretaria de Docencia

e Jefatura de Posgrado

oo Cuemnavaca, Mor., 18 de junio de 2020.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Generacién de Precursores Neurales: Participacién de
Entornos Neurales, Medios Condicionados como Agentes Inductores sobre
Queratinocitos”, que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me
proporcion6 el alumno Victor Hugo Magdaleno lIzquierdo. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 110 del Reglamento de
Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a particpar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Ferndndez

Calle Lefleros ina Iztaccihuatl s/n Col. Vi C.P. 62350. Cuemavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 » jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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FACULTAD DE MEDICINA
Secretaria de Docencia

Jefatura de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 18 de junio de 2020.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el frabajo de Tesis "Generacion de Precursores Neurales: Participacion de
Entornos Neurales, Medios Condicionados como Agentes Inductores sobre
Queratinocitos”, que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me
proporciond el alumno Victor Hugo Magdaleno lzquierdo. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articule 110 del Reglamento de
Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cerdial saludo.

Atentamente

Dra. Veronica Narvaez Padilla

UA

Calle Lefieros esquina Iztaccihuat! sin Col. Volcanes. C.P. 82350, Cuemavaca, Maorelos. México.
Tel. [T77)3 20-3473 « jefatura. posgrado.medicina@uasm.mx E_M
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Docencia

Jefatura de Posgrado

Cuernavaca, Mor,, 18 de junio de 2020.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente: K

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Generacion de Precursores Neurales: Participacion de
Entornos Neurales, Medios Condicionados como Agentes Inductores sobre
Queratinocitos”, que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me
proporcioné el alumno Victor Hugo Magdaleno Izquierdo. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 110 del Reglamento de
Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo

Atentamente

dikireryl
Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama

Calle Leferos esquing Izaccinuatl sin Col. Velcanes, C P 62350 Cuemavaca, Moreios México
Tal (777)3 20-3473 « jefatura. posgrado medicina@uaem.mx EM
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FACULTAD DE MEDICINA
Secretaria de Docencia

Cuernavaca, Mor., 18 de julio de 2020.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Generacion de Precursores Neurales: Participacion de
Entornos Neurales, Medios Condiciones como Agentes Inductores sobre
Queratinocitos”, que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me
proporciond el alumno Victor Hugo Magdaleno Izquierdo. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 110 del Reglamento de
Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposiciéon para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Diego Esquiliano Rendén

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 » jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx

Jefatura de Posgrado

UA
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FACULTAD DE MEDICINA
Secretaria de Docencia

Jefatura de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 18 de junio de 2020.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Fresente:

Estimada Dra. Pefricevich, por este conducto me permito informarle gue he
revisado el trabajo de Tesis "Generacion de Precursores Neurales: Participacion de
Entornos MNeurales, Medios Condiciones como Agentes Inductores sobre
Queratinocitos"”, que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me
proporciond el alumno Victor Hugo Magdaleno Izquierdo. Le comunico gue su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 110 del Reglamento de
Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Jesas Santa Olalla Tapia

Calle Leferos eaquina Iztaccihuat afn Col. Volcanes. C_P_ 62350, Cuemavaca, Morslos. Méxioo.
Tel (T77)3 29-3473 » jefatura. posgrado.medicinai@waem.mx
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