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Resumen 

La esquizofrenia es un desorden metal que afecta a cerca del 1% de la población 

mundial. Su origen no tiene una causa única, se reconoce que existen factores tanto 

genéticos como ambientales involucrados en gatillar el desarrollo de la enfermedad. 

Datos recientes indican que esta patología se generaría durante el desarrollo 

embrionario del sistema nervioso. Correlaciones clínicas sugieren una relación entre el 

padecimiento de la enfermedad con una disrupción de la barrera hematoencefálica 

(BBB), lo que sumado a la neuroinflamación observada en estos pacientes, guiaría a 

deficiencias en la conectividad neuronal, pérdidas de materia gris y distribución 

anormal de neuronas. La principal función de la BBB es la mantención de la 

homeostasis del sistema nervioso central (SNC), siendo crítica su establecimiento 

durante el desarrollo para lo que requiere de la interacción de diferentes estímulos y 

tipos celulares: a esta unidad funcional se le conoce como unión neurovascular (NVU). 

Dentro de los componentes de la NVU encontramos a los astrocitos, los cuales poseen 

principalmente un rol en la mantención del fenotipo de las células endoteliales 

cerebrales (BECs).  Por lo que un desbalance en la secreción de moléculas neuro-

angiogénicas por parte de los astrocitos potencialmente contribuiría en la alteración de 

la formación de la NVU,  favoreciendo así la disrupción de la BBB.  

En el siguiente seminario se buscó evaluar si existen diferencias en el perfil y función 

de moléculas angiogénicas secretadas por astrocitos derivados desde células troncales 

humana inducidas (hiPSC) de pacientes esquizofrénicos (PE) versus control (PC). A 
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partir de medio condicionado (CM) provenientes de astrocitos, mediante un arreglo 

proteómico se comparó la secreción de moléculas relacionadas con diferentes vías pro 

y antiangiogénicas. Adicionalmente los CM fueron ensayados in vitro mediante ensayo 

de túbulos con células endoteliales de la vena cordón umbilical (HUVEC) e in vivo en 

un ensayo sobre la membrana corioalantoidea (CAM) del embrión de pollo. No se 

detectaron diferencias significativas en el perfil de secreción entre CMs de PC y PE, 

pero si se observaron diferencias en los ensayos funcionales. Los resultados nos 

permiten sugerir que los efectos observados en los ensayos funcionales se deberían 

probablemente a la acción de vías angiogénicas no canónicas. Estas alteraciones 

podrían derivar en un menor aporte de factores tróficos a la NVU, impactando a su vez 

en el correcto desarrollo y mantención de la BBB y, ergo, en el funcionamiento del 

cerebro de PE.  

 

 

  



 

 

3 

 

Abstract 

Schizophrenia is a mental disorder that affects around 1% of the world population. Its 

origin doesn’t have a single cause, both genetic and environmental factors are involved 

in the development of the disease. Recent data indicate that this pathology is generated 

during embryonic development of the central neural system (SNC). Clinical 

correlations suggest a relationship between the disease and a disruption of the brain 

blood barrier (BBB), which added to the neuroinflammation observed in patients would 

lead to cerebral connectivity impairment, loss of gray matter and abnormal distribution 

of neurons. The main function of the BBB is the homeostasis maintenance of the SNC, 

for which it requires the interaction of different stimulus and cell types conforming a 

functional unit known as neurovascular unit (NVU). Within the components of the 

NVU we find astrocytes, which main role consists in the maintenance of the brain 

endothelial cells (BECs) phenotype. Hence, an imbalance in the secretion of angiogenic 

molecules by the astrocytes potentially could contribute to alterations in the 

establishment of the NVU, leading to the disruption of the BBB. 

In this seminary we evaluated potential differences in profile and function of the 

angiogenic molecules secreted by human induced pluripotent stem cells (hiPSC)-

derived astrocytes from schizophrenic patients (PE) versus control patients (PC). 

Through astrocytes conditioned medium (CM) analysis via proteomic assay we 

compared the secretion of molecules related with both pro and antiangiogenic 

pathways. Additionally, CM were tested in vitro through a human umbilical vein 
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endothelial cells (HUVEC) tube formation assay and in vivo in a corioallantoide 

membrane assay (CAM) on chicken embryos. Although no significant differences in 

the secretion profile between CMs of PC and PE could be found, we do observe 

disparities in the functional assays. These results allow us to suggest that the effects 

non-canonical pathways most likely are participating and account for the difference in 

the angiogenic potential among CMs from PC and PE. Those alterations in angiogenic 

potential could derive in a lower contribution of trophic factors to the NVU, impacting 

on its proper development and consequently on the BBB and thus, on brain function of 

PE. 

 

  



 

 

5 

 

1. Introducción 

La esquizofrenia se considera un trastorno mental que afecta alrededor del 1% de la 

población mundial (Häfner y an der Heiden, 1997). Este trastorno se caracteriza 

fisiológicamente por una pérdida de materia gris en áreas como la corteza frontal 

(Turetsky y col., 1995, Fornito y col., 2009) y el hipocampo (Heckers y Konradi, 2010, 

Velakoulis y col., 1999), así como por alteraciones en marcadores astrogliales 

(Bloomfield y col., 2015). Actualmente, no existe cura para la esquizofrenia y los 

tratamientos farmacológicos son incapaces de suprimir por completo los cuadros 

psicóticos, trayendo además consigo una serie de efectos secundarios indeseados que 

conducen a interrupción del tratamiento por parte de los pacientes (Lieberman y col., 

2005). La falla en las aproximaciones para generar tratamientos se debe en parte a que 

la etiología de la esquizofrenia no está resuelta, se postula que incluye tanto factores 

ambientales como genéticos (recapitulado en Insel, 2010 y Huckins y col., 2019). 

Múltiples estudios la han postulado como una enfermedad del neurodesarrollo 

(recapitulado en Lewis y Levitt, 2002, Walsh y col., 2008), esto ya que se ha asociado 

tanto a una deficiencia en el proceso de maduración del cerebro durante la adolescencia 

(Feinberg, 1982), el sometimiento a estrés en el proceso de maduración del sistema 

nervioso en pacientes con un consecuente daño en su desarrollo temprano (Weinberger, 

1987), o el hecho que incluso entre gemelos idénticos con factores de riego de 

esquizofrenia puede que alguno de ellos no la padezca (Murray y Lewis, 1987), 

indicando así que la genética no es del todo determinante para gatillar el desarrollo de 

la enfermedad. 
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1.1 Trabajo con células troncales pluripotentes humanas inducidas 

Las células troncales pluripotentes humanas inducidas (hiPSC) son células con la 

capacidad de generar todos los linajes celulares embrionarios. Estas son generadas a 

partir de células somáticas, modificadas mediante la introducción de factores de 

transcripción maestros, borrando así las marcas epigenéticas y permitiendo su 

reprogramación (Takahashi y Yamanaka, 2006, Takahashi y col., 2007). Como células 

troncales, son capaces de dar origen a diferentes linajes de las capas germinales (Bock 

y col., 2011), dependiendo del método de diferenciación que se utilice. El poder generar 

este tipo de células ha generado una revolución en el área de la biomedicina; múltiples 

estudios las han utilizado como modelos para estudiar enfermedades de toda índole 

(Yagi y col., 2011, Jung y Bernstein, 2014) y otros las han planteado como una 

alternativa de terapia celular (Kanemura y col., 2014, Sundberg y col., 2013). Esto se 

debe a que el trabajo con estas células posee una serie de ventajas, como mantener las 

características genéticas del individuo del que provienen, o la posibilidad de generar 

cultivos primarios de linajes que de otra manera solo se podían obtener de tejido post-

morten.  

Durante el último tiempo, se han usado las hiPSC para estudiar el linaje neuronal y 

glial, en el contexto de la enfermedad de la esquizofrenia (Brennand y col., 2011, Tran, 

Ladran y Brennand, 2012). En estos trabajos se han podido encontrar diferencias 

funcionales que presentan las células provenientes de pacientes esquizofrénicos (PE) 
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respecto a pacientes control (CP), tanto a nivel de progenitores neurales (Brennand y 

col., 2015) como de neuronas (Hook y col., 2014). El hecho de encontrar estas 

diferencias ha permitido dilucidar la existencia de vías de señalización específicas 

afectadas, que den cuenta de la aparición y/o desarrollo de la enfermedad. 

 

1.2 Unión neurovascular  

El desarrollo del sistema nervioso se da en conjunto con el sistema vascular. En esta 

interfaz hay una serie de células y moléculas que estarán interactuando íntimamente, 

formado una unidad funcional conocida como la unión neurovascular (NVU). Esta está 

conformada por células endoteliales, pericitos, lamina basal, prolongaciones de los 

astrocitos, microglías, junto con otros componentes secretados por las células que 

permiten mantener las propiedades e interactúan modulando esta interfaz (Fig. 1). La 

función de la NVU es conferir propiedades de barrera a las células endoteliales del ce- 

  



 

 

8 

 

 

Figura 1. Esquema de la unión neurovascular y sus principales componentes celulares. (Modificado 

a partir de Heye y col., 2014). 

rebro (BEC). Dentro de las propiedades que poseen estas células se encuentra la 

presencia de uniones estrechas (TJ) (Brightman y Reese, 1969), la ausencia de 

fenestraciones, una baja tasa de transcitosis, la presencia de transportadores de eflujo 

como Pgp y BCRP, y de nutrientes como Glut-1 y Lat-1(Abbott y col., 2010), también 

presentan una disminución en la expresión de moléculas de adhesión a leucocitos 

(Blanchette y Daneman, 2015). Todas estas propiedades permiten que las BECs actúen 

como una barrera altamente selectiva entre la vasculatura y el SNC contribuyendo a la 

homeostasis del sistema. 

1.3 Afecciones a la Barrera Hematoencefálica en desórdenes mentales 

El fenotipo característico de las BECs se establece a lo largo de la conexión entre la 

vasculatura y el SNC generando la BBB. Gracias a las particulares propiedades 
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mencionadas anteriormente, las BECS son capaces de regular el paso de sustancias 

desde el sistema sanguíneo al SNC, sacar del sistema sustancias capaces de permear la 

barrera a través de los transportadores de eflujo, y mantener la quiescencia del sistema 

inmune dentro del SNC. La BBB es fundamental en la mantención de la homeostasis 

en un sistema delicado como lo es el SNC, por lo que la disrupción o el aumento en la 

permeabilidad de la BBB se ha asociado con múltiples enfermedades del 

neurodesarrollo o neurodegenerativas (recapitulado en Stolp y Dziegielewska, 2009). 

Diversos estudios, utilizando datos clínicos, han correlacionado la disrupción de la 

BBB en pacientes con enfermedades como el Alzheimer o Esclerosis múltiple 

(Bowman y col., 2007, Patel y Frey, 2015), sin esclarecer si esta es una causa o 

consecuencia de la enfermedad. Particularmente en esquizofrenia, se planteado que el 

aumento en la permeabilidad o disrupción de la BBB sería un factor contribuyente en 

la neuroinflamación que se observa en PE. El determinar cómo se produce este aumento 

en la permeabilidad, y si es que éste es parte del establecimiento de esta patología, 

ayudaría tanto al diagnóstico de la enfermedad, así como al desarrollo de tratamientos 

con el fin de reestablecer el balance del SNC, alterado por la invasión del sistema 

inmune (Busse y col., 2012, Bechter y col., 2010).  

1.4 Rol de los astrocitos en la mantención de la Barrera Hematoencefálica 

Los astrocitos, como parte de la NVU, cumplen un rol en de la mantención del fenotipo 

de barrera, más que en la inducción de la misma. En mamíferos, la formación de la 

BBB comienza con el reclutamiento de progenitores endoteliales alrededor de plexo 
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perivascular, proceso mediado por moléculas secretadas por progenitores neurales 

(Hellstrom, Abramsson y Betsholtz, 1999). Este proceso ocurre previo a la gliogénesis; 

se ha visto en ratones que este proceso sucede alrededor del día embrionario 11 (E11), 

en tanto la generación de los astrocitos resulta ser un proceso que se desarrolla desde 

un prenatal tardío (E17) hasta al menos del día postnatal 3 (Sauvageot y Stiles, 2002, 

Daneman y col., 2010a, Yang, Higashimori y Morel, 2013). Previo a la aparición de 

astrocitos, las células endoteliales del SNC restringen el paso de sustancias (Daneman 

y col., 2010a), probablemente por el aumento en la expresión de TJ observado a la par 

con el proceso angiogénico (Daneman y col., 2009, 2010b). Sin embargo, se ha 

reportado que la resistencia transepitelial generada por las BECs, sigue aumentando en 

periodos postnatales (Butt, Jones y Abbott, 1990), sugiriendo fuertemente la existencia 

de un proceso de maduración de la BBB, en el cual parecen estar involucrados los 

astrocitos. 

A pesar de que múltiples trabajos han planteado la capacidad inductora del fenotipo de 

BECs por parte de los astrocitos (Rubin y col., 1991, Alvarez y col., 2011) hay estudios 

que muestran la aparición de propiedades de barrera incluso previo a la aparición de 

los astrocitos dentro del desarrollo del SNC (Ben-Zvi y col., 2014, Sohet y col., 2015). 

Hoy en día existen diferentes hipótesis que explicarían esta discrepancia. Una de ellas 

plantea que los astrocitos no serían requeridos para la inducción del fenotipo de las 

BECs, pero si para su mantención. Esto debido por ejemplo a la expresión y secreción 

del ligando de la vía Wnt/β-catenina, el cual se sabe es necesario tanto para la inducción 

como mantención de la BBB (Blanchette y Daneman, 2015). Además, se tiene 
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conocimiento de otras moléculas moduladoras de la BBB presentes en el CM de 

astrocitos (Blanchette y Daneman, 2015), como son Sonic Hedgehog (SHH), 

agiopoetinas, angiotensinogen y ApoE. Por otro lado, los astrocitos también tienen la 

capacidad de expresar moléculas capaces de disrumpir la BBB, entre las que 

encontramos moléculas con propiedades migratorias y/o angiogénicas como son 

Netrina 1 (NTN1), Factor de Crecimiento Vascular (VEGF), Factor de crecimiento 

Fibroblástico básico (FGFb) o MMPs, entre otras. Estas últimas, se ha visto también, 

tienen una importante función en el desarrollo neural. A este microambiente en donde 

se encuentran e interactúan estas moléculas con propiedades moduladoras tanto para la 

vasculatura como el SNC lo denominaremos nicho neuroangiogénico.  

Existe una íntima relación entre el sistema vascular y el sistema neural, esto debido a 

su similar distribución a lo largo del cuerpo y la codependencia existente para su 

correcto desarrollo (recapitulado en Park, Choi y Kim, 2003). Se ha descrito la 

presencia de factores secretados por el nicho neuroangiogénico, siendo estas moléculas 

capaces de modular procesos de neurogénesis y guía axonal, así como de angio y 

vasculogénesis. Por tanto, un desbalance en la secreción de parte de los astrocitos de 

algunas de las moléculas anteriormente mencionadas podría afectar fuertemente el 

nicho neuroangiogénico, la BBB y ergo, el desarrollo normal del SNC. En línea con 

este planteamiento, recientemente se han sido descrito diferencias en la secreción y 

función de moléculas neuroangiogénicas entre PE y PC por parte de células troncales 

neurales y neuroesferas derivadas a partir de hiPSC (Casas y col. 2018). Sin embargo, 

a la fecha esto no se ha estudiado la contribución de los astrocitos.  
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1.5 Planteamiento del problema 

En vista de la evidencia mostrada que denota un rol modulador de los astrocitos sobre 

la BBB, y adscribiendo a la hipótesis que plantea a la esquizofrenia como una 

enfermedad del neurodesarrollo en este trabajo se buscó evaluar la contribución causal 

de lo astrocitos a un posible desbalance del nicho neuroangiogénico. Para ello 

específicamente se planteó la comparación de los CMs de astrocitos derivados de 

hiPSC de PC y de PE, midiendo tanto sus diferencias a nivel de expresión de moléculas 

angiogénicas como su potencial angiogénico sobre células endoteliales.  

 

1.6 Hipótesis 

Existen diferencias en la expresión de moléculas angiogénicas entre los CMs de 

astrocitos provenientes de hiPSCs de PC y de PE, las cuales contribuyen al 

establecimiento de la esquizofrenia, mediante la modulación de la maduración de las 

células endoteliales. 

1.7 Objetivo general 

Comparar los perfiles angiogénicos de astrocitos derivados de hiPSC de PC y de PE, y 

evaluar su potencial función sobre las propiedades de células endoteliales. 

1.8 Objetivos específicos 

1. Evaluar la presencia de moléculas pro y anti-angiogenicas presentes en el CM de 

los astrocitos PC versus PE mediante ensayo proteómico. 
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2. Evaluar a través de ensayos funcionales, tanto in vitro como in vivo, el potencial 

angiogénico que tienen los CMs de PC y PE sobre células endoteliales. 

 

2. Materiales y Métodos 

2.1 Cultivo de astrocitos 

Los astrocitos para este estudio fueron derivados a partir de hiPSC en el laboratorio del 

colega y colaborador Dr. Stevens Rehen (Instituo D’Or, Rio de Janeiro, Brasil), a partir 

de muestras obtenidas de PC y PE. Para este trabajo, se utilizaron 2 líneas control y 3 

esquizofrénicas, las características de cada una se especifican en el Anexo 1. Las 

células fueron cultivadas de modo adherente en botellas, y como medio de cultivo éstas 

usaron DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) con 10% de Suero 

Fetal Bovino (PAN BIOTECH, Aidenbach, Bavaria, Alemania). Para la mantención de 

los cultivos de astrocitos se les cambia el media día por medio o cada 2 días, y se 

subcultivan 1 vez cada 2 semanas cuando llegan a tener una confluencia de entre un 80 

a 90%. Este tiempo puede variar dependiendo de la línea particular y de la cantidad de 

células cultivas inicialmente. Para el subcultivo de los astrocitos se les retiró el medio. 

Seguidamente se lavó con PBS por 3-5 min, se retiró el PBS y se agregó Tryple 

(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) para soltar las células. Se incubó por 

5 minutos a temperatura ambiente, se lavó con PBS y se centrifugó a 300g por 4 

minutos. El pellet celular fue resuspendido y homogenizado en el volumen de medio 

correspondiente para su uso. 
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2.2 Caracterización mediante marcadores de astrocitos por PCR 

Se buscó comprobar la expresión de moléculas descritas en la literatura como 

marcadores clásicos de astrocitos mediante la técnica reacción de polimerasa en cadena 

(PCR, por sus siglas en inglés.) 

El RNA fue obtenido de astrocitos cultivados en botella mediante extracción fenol-

cloroformo usando Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) o RNA-solv 

(Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA), según las instrucciones del fabricante. El pellet 

obtenido fue resuspendido en agua libre de nucleasas (DEPC Treated water, 

Invitrogen). Se cuantificó el RNA extraído mediante su absorbancia a 260nm en un 

lector de placas InfiniteM200 PRO. 

El cDNA fue sintetizado a partir de 1μg de RNA con el kit M-MLV de transcriptasa 

reversa (Promega, Madison, WI, USA), de acuerdo con las instrucciones del proveedor.  

La expresión génica relativa fue medida por PCR convencional con el kit go taq 

(Promega, Madison, WI, USA) usando partidores diseñados para los genes 

especificados en el Anexo 2 Suplementarios. Los partidores de los genes utilizados 

como marcadores de astrocitos, GFAP y S100B, fueron diseñados a partir del programa 

AmplifX (Marsella, Francia) con las siguientes restricciones: tamaño de x-20 pares de 

bases (pb), una temperatura de melting 60±1 °C, y un tamaño de amplificado de entre 

150 y 400 pb. Se probó la especificidad de los partidores a través de la herramienta 

PrimerBlast (MD, USA). La reacción se llevó a cabo en un termociclador (2720 

Thermal Cycler, Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones:  



 

 

15 

 

• Denaturación inicial: 95°C por 2 min. 

• Repetición por 40 ciclos de: 

• Denaturación: 95°C por 30 s 

• Hibridación: 60°C por 30s 

• Elongación: 72°C por 30s 

• Elongación final: 72 por 5min 

 

Se analizaron los amplicones usando un gel 2% agarosa en solución buffer TMED con 

Gelred 1X (1/10000), separándolos a través de una electroforesis a 90V por 1 hr. Las 

imágenes fueron obtenidas a través de una cámara X utilizando un transiluminador-

UV. 

2.3 Inmunofluorescencia de cultivos de astrocitos 

La inmunofluorescencia se realizó para caracterizar fenotípicamente los astrocitos 

utilizados durante el estudio. Las células fueron lavadas con PBS, y fijadas con 

paraformaldehido 4% en PBS a temperatura ambiente por 10 min.  La permeabilización 

se realizó con solución salina PBS 0,2% Tritón 100x (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 

5 min a temperatura ambiente. La solución de bloqueo constó de PBS 3% albumina de 

suero bovino, con el que se incubó las muestras en una cámara oscura y húmeda por 

30 min a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios fueron incubados, en 

solución de bloqueo, durante la noche a 4°C. Los anticuerpos utilizados fueron GFAP 

(marcador de astrocitos, conejo, Sigma, 1:400), TUJ1 (marcador neuronal, pollo, Aves 



 

 

16 

 

labs, 1:1000). Los anticuerpos secundarios, junto con el de faloidina, fueron incubados 

por 1 hr 30 min en una cámara oscura y húmeda a temperatura ambiente. Estos fueron 

anti-conejo (Alexa fluor 488, cabra, Thermo Fisher, 1:250), anti-pollo (Alexa fluor 

488, cabra, Invitrogen, 1:500) y faloidina-rhodamina (marcador de filamentos de 

actina, Life tec, 1:250). Posterior a la incubación con el anticuerpo secundario, se 

incubó con 4′-6-diamino-2-phenylindole (DAPI) (marca nuclear, 1:10000) por 5 

minutos a temperatura ambiente. Las imágenes fueron tomadas en la unidad de 

microscopia avanzada de la Pontificia Universidad Católica de Chile en un microscopio 

Zeiss 810.  Cada fotografía fue tomada con una magnificación de 20X. 

2.4 Extracción de Medio Condicionado de cultivos de astrocitos 

Los astrocitos fueron crecidos en botellas T-75 hasta un 80% de confluencia. Se lavaron 

y se recambió el medio a 10 ml de DMEM/F-12 sin suero (Thermo Fisher Scientific, 

Carlsbad, CA, USA), el cual fue colectado a las 48 hrs y congelado inmediatamente a 

-80ºC. El día de la colección de medio había 400 mil células por mL de CM, esta 

información se obtuvo al contarlas en una cámara de Neubauer. A estas muestras 

preparadas en el laboratorio de la Dra. Verónica Palma se les llamará CMs vp. Por otra 

parte, se contó con 2 batchs de CM congelados, preparadas por nuestros colaboradores 

en Brasil. La primera, corresponde a muestras de 2 PC (C1, C2) y 3 PE (ES1, ES2, 

ES3), éstos se denominarán CMs, y de éstos se desconoce la cantidad de células de las 

que provienen los secretomas. El segundo batch, corresponde a muestras de 3 PC (C1, 
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C2, C3) y 3 PE (ES1, ES2, ES3), se referirán a estos como CMs*, de los cuales se 

conoce el número exacto de células del que provienen (1.5x10^6 células/mL).  

2.5 Arreglo del perfil angiogénico proteómico 

La presencia de moléculas sectratadas, moduladoras del proceso angiogénico, fue 

evaluada mediante el kit del arreglo proteómico de perfil angiogénico humano 

(Catálogo # ARY007, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor. Las marcas fueron detectadas mediante 

quimioluminiscencia potenciada y la intensidad de cada una cuantificada mediante 

ImageJ (NIH, USA). La intensidad de cada molécula fue obtenida en duplicado y 

normalizada por los 3 controles internos que posee este arreglo. 

2.6 Ensayo de formación túbulos 

Para evaluar el potencial angiogénico de los CM de astrocitos, se realizó un ensayo de 

formación de túbulos utilizando un cultivo primario de células endoteliales del cordón 

umbical (HUVEC) según lo previamente descrito (Prieto y col., 2017) y establecido en 

el laboratorio de la Dra Palma. Se sembraron 55.000 células por pocillo en una placa 

de 96 pocillos junto con el estímulo a probar, la cual se incubó previamente con 

Matrigel por 1 hr. Los estímulos probados fueron CM de astrocitos control (C1, C2) y 

de paciente esquizofrénico (ES1, ES2 y ES3), DMEM/F-12, medio de crecimiento 

endotelial (EGM, Lonza, Verviers, Belgium, usado como control positivo), medio 

basal endotelial (EBM, Clonetics, Walkersville, MD, USA, usado como control 

negativo). Cada condición se realizó por duplicado. Después de 4 hrs de haber sido 
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sembradas las células, se tomaron las fotografías de cada pocillo. La cuantificación de 

las ramificaciones y estructuras tubulares formadas se realizó contando a través del 

programa ImageJ (NIH, USA). 

2.7 Ensayo de la membrana corio-alantoidea del embrión de pollo (CAM) 

La evaluación del potencial angiogénico de los CM in vivo se realizó a través de un 

ensayo CAM, según se lo descrito anteriormente (Casas y col., 2018). Los embriones 

de pollo (Gallus gallus Hyline Brown) se obtuvieron de la Avícola Chorombo (Don 

Pollo, Pirque, Santiago) en el mismo día de la postura del huevo. Una vez en el 

laboratorio, los huevos se almacenaron a 5°C hasta su uso, lo que permitió mantener 

detenido el desarrollo hasta su uso. Antes de comenzar un ensayo, los huevos se 

extrajeron desde su lugar de mantención a 5°C y se limpiaron con etanol 70%, quitando 

cualquier remanente de alcohol ya que puede resultar nocivo para la viabilidad del 

embrión. Luego se les permitió aclimatarse a T° ambiente por 1 hora. Los embriones 

se ingresaron a un incubador a 38°C, 75% humedad y con agitación periódica cada 30 

minutos (GQF Manufacturing Co. Modelo 1502), esto equivale al día 0 de 

experimentación (E0). El primer día después del comienzo de la incubación (E1), se 

removió 3 ml de albumina de cada huevo, al día 4 (E4) se abrió una ventada de 

aproximadamente 2 cm2. Se utilizó una matriz de biocelulosa de origen bacteriano 

(sham) de origen casero, como dispositivo para entregar el estímulo, para lo cual fue 

incubada con 100 μL del estímulo a ser probado. Se probó: CM de C1, C2, SZ1, SZ2, 

SZ3, DMEM/F-12, VEGF-A (como control positivo) y PBS (como control negativo). 
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En E8 se retiró un grupo de huevos para ser fotografiados las CAM, considerando estas 

imágenes como representativas de la vascularización al tiempo inicial (t= 0) para 

evaluar el cambio transcurrido luego del tratamiento; estas imágenes se usaron para 

normalizar respecto al resto de las condiciones. En E8 también se colocó la biocelulosa 

con el estímulo sobre la CAM usando entre 8 a 10 huevos por condición. En E12, 4 

días después de haber sido colocado el estímulo, se procedió a tomar las fotografías de 

cada huevo, para lo cual se inyectó en el huevo crema de leche en PBS (1:1) como 

medio de contraste para mejorar la captura de los vasos. Las fotografías se tomaron con 

una cámara digital HD IC80 (Leica, Heidelberg, Germany). El número de vasos se 

contó a un radio de 6mm alrededor del estímulo colocado, usando el programa ImageJ 

(NIH, USA). Para el cálculo del diámetro de vasos, se midieron el largo en pixeles de 

50 vasos por huevo y ajustando el tamaño según la amplificación de la imagen usando 

el programa ImageJ (NIH, USA). 
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Figura 2. Ejemplo de cuantificación de una imagen obtenida de un CAM. Esquema ilustrativo de 

conteo de vasos; se muestra una circunferencia con perímetro a 10mm cuyo centro es el estímulo 

colocado. Independiente de cual sea el estímulo, se señala como un anillo de 6mm que representa el 

tamaño promedio de una matriz de biocelulosa a modo de ejemplo. 

En cumplimiento con los protocolos de bioética, posterior al tiempo de duración 

establecido del experimento, los embriones fueron sacrificados por decapitación 

utilizando una tijera de disección. Los restos del embrión y el contenido del huevo 

fueron traspasados a una botella que es congelada a -20° C. Las cáscaras son 

depositadas en una bolsa plástica que es congelada a -20° C. Tanto las botellas como 

las cascaras son retiradas posteriormente por una empresa especializada en el 

tratamiento de desechos animales (Prosesam). Los resultados fueron contados 

independientemente por 3 personas, con el fin de generar una cuantificación más 

robusta. 
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2.8  Análisis estadístico 

Los gráficos mostrados y análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad 

Prism 8, donde los resultados son mostrados como promedio ± error estándar. Para 

estudiar diferencias entre los grupos experimentales, se aplicaron los análisis 

estadísticos Kruskal-Wallis, Kolmogorov-Smirnov y Mann Whitney para datos no 

paramétrico para comparar 2 grupos y los test Dunn y Turkey de comparación múltiple 

para la comparación de más de 2 grupos. En todos los casos, se consideró p valor < 

0.01 o inferior como diferencia estadísticamente significativa. 

3. Resultados 

3.1 Establecimiento de las condiciones de cultivo de astrocitos derivados de hiPSC 

El trabajo con líneas celulares primarias, como es el caso de los astrocitos derivados 

desde iPSC, conlleva consigo una serie de complicaciones. Entre ellas, encontramos 

que poseen un número finito de pasajes o semanas de cultivo en las cuales las 

características fenotípicas, como son la morfología y la expresión de marcadores 

propios de su linaje celular, se logran mantener. Junto con ello, todos los cultivos son 

realizados sin adicionar antibióticos a los medios, por lo que es vital establecer todas 

las medidas de trabajo necesarias para mantener la asepsia de los cultivos para evitar 

cualquier tipo de contaminación. El trabajo con líneas primarias de iPSC ya había sido 

realizado en el laboratorio previamente (en una sala de cultivo que mantiene las 

condiciones GMP, del inglés por Good Manufacture Practices), mas no se había 

cultivado líneas de astrocitos, por lo que establecer los protocolos tanto de mantención 
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como de subcultivo de estas células fueron los primeros objetivos de este seminario de 

título. El cambio de medio se estableció día por medio o cada dos días, dependiendo 

de la confluencia presentada por el cultivo. Por otro lado, el subcultivo se realizó al 

estar la placa entre un 80-90% de confluencia (Fig. 3B), lo que se alcanza aproximada- 

 

Figura 3. Fotografía representativa de cultivo de astrocitos derivados de iPSCs, observada en campo 

claro, 10X. (A) Astrocitos 1 día después de haber sido subcultivados. (B) Astrocitos al 80% de 

confluencia. 

mente a las 2 semanas de haber sido sembradas, lo cual podía variar dependiendo de la 

línea particular con la que se estuviera trabajando. El cultivo es capaz de mantenerse 

en confluencia mientras se le cambie el medio día por medio, por un periodo cercano 

a 5 a 7 días. 

3.2 Caracterización de astrocitos mediante PCR 

Con el fin de corroborar la presencia de los marcadores clásicos de astrocitos como son 

GFAP y S100B, se realizó un PCR convencional contra estos genes y como genes de 

referencia se utilizó GAPDH y B2M. De las 4 líneas analizadas (2 PC y 2 PE) no se 

logró amplificación de ninguno de los marcadores de astrocitos (Fig. 4) pese a que si  
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Figura 4. Caracterización de cultivos de astrocitos derivados de iPSC PC y PE mediante PCR 

convencional. Bandas de la amplificación por PCR para los genes GAPDH, B2M, GFAP, S100B e IL-8 

en gel de agarosa al 2%, sobre las líneas de astrocitos PC (C1 y C2), PE (ES1, ES3) y de astrocitoma 

humano U87 y U251 (controles positivos). 

hubo amplificación de los genes de referencia por parte de estas, ilustrado por 

duplicado en cada caso. Estos genes de referencia también amplificaron para los 

controles positivos, las líneas humanas de glioma U87 y U251 (Fig 4). Se realizó un 

PCR de IL-8, la cual se sabe es una citoquina secretada por los astrocitos. En la muestra 

analizada (ES1) si hubo reacción positiva para esta citoquina, sugiriendo que el no 

observar la amplificación para los genes GFAP y S100B, además de deberse a la 

integridad y calidad del cDNA sintetizado podría atribuirse a un problema en el diseño 

y/o uso de los partidores especificos de astrocitos. 

3.3 Caracterización de astrocitos mediante Inmunofluorescencia  

Cultivos de astrocitos de paciente esquizofrénico PE, de pasaje 5 (ES1) y 10 (ES3) 

fueron caracterizados mediante una inmunofluorescencia (IF) anti GFAP. Como se 

ilustra en las imágenes representativas correspondientes a ES1, los astrocitos 

analizados (ES1, ES3) muestran una clara marca de GFAP (Fig. 5 E), molécula amplia- 
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Figura 5. Caracterización de cultivos a través de marcadores de astrocitos y neurona. 

Inmunofluorescencia de línea de astrocitoma U251 (A-D) y astrocitos en pasaje 5 (E-L) para marcador 

de astrocitos (A y E) GFAP (verde), marcador neuronal (I) TUJ1 (verde), marca de filamentos de actina 

(B, F y J) Faloidina (rojo) y marca nuclear (C, G y K) DAPI (azul). (D, H y L) La superposición de los 

diferentes canales (MERGE; amarillo). Imágenes representativas (N=2, 2 PE). Barra de escala 50μm. 

mente descrita y validada como marcador de astrocitos. La marca de GFAP también se 

observa en la IF realizada sobre la línea U251 (Fig. 5 I), que fue usada como control 

positivo para el marcador. Todas las líneas también presentan tanto marca de faloidina 

(Fig. 5 B, F y J) en rojo, como de núcleo DAPI, en azul (Fig.5 C, G y K). Se observa 

una superposición entre las marcas de GFAP y faloidina para las muestras GFAP 

positivas (Fig 5 D y H).  Esto es esperado ya que GFAP es una proteína asociada al 

citoesqueleto, y la marca de faloidina indica la ubicación de los filamentos de actina. 

En términos morfológicos, no se observan diferencias entre las diferentes líneas de 
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astrocitos analizadas. La línea ES1 también probó ser negativas para el marcador TUJ1 

(Fig. 5 I), un marcador neuronal. 

3.4 Ensayo de crecimiento 

Teniendo en cuenta lo observado durante el cultivo de las distintas líneas, que indicaba 

que las líneas crecen a velocidades diferentes, se decide ensayar empíricamente si bajo 

las condiciones de cultivo establecidas, las líneas poseen una tasa de crecimiento 

disimil. Para ello, 2 cultivos controles y dos cultivos esquizofrénicos se crecieron 

midiendo por triplicado, con excepción de la línea CF2 la cual se contó por duplicado 

(Fig. 6). A partir de estos datos, se calculó una tasa de crecimiento mediante un ajuste 
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Figura 6. Grafica del Ensayo de crecimiento de cultivos de astrocitos. Se indica a 3 tiempo 6, 24 y 

48 hrs, las cuantificaciones de la cantidad de células de cada réplica, por cultivo individualizado. 
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lineal tomando cada punto como independiente para calcular la pendiente. Las tasas de 

crecimiento se calculan como la pendiente de la recta generada a partir de los puntos 

(Tabla 1), mostrando así una diferencia de hasta un76,5% en las tasas de crecimiento entre 

Tabla 1. Datos de regresión lineal del ensayo de crecimiento de cultivos de 

astrocitos. 

 
C1 C2 ES1 ES3 

Pendiente 1047 2646 2338 4459 

R2 
0,4597 0,8739 0,9419 0,8714 

Regresión lineal realizado a través del programa Graf Pad considerando cada replica como un punto 

individual, con una certeza del 95%. 

la línea con mayor y menor tasa crecimiento, ES3 y C1 respectivamente. La línea ES3 

resultó ser la con mayor tasa de crecimiento, seguida por la C2, mostrando así que, al 

menos en las líneas ensayadas en este seminario, la tasa de crecimiento no es 

dependiente de la condición control versus condición esquizofrénica perse, sino es más 

bien dependiente de cada línea celular. Los valores R2 de la Tabla 1, sugieren en una 

primera instancia que los datos no se ajustan a un modelo lineal. 

3.5 Arreglo Proteómico 

Utilizando un kit para evaluar el perfil proteómico humano, el cual mediante un coctel 

de anticuerpos es capaz de detectar la presencia de 55 moléculas secretadas con 

propiedades moduladoras sobre el proceso angiogénico se procedió a ensayar la 

presencia de las mismas en los diferentes CM de 48 hrs de colección. Estas 

cuantificaciones se evaluaron tanto para CMs generados por nuestros colaboradores en 
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el laboratorio del Dr. Stevens Rehen, Instituo D’Or, Rio de Janeiro, Brasil (2 PC, 3 

PE), los cuales pasaremos a llamar CMs, como para CMs generados a partir del cultivo 

de astrocitos en Chile (2 PE), que mencionaremos como CMs vp. El promedio de los 

datos generados se muestra a continuación en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Cuantificación de niveles relativos de moléculas pro y anti-angiogénicas en 

los CM de astrocitos.  

 

Los datos ilustran el promedio de la cuantificación de la intensidad de pixeles para cada molécula, 

redondeado a 2 decimales. 

C1 C2 ES1 ES2 ES3 ES1 ES3

ADAMTS-1 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01 0,08

Angiogenin 0,06 0,07 0,08 0,07 0,05 0,12 0,35

Ang-1 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02 0,1

Ang-2 0,07 0,08 0,09 0,08 0,07 0,04 0,21

Amphiregulin 0,02 0,03 0,04 0,04 0,03 0,01 0,07

Artemin 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,02 0,13

Coagulation Factor III 0,08 0,08 0,06 0,06 0,06 0,04 0,34

CXCL16 0,05 0,06 0,09 0,07 0,05 0,04 0,12

DPPIV (CD26) 0,03 0,03 0,06 0,06 0,06 0,03 0,12

EGF 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,03

EG-VEGF 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,02 0,1

Endoglin (CD105) 0,05 0,07 0,07 0,06 0,06 0,02 0,08

Endothelin-1 (ET-1) 0,32 0,24 0,29 0,27 0,25 0,29 0,26

aFGF 0,03 0,03 0,05 0,04 0,03 0,02 0,09

bFGF 0,02 0,03 0,04 0,03 0,03 0,02 0,15

FGF-4 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,01 0,05

FGF-7 0,03 0,04 0,05 0,05 0,05 0,01 0,05

GDNF 0,04 0,04 0,05 0,04 0,03 0,02 0,06

GM-CSF 0,03 0,04 0,05 0,04 0,03 0,03 0,08

HB-EGF 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,02 0,08

HGF (IL-6) 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04 0,01 0,06

IGFBP-2 0,44 0,47 0,52 0,45 0,38 0,46 0,27

IGFBP-3 0,53 0,51 0,71 0,56 0,36 0,55 0,8

IL-1β (IL-1F2) 0,05 0,06 0,05 0,06 0,07 0,02 0,08

IL-8 (CXCL8) 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,25

LAP (TGF-B1) 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01 0,1

Leptin 0,02 0,02 0,04 0,04 0,04 0,01 0,06

MCP-1 (CCL2) 0,03 0,08 0,45 0,36 0,28 0,27 0,21

MMP-8 0,07 0,09 0,08 0,07 0,07 0,03 0,1

MMP-9 0,11 0,15 0,13 0,12 0,12 0,05 0,23

NRG1-B1 0,07 0,09 0,07 0,08 0,08 0,02 0,08

PD-ECGF 0,1 0,12 0,1 0,1 0,12 0,03 0,1

PDGF-AA 0,15 0,15 0,14 0,14 0,15 0,08 0,28

PDGF-AB/PDGF-BB 0,05 0,08 0,05 0,09 0,11 0,02 0,06

Persephin 0,05 0,06 0,07 0,07 0,07 0,03 0,13

PlGF 0,03 0,05 0,07 0,06 0,05 0,03 0,21

Prolactin 0,02 0,03 0,06 0,06 0,05 0,01 0,08

uPA 0,65 0,83 1,3 1,19 1,07 0,99 0,86

VEGF 0,22 0,2 0,27 0,2 0,12 0,13 0,26

VEGF-C 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,08

Activin A 0,1 0,1 0,09 0,07 0,05 0,07 0,09

Angiostatin/Plasminogen 0,02 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02 0,06

Endostatin/Collagen XVIII 0,12 0,11 0,07 0,08 0,09 0,03 0,39

IGFBP-1 0,09 0,1 0,17 0,13 0,09 0,1 0,18

MIP-1α (CCL3) 0,04 0,05 0,05 0,04 0,03 0,02 0,11

Pentraxin-3 (PTX3 o TSG-14) 0,35 0,47 0,87 0,59 0,32 0,62 0,55

Platelet factor 4 (PF4 o CXCL4) 0,03 0,04 0,04 0,04 0,03 0,01 0,07

Serpin B5 (Maspin) 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06 0,02 0,1

Serpin E1 (PAI-1) 0,83 0,98 0,89 0,79 0,76 0,68 0,74

Serpin F1 (PEDF) 0,11 0,12 0,09 0,12 0,14 0,05 0,55

TIMP-1 0,99 1,13 1,13 1,03 0,98 0,59 0,61

TIMP-4 0,09 0,11 0,12 0,11 0,09 0,03 0,1

Thrombospondin-1 (TSP-1) 0,85 0,92 0,93 0,91 0,84 0,7 0,51

Thrombospondin-2 (TSP-2) 0,08 0,1 0,11 0,11 0,13 0,05 0,24

Vasohibin 0,03 0,05 0,06 0,06 0,05 0,02 0,08

Angiogénicos

Antiangiogénicos

CMs PC CMs PE CMs vp PE 
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Las comparaciones generadas se obtuvieron a través de test t para datos no 

paramétricos con un intervalo de confianza del 95%. Los resultados provenientes de 

los CMs arrojaron que no había diferencias significativas para ninguna las 55 diferentes 

moléculas que el kit es capaz de detectar, entre PE y PC.  

Dado a que no se poseía la información respecto a la cantidad de células de las que 

fueron obtenidos estos CM, se decidió repetir el análisis, generando los CMs PE en 

Chile, de los cuales si se conoce el número de células de que proviene cada uno. Los 

resultados obtenidos, fueron analizados de varias formas. En primera instancia, con los 

datos brutos de la medición, encontramos que si existen diferencias significativas para 

todas las moléculas, con excepción de EGF, Endotelina-1, Actina A y Timp-1. Esto a 

través de un test de Sidak de comparación múltiple con una significancia del 95%, el p 

valor vario entre 0,01 y 0,0001. Al analizar la cuantificación arrojada por el kit pero 

esta vez normalizada por el número de células, se obtiene igualmente la presencia de 

diferencias significativas para todas las moléculas con excepción de EGF y MCP-1. 

Esto se probó mediante la misma prueba estadística realizada sobre los datos brutos. 

Por otra parte, al comparar el patrón de expresión, es decir, considerar las moléculas 

más representadas entre los CMs y los CMs vp para las muestras ES1 y ES3, se observa 

que el patrón no cambia mas si su nivel de expresión (Fig. 7) relativa al nivel de 

expresión arrojado por el kit.  
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Figura 7. Intensidad de pixeles relativa de moléculas secretadas. Intensidad de los pocillos en  

pixeles, normalizadas con respecto a los controles internos del arreglo proteómico. En este se muestran 

las proteínas con mayor expresión (Endothelin-1, IGFBP-2, IGBP-3, uPA, Pentraxina-3 Serpina E1, 

TIMP-1, Trombospondina-1), junto con aquellas que participan en vías antigénicas de interés para la 

discusión de los datos. (Ang-1, Ang-2, MCP-1, VEGF, VEGF-C, PDGF-AA, PDGF-AB/PDGF-BB, 

Serpina-F1) para los CM indicados. 

Esto último indica que, al menos para las líneas probadas, la secreción de moléculas en 

CM por parte de estas líneas no es lineal, lo que se visualiza con variabilidad en los 

niveles de expresión de moléculas como Endotensina colageno XVII o Serpina F-1, en 

los CMs vp. 

3.6 Evaluación del potencial angiogénico de los CMs 

3.6.1 Ensayo de Túbulos (In vitro) 

Ya que el arreglo proteómico utilizado solo detecta moléculas canónicas, no encontrar 

diferencias significativas en el potencial angiogénico de los CM de astrocitos podría 
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indicar que una vía no canónica podría estar involucrada en modular el nicho 

neuroangiogénico. Por tanto, se decidió probar el efecto angiogénico que tiene el 

secretoma de los astrocitos sobre las células endoteliales HUVEC, las cuales se sabe 

poseen una rápida capacidad de migrar y formar estructuras tubulares en presencia de 

un estímulo angiogénico. A células HUVEC se le colocó el CM extraído desde las 

diferentes líneas de astrocitos (Fig. 7A). Posteriormente, a las 4 horas, se contó la 

cantidad de ramificaciones y estructuras tubulares que estas formaron en este período 

de tiempo. Por estructuras tubulares nos referimos a cualquier estructura poligonal 

cerrada que se forma a partir de la unión las células endoteliales que se encuentran en 

un proceso de migración (Fig. 8A). Los resultados arrojaron que no se observan 

diferencias significativas en el número de ramificaciones entre los CM de astrocitos 

provenientes de PC y de PE, ni respecto al control con medio DMEM/F-12 (Fig. 8B). 

Por otro lado, los ensayos con CM de astrocitos de PC generaron un mayor número de 

estructuras tubulares respecto a los provenientes de PE y el control con DMEM/F-12 

(Fig. 8C).  
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Figura 8. Ensayo de Túbulos. (A) Esquema representativo del ensayo de túbulos. (B) Cuantificación 

del número de ramificaciones. Test Kruskal-Wallis intervalo de confianza del 95% n = 4 (C) 

Cuantificación de la cantidad de estructuras poligonales. Test de comparación múltiple de Dunn, n = 4, 

*p valor ≤ 0,05. (D) Imagen representativa para medio de cultivo de astrocitos o DMEM/F-12 , medio 

condicionado de astrocitos de PC y de PE. Escala de la barra: 30μm. 

3.6.2 Ensayo CAM (In vivo) combinado con el uso de andamiajes 

tridimensionales tipo esponjas basados en biocelulosa 

Para corroborar el efecto angiogénico obtenido en un ensayo in vitro, se evaluó el 

efecto que tienen los tratamientos en la CAM de embriones de pollo al ser aplicados en 

dia de desarrollo 8 (E8) y ensayar la capacidad de esta membrana para responder a 

estos estímulos en E12.  En este ensayo se busca evaluar el potencial, pro o anti-

angiogénico que posee un estímulo al colocarlo sobre esta membrana extraembrionaria, 



 

 

33 

 

en este periodo del desarrollo embrionario del embrión de pollo, en el cual los vasos 

de esta membrana se encuentran en un periodo activo de angiogénesis.   

Una cantidad de 100μL de cada estímulo fue suministrada a través de una matriz 

biológica de biocelulosa, que actúa como un dispositivo de liberación lenta, para lo 

cual esta fue pre-incubada previamente por 1hr con los controles o CM respectivos, 

para luego ser aplicado en día E8 del desarrollo del embrión de pollo. En este momento, 

se retiró para fotografiar una cohorte de huevos, set de imágenes que se utilizó 

posteriormente para normalizar los datos. Ya en E12, 4 días después de haber colocado 

el estímulo, se contaron todos los vasos que cruzaran un área determinada alrededor de 

la estructura colocada (Fig. 9A). Los resultados fueron obtenidos a través del conteo 

de 3 personas diferentes, con el fin de hacerlo más robusto. Estos fueron normalizados 

respecto a su estado en E8, arrojando como resultado que existe una diferencia 

significativa en el efecto angiogénico generado por los CM de PC y de PE, respecto al 

control con medio DMEM/F-12 (Fig. 9B). Esto analizado mediante un test de Krustal-

Wallis de comparación múltiple con un intervalo de confianza del 95%. Los CMs de 

PC y PE mostraron ser más angiogénicos respecto a DMEM/F-12 en un 48,8 y 37.7%  
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Figura 9. Angiogénesis promovida por matrices de biocelulosa enriquecidas en CMs e implantadas 

en la CAM. (A) Esquema representativo del ensayo CAM. (B) Cuantificación de formación de vasos 

entre DMEM/F-12 (control negativo), VEGF (control positivo), PC y PE. Test de Turkey con un 

intervalo de confianza del 95%, **p valor ≤ 0,01 ****p valor ≤ 0,0001, N = 23. (C) Cuantificación del 

grosor de los vasos para condiciones de CM generados en ausencia de suero de PC y PE. Test Mann 

Whitney con un intervalo de confianza del 95%. N= 219. (D) Imágenes representativas para las 

condiciones con DMEM/F-12, VEGF, CMs de astrocitos de PC y PE. Barra de tamaño: 2mm. 

respectivamente. Sin embargo, no se observan diferencias significativas entre las 

condiciones CM PC y PE en cuanto al número de vasos generados.  La modificación 

de las redes vasculares de la CAM fue evaluada también considerando el efecto sobre 

el grosor de los vasos a las 48 horas desde la implantación del estímulo, como se 

muestra en la Figura 8 C. Este análisis arrojó que no existen diferencias significativas 

entre el grosor de los vasos generados en las CAM estimuladas con CM de PC y PE 

(Fig. 9C). 
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Se realizó un segundo ensayo CAM. Esta vez los CMs utilizados provenían del mismo 

número de células de siembra original (1,5∙106 cel/mL). Al igual que en el ensayo CAM 

anterior se evaluó tanto el potencial angiogénico mediante la formación de vasos (Fig. 

10A), y la medición del grosor de su diámetro (Fig. 10B). Los resultados muestran que  

 

Figura 10. Ensayo CAM CMs*, obtenido a partir de cultivos sembrados con el mismo número 

celular. (A) Cuantificación de formación de vasos entre PC y PE Test Kolmogorov-Smirnov con un 

intervalo de confianza del 95%. N=19. (B) Cuantificación del grosor de los vasos para condiciones PC 

y PE. (C) Imágenes representativas para las condiciones CMs de astrocitos de PC y PE. Test 

Kolmogorov-Smirnov con un intervalo de confianza del 95%. N=19. ****p valor ≤ 0,0001. 

no existe diferencia significativa entre el conteo de formación de vasos entre los CMs* 

de astrocitos provenientes de PC respecto a los de PE (Fig. 10A). Pero si se encontró 

diferencias significativas en el grosor de los vasos entre PC y PE (Fig. 10B), siendo en 

el promedio del diámetro de los vasos un 16% menor en los PE, respecto a los 

generados por PC. 

Las diferencias encontradas a través de este ensayo nos muestran que existen 

diferencias en las propiedades moduladoras de los CMs ensayados sobre células 

endoteliales. Las diferencias encontradas, sugieren que más que un efecto directo sobre 
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la angiogénesis (nº de vasos), sino que sobre la maduración y/o estabilización de los 

vasos. Lo que no quiere decir que los CMs probados no posean un efecto 

proangiogénico, todo por el contrario ya que el número de vasos se encuentra al nivel 

de VEGF-A (Control positivo). Al comparar los resultados de ambos ensayos CAM 

vemos que ambos no arrojan diferencias en términos de la generación de nuevos vasos 

entre CMs de PC y PE. Esto nos indica que las moléculas capaces de modelar en su 

conjunto no son capaces de superar el efecto generado por VEGF-A por sí solo. Por 

otro lado, se encuentran diferencias es en el grosor de los vasos generados, al comparar 

los ensayos de CMs y CMs*. Esto sugiere que los PC genera vasos más gruesos que 

los PE, propiedad posiblemente atribuible a moléculas capaces de modular la 

maduración y estabilización de los vasos. Debido a que esta diferencia solo se observa 

en el ensayo con CMs*, se sugiere que el efecto se ve ocultado en el ensayo de CMs 

debido a que estos provienen de una diferente cantidad de células, cambiando así la 

concentración relativa de los posibles componentes moduladores. 

4. Discusión y Proyecciones 

Los astrocitos forman parte de la NVU y cumplen un papel clave ya que se 

desenvuelven en la interfaz que contacta el SNC con el sistema vascular. En ella los 

astrocitos junto con BECs, pericitos, y otros componentes celulares y estructurales, 

regulan el paso de sustancias como nutrientes, desechos, y drogas, así como la 

quiescencia del sistema inmune en el SNC, con el fin mantener la homeostasis del 

sistema, que permite tanto su correcto desarrollo como su mantención. Se ha planteado 
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que los astrocitos podrían ser necesarios para la inducción del fenotipo de la BBB 

(Janzer y Raff, 1987), pero no existen pruebas concluyentes respecto a esto. Lo que sí 

parece claro es que los astrocitos son necesarios para la mantención del fenotipo de la 

BBB (Gaillard y col., 2000, Alvarez y col., 2011, Nishitsuji y col., 2011). Cambios en 

el microambiente, provocados por los astrocitos pueden generar la disrupción de la 

BBB (Wang y col., 2014, Argaw y col., 2012), conduciendo así a ciertos problemas en 

el funcionamiento del SNC.  

Se ha visto que existen una serie de procesos que se encuentran desregulados, tanto en 

el desarrollo como el funcionamiento del SNC, en pacientes que padecen de 

esquizofrenia. Entre algunos de estos encontramos alteraciones en las vías 

glutamatérgicas y serotoninérgicas, procesos sinaptogénicos y de mielinización 

postnatales, y la acción del sistema inmune. Todos estos procesos se encuentran en 

parte regulados por las células gliales, y en particular por los astrocitos. Múltiples 

estudios han planteado que los astrocitos estarían contribuyendo tanto al desarrollo 

como la mantención del fenotipo esquizofrénico (recapitulado en Muller y Schwarz, 

2010, Koyama, 2015, Molofsky y col., 2015). A pesar, de que la contribución de los 

astrocitos a la patogénesis de la esquizofrenia ya haya sido estudiada, los estudios 

realizados, tanto en arreglos de ADN (Sugai y col., 2004), qPCR (Catts y col., 2014) o 

detección de moléculas en el suero de pacientes (Schroeter y col., 2002), han sido 

incapaces de determinar un mecanismo de acción que dé cuenta de la contribución de 

los astrocitos a estos mecanismos alterados, concluyendo principalmente que se 

requiere de mayores estudios para generar cualquier afirmación. Interesantemente, un 
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estudio más reciente realizado en ratón ha planteado la importancia de las células 

gliales dentro de la patogénesis de la esquizofrenia (Windrem y col., 2017), y en 

particular de los astrocitos, especulando acerca de su relevancia en los procesos de 

sinaptogénesis y mielinización. Esto datos ponen en evidencia que aún queda mucho 

que dilucidar acerca de la regulación que ejercen los astrocitos en el SNC y su posible 

influencia sobre el desarrollo de la esquizofrenia. 

4.1 Cultivo y caracterización 

El trabajar con hiPSC presenta una importante serie de ventajas en modelamiento de 

enfermedades con un amplio espectro de mutaciones que aumentan el riego de 

desarrollarlas, como es el caso de la esquizofrenia. Esto se ha probado antes, 

encontrándose cambios fenotípicos en astrocitos derivados desde hiPSC debido a 

alteraciones genéticas o ambientales de ciertas patologías (recapitulado en Gonzalez, 

Gregoty y Brennand, 2017). Al mismo tiempo, también permite evaluar las 

perturbaciones individuales de cada paciente, siendo una herramienta para el desarrollo 

de terapias personalizadas. Sin embargo, se presentan una serie de desventajas a la hora 

de intentar generalizar esta herramienta como un modelo para una enfermedad como 

la esquizofrenia, la cual se sabe no tiene un componente únicamente genético, sino 

también ambiental. Debido a que las marcas epigenéticas son eliminadas en el proceso 

de desdiferenciación se es incapaz de evaluar estas perturbaciones. Por otro lado, existe 

una gran heterogeneidad en el perfil genético de los pacientes que limita las 

conclusiones que se puede sacar de estos estudios; esta heterogeneidad también se 
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puede generar dependiendo del método de reprogramación, así como de protocolos de 

diferenciación usados (recapitulado en Hoffman y col., 2019).  

Las condiciones de cultivo establecidas nos permitieron crecer todas las líneas de 

astrocitos, tanto de PC como de PE, para los diferentes experimentos. A pesar de ser 

sembradas y cultivadas bajo las mismas condiciones, no fue posible mantener la misma 

confluencia para todos los cultivos, posiblemente por la heterogeneidad propia de los 

pacientes, problema que no es nuevo dentro del trabajo con hiPSC. Múltiples trabajos 

han evaluado la contribución del perfil genético de los donantes, afirmando que es 

principal responsable en las diferencias encontradas a nivel transcripcional (Rouhani y 

col., 2014, Burrows y col., 2016, Hoffman y col.,2017), por lo que no resulta extraño 

que difieran en sus algunas características fenotípicas como puede la tasa de 

crecimiento. 

Tal como se expuso anteriormente parte de los desafíos del trabajo con estas células 

corresponde a disminuir la heterogeneidad de las mutaciones genéticas presentes en los 

pacientes, agrupando y generando así cohortes más homogéneas en enfermedades con 

una variabilidad tan alta en su perfil genético. Esto en una primera instancia se resume 

en aumentar la cantidad de donantes tanto de PE como PC, una vez hecho esto, 

agruparlos para los estudios en grupos en donde idealmente las mutaciones que 

presenten sean similares. También se ha propuesto trabajar con líneas modificadas a 

través de la técnica CRISPR con el fin de emular mutaciones puntuales que se han 

correlacionado con esquizofrenia, con el fin de generar líneas con un perfil genético 
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más similar (Hoffman y col., 2019). Esta heterogeneidad en las tasas de replicación ya 

había sido observada en el laboratorio del Dr. Stevens Rehen, donde denominaron las 

líneas C2 y ES3 como de alto crecimiento, C1 y ES1 de buen crecimiento, y finalmente 

las líneas C3 y ES2 como de pobre crecimiento. Lo última  está en línea con lo 

reportado es este trabajo en la sección 3.4. Al comparar las líneas con tasas de 

crecimiento más similares, como resultaron ser C2 y ES3 las que se catalogaron como 

de alto crecimiento, vemos que provienen de pacientes de género distinto y de 

tratamientos de reprogramación diferentes, lo que sugiere que las diferencias 

observadas se deben principalmente a diferencias en los perfiles genéticos de cada 

paciente. 

Esto presentó una serie de inconvenientes a la hora de coordinar experimentos que se 

requerían realizar con más de una línea en simultáneo. Otra limitación que se presentó 

es que el tiempo de crecimiento para subcultivo en promedio para las células en 

cuestión era de 2 semanas. Por lo que descongelar un nuevo batch de células con el fin 

de realizar o repetir algún experimento requería de 2 semanas como mínimo para 

generar 1 pasaje, y luego otras 2 semanas para que estas llegasen nuevamente a 

confluencia y se pudiera trabajar con ellas. Esto, debido a que no es recomendable 

someter a las células a un segundo proceso de subcultivo en tiempos muy cercanos, ya 

que las células resienten este proceso pudiendo afectar sus propiedades de proliferación 

y adhesión. 
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Como se ha mencionado, la tasa de crecimiento que poseen las células es un factor a 

considerar tanto a la hora de planificar experimentos, como a la hora de realizarlos. Es 

en vista de esto que se decidió realizar un ensayo de crecimiento con el fin de 

determinar las tasas de crecimiento de cada línea de astrocitos, y se calcularon las tasas 

a partir de un ajuste lineal de los datos obtenidos. El ajuste realizado tomo en cuenta 

cada punto para la construcción del ajuste, no solo el promedio de los datos por punto, 

debido a la dispersión de los datos el ajuste arrojó un valor R2 entre 0,45 y 0,87 para 3 

de las 4 líneas de astrocitos analizadas (C1, C2, ES3). Esto induciría a pensar que el 

ajuste lineal no sería la mejor aproximación para determinar las tasas. Pero, al trabajar 

con el promedio de los datos, el R2 de 3 líneas (C2, ES1, ES3) pasa a estar entre 0,98 

y 0,99. Esto indica que a pesar de que cuando se trabaja con el promedio de los datos, 

éstos muestran un comportamiento lineal. Para corroborar si esta tendencia que se ve 

al trabajar con los promedios, se mantiene al trabajar con los datos individuales, se 

requiere generar un mayor número de datos por condición. Teniendo como mínimo un 

número tal que nos permita evaluar la distribución de los datos, y de ser normales, 

generar mayores análisis que prueben de manera más robusta el comportamiento lineal 

observado bajo las condiciones establecidas.  

La caracterización de los astrocitos se realizó a través de PCRs sobre los genes GFAP 

y S100B, teniendo como genes de referencia GAPDH y B2M. Como se mostró, no hubo 

amplificación de los marcadores de astrocitos, GFAP y S100B, pero sí de los genes de 

referencia para las 4 líneas evaluadas en ese momento (C1, C2, ES1, ES33), al igual 

que para las dos líneas control U87 y U251. Con el fin de evaluar si la falla provenía 
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de los partidores utilizados, o si realmente había una ausencia en la expresión de los 

marcadores de astrocitos, se utilizaron las líneas U87 y U251, como controles positivos 

de GFAP. Estos controles corresponden a líneas inmortalizadas de astrocitoma, se ha 

descrito que la línea U87 expresa GFAP (Herpers, 1986), y proteínas de la familia S100 

(Strojnik, 2010). La amplificación de los marcadores de astrocitos para estas líneas 

también resulto negativa, y positiva para los genes de referencia (Fig. 4). Finalmente, 

se realizó un último PCR con partidores para IL-8, previamente probados en el 

laboratorio, con el fin de corroborar la integridad del cDNA sintetizado, y así 

corroborar que los partidores sintetizados son el problema que impide la amplificación 

de los marcadores deseados. Esto se realizó solamente para 1 línea (ES1), la cual 

amplificó según lo esperado (Fig 4). 

Se realizó una IF buscando la expresión de GFAP, y resultó en que de las dos líneas 

sobre las que se realizó la IF (ES1, ES3), ambas mostraron poseer marca de GFAP. 

Para corroborar que la marca que se observa en la IF corresponde a GFAP, se marcó 

también con faloidina las muestras. Esto ya que la faloidina marca los filamentos de 

actina de la célula, y siendo GFAP la principal proteína que constituye los filamentos 

intermedios en astrocitos maduros (Eng, 1985), la marca de ambas debe colocalizar en 

las células. Eso es lo que se observa en gran medida en la Fig. 5 D y H.  Por otro lado, 

debido a que estas células fueron derivadas desde células troncales neurales para 

corroborar que ninguna de estas células corresponda a células de un linaje neuronal, se 

realizó una IF marcando TUJ1, marcador de neuronas. La IF realizada no mostró marca 

para la línea ES1 (Fig. 5B). Para corroborar que la marca observada corresponde a 
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GFAP se utilizó como control positivo la línea U251, la cual es una línea celular 

inmortalizada de astrocitoma, la cual se ha descrito previamente expresa dicho 

marcador (Kang, 2006). La IF mostró que esta muestra si posee marca de GFAP, y que 

al igual que en las muestras de astrocitos, colocaliza con la marca de faloidina en gran 

parte de la célula. Con esto se corrobora que las líneas con las que se trabajó expresan 

al menos el marcador clásico de astrocito GFAP, por lo que se puede decir 

corresponden a astrocitos. La falla en la amplificación de los genes mediante PCR 

probablemente se deba a un problema en el diseño y/o trabajo con los partidores. Los 

cuales al ser diseñados para este trabajo no fueron probados previamente y a pesar de 

haberse usado herramientas bioinformáticas para testearlos en teoría, estos no lograron 

amplificar los genes tanto para las muestras como los controles positivos. 

El uso de astrocitos derivados de hiPSC probó ser útil para probar la existencia de 

propiedades diferentes que pudiesen existir debido a diferencias genéticas que tuviesen 

los PE, respecto a los PC. Mostrando así cual podría ser la contribución de los 

astrocitos, en particular de su secretoma, en la modulación de las BECs en este nicho 

en particular. El no encontrar diferencias morfológicas entre los diferentes cultivos de 

astrocitos o que, a pesar de encontrar serias diferencias en las tasas de crecimiento éstas 

no se le pudieran atribuir a la condición esquizofrénica, sino más bien al perfil genético 

que cada sujeto, indicaría que la contribución a la enfermedad vendría dada por una 

diferencia en las moléculas secretadas hacia el nicho en cuestión. Al mismo tiempo, el 

trabajar con este tipo de células para una enfermedad que también tiene un componente 

ambiental presenta limitaciones a la hora de intentar determinar un efecto detonante 
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para los cambios observados, pudiendo ser que los cambios en el secretoma u otros 

aspectos se vean activados o exacerbados frente algún insulto que se puede haber 

generado durante el desarrollo de SNC. Como también que la influencia que ejercen 

los astrocitos en la modulación de las células endoteliales se de una u otra forma 

mediada por otro tipo celular que este participando en el nicho como pueden ser los 

pericitos o microglías. Los pericitos se han visto que secretan factores capaces de 

regular la estrechez de la BBB, siendo en parte responsables del tráfico celular al 

regular a las BECs a través de TGF-β secretado al medio (recapitulado en Blanchette y 

Daneman 2015). Por su parte las microglias están más relacionadas con la regulación 

del sistema inmune, que como se mencionó anteriormente, podría dar cuenta en parte 

del desarrollo de la esquizofrenia. Las microglías frente a una injuria o infección se 

activan, generando neuroinflamación, esto posiblemente a través de mecanismos que 

involucran un aumento en especies reactivas de oxígeno (ROS) generado por 

microglías activadas (recapitulado en da Fonseca, 2014).  

4.2 Expresión de moléculas angiogénicas 

El arreglo realizado arrojó que no había diferencias significativas, entre PC (C1, C2) y 

PE (ES1, ES2, ES3), para ninguna de las 55 moléculas secretadas que el kit permite 

medir. Sin embargo, el resultado no permite esclarecer fehacientemente si hay 

diferencias en términos de expresión de moléculas angiogénicas entre los dos grupos 

evaluados. Debido a que no se conoció la cantidad de células de las que provienen cada 

CM. Las diferencias encontradas en los ensayos funcionales no permiten, por ahora, 



 

 

45 

 

ser vinculadas a una proteína en particular y determinar su mecanismo de acción. Las 

diferencias pueden deberse tanto a diferencias en el perfil de expresión de moléculas 

angiogénicas de los astrocitos como un todo, es decir que el delicado balance del 

conjunto de moléculas presentes se interpreta diferencialmente de parte de las células 

endoteliales. Alternativamente, la diferencia funcional podría deberse también a la 

acción de moléculas angiogénicas no canónicas, tales como netrinas, semaforinas y 

efrinas (Longman, Viola y Dharmarajan, 2012, Prieto y col., 2017, Bai, Zhao y Zhao 

2014, Wang y col., 2010). 

El factor maestro de la angiogénesis VEGF, el cual posee varias isoformas (VEGF-

A/B/C), posee varias vías de acción dependiendo del receptor (VEGFR) que une. La 

primera en ser descrita, y la más conocida, corresponde a la interacción de un dímero 

de VEGF-A que interactúa con su recepto (VEGFR2) que también resulta ser un 

homodímero de VEGFR2. Este recepto tirosina quinasa (RTQ) se encuentra en la 

superficie de las células endoteliales y es responsable de la cascada de señalización que 

lleva a un aumento en la migración, proliferación y angiogénesis (Domigan, Ziyad y & 

Iruela-Arispe 2015). Esta vía es la que se denomina canónica. Múltiples estudios han 

probado que esta no es la única vía de señalización por la que puede actuar VEF, ya 

que se ha descrito la interacción con heterodímeros de VEGFR como son VEGFR1-

VEGFR2 y VEGFR2-VEGFR3. Las cascadas de señalización que generan estos 

dímeros de receptores al interactuar con su ligando difieren respecto a las generadas 

por la vía canónica (Autiero y col., 2010, Nilsson y col., 2010, Cudmore y col., 2013). 

Por ejemplo, la interacción con el heterodímero VEGFR1-VEGFR2 lleva 
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exclusivamente a la migración y formación de túbulos. Existen otras vías en donde el 

VEGF no interactúa a través del receptor VEGFR2, a estas las llamaremos vías no-

canónicas.  En estas la interacción es llevada a cabo con moléculas llamadas galectinas 

u otras como las gramilinas; de estas vías aún no se entiende completamente su efecto 

in vivo. Dentro de lo que se sabe, es que las galectinas principalmente modulan 

glicosilaciones en receptores RTQ, siendo capaces de inducir migración celular y 

modular las interacciones célula-célula de las células endoteliales. También se ha visto 

que una galectina (Gal3) es capaz de interactuar con VEGFR2 generando 

multidímeros, lo que amplificará el efecto angiogénico a la hora de que VEGFR2 

interactúe con su ligando. Por otro lado, existen otras vías en donde se es capaz de 

suprimir la acción de VEGFR2 sin la presencia de su ligando, al disminuir su 

concentración en la superficie celular debido a una fosforilación aberrante provocada 

por una quinasa de la familia Src, esto ocurre en ambientes donde han aumentado las 

ROS (Warren y col.,2014). Esta última vía resulta muy interesante en vista de que ROS 

es capaz de activar HIF-1α vía NFκβ (Bonello y col., 2007).  HIF-1α es un factor de 

transcripción activado durante en condiciones de hipoxia, y se ha visto se encuentra 

mutado en la esquizofrenia (Huckins y col., 2019), siendo además la hipoxia durante 

el neurodesarrollo uno de los factores ambientales relacionados con el riego de padecer 

esquizofrenia (recapitulado en Schmidt-Kastner y col., 2012). HIF-1α promueve la 

transcripción de generes relacionados con la angiogénesis, glicogénesis y respuestas 

protectoras, podría estar involucrado en la modulación de la vascularización del SNC 

que sebe está íntimamente relacionado al desarrollo del sistema neural (Maltepe y col., 
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1998, Raab y Plate, 2007), siendo esta otra posible vía que dé cuenta de las alteraciones 

observadas y afirme la hipótesis de la esquizofrenia como una enfermedad del neuro 

desarrollo. 

Claramente, el no poseer más información acerca de los CMs de astrocitos fue la 

principal limitante para poder extraer mayores conclusiones de los ensayos realizados 

con estos. Otro factor limitante, es que las condiciones de cultivo no son iguales a las 

fisiológicas por lo podría ser que la expresión de ciertas moléculas simplemente no 

ocurre bajo estas condiciones. Dentro del patrón de moléculas expresado, encontramos 

que las moléculas más representadas se encuentran altamente expresadas en todas las 

líneas, lo cual es de esperarse debido a que todas son astrocitos y tratados bajo las 

mismas condiciones. En las condiciones de cultivo los astrocitos están completamente 

fuera de su contexto fisiológico. Se ha descrito que tal como ellos ejercen un rol 

regulador sobre otros tipos celulares en contexto de la NVU, ellos también son 

regulados tanto por factores del entorno como señales de células como las BECs 

(Estrada y col., 1990, Wagner y Gardner, 2000). Por lo que es posible, que existan 

diferencias de expresión entre los astrocitos de PC y PE, pero que estas solo se 

presenten cuando están en el nicho correcto o frente a un insulto. Queda para futuras 

investigaciones realizar ensayos de transwell combinando múltiples tipos celulares, 

para reconstruir la NVU in vitro.  

Se planteó generar CM de astrocitos a partir de un número conocido de células. Es 

decir, una vez extraído el CM, las células fueron despegadas y contadas, con el fin de 
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saber cuántas células produjeron ese CM. Al comparar los resultados obtenidos con los 

medios condicionados de estas líneas, respecto a los generados en Brasil, se observa 

que el patrón de expresión se mantiene. En otras palabras, las moléculas más 

representadas son las mismas al analizar los CMs de las mismas líneas. Lo que indicaría 

que la cantidad de células de la que provenga un CM no afecta el patrón de expresión 

de las moléculas perse que estamos detectando. Por otro lado, al analizar los niveles 

individuales de expresión de las moléculas en los CMs vp, vemos que la diferencia de 

expresión es mucho mayor que la encontrada previamente. Teniendo en cuanta que los 

CMs generados provienen de un diferente número celular, se decide normalizar los 

datos por el número de células del que proviene cada CM. Aun así, los niveles de 

expresión de ciertas moléculas siguen más altas, al punto de que podemos encontrar 

diferencias significativas en casi todas las moléculas, cosa que previamente no se 

habían encontrado. Indicando así que la expresión y secreción de moléculas en cultivos 

de astrocitos no es lineal, y que por ende hay que tenerlo como un factor a considerar 

a la hora de desarrollar un modelo de estudio o un posible tratamiento a partir de estas 

células. 

4.3 Ensayos funcionales 

4.3.1 Ensayo angiogénico (in vitro) 

A pesar de no haber encontrado diferencias significativas en el arreglo proteómico de 

moléculas angiogénicas, si se encontraron diferencias en el ensayo al comparar el 

efecto de los CMs provenientes PC de los de PE. No se encontraron diferencias 
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significativas en la generación de ramificaciones, pero si se encontraron diferencias en 

la formación de estructuras tubulares. Esto implica que hay diferencias en el potencial 

angiogénico y/o migratorio que poseen los CMs. Los resultados indican que debido a 

que el CM proveniente de PC generan un mayor número de ramificaciones, es decir, 

que poseen un mayor potencial angiogénico o que el CM proveniente de PE posee un 

mayor potencial antiangiogénico. En vista de que no se observan diferencias 

significativas entre las ramificaciones formadas por los CMs de y las de DMEM/F-12 

(control negativo), se induce a pensar que más que un efecto antiangiogénico por parte 

de los CMs de PE, lo que se observa es un efecto proangiogénico por parte de los CMs 

de PC. El efecto a observado es atribuible a vías proangiogénicas más que a vías 

antiangiogénicas, debido a los resultados presentados en el ensayo CAM generados 

muestran que los CMs ensayados poseen un potencial angiogénico similar al de VEGF. 

Las vías implicadas pueden ser tanto canónicas, como no canónicas, siendo más 

tentativo proponer vías que aumente la ramificación de las células endoteliales y no la 

formación de túbulos. Por lo que la vía clásica VEGF-A/VEGFR2 no sería la mejor de 

las propuestas, ya que esta aumenta tanto la proliferación, migración y angiogénesis de 

las células endoteliales, y el no observar cambios en la formación de estructuras 

tubulares no sería consistente con esta afirmación. Por otro lado, tenemos la vía VEGF-

A/VEGFR2/3, en donde se ha descrito que al interactuar el dímero de VEGF-A con el 

receptor heterodiméricoo es capaz de inducir ramificación de vasos y ramificación de 

las células endoteliales (Nilsson y col., 2010). También, se debe considerar que los 

niveles de VEGF-A detectados para las muestras fueron relativamente homogéneos 
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para los diferentes medios condicionadas testeados,el otro factor a considerar son los 

receptores presentes en las células HUVEC, los cuales por venir del mismo cultivo 

debiesen presentarse en iguales cantidades entre si. Pero, estos dos nos son los únicos 

factores involucrados en vía, existen factores secretados por los astrocitos capaces de 

modular la acción del receptor VEGFR-3 (Gore y col., 2011, Tammela y col., 2011). 

En particular el mecanismo que involucra la regulación a través de la vía Wnt no logra 

dilucidar si la regulación proviene de una vía autocrina o paracrina (Gore y col., 2011), 

dejando la posibilidad a que esta esté regulada por el ligando secretado y, por ende, 

presente en el CM de astrocitos.  

4.3.2 Ensayo angiogénico (in vivo) 

Los datos utilizados para el análisis son el resultado del conteo de 3 personas, esto se 

realizó así con el fin de generar un análisis más robusto. El problema con estos es que 

si uno analiza de forma independiente el conteo por persona los resultados obtenidos 

por cada uno difieren de los del resto, el conteo en este tipo de ensayos puede diferir 

mucho de persona en persona ya que requiere haberse entrenado para generar un 

criterio para reconocer todos los vasos. Esto plantea que parte de la variabilidad 

encontrada en los datos es atribuible a las personas que contaron. 

Los resultados muestran que existe una diferencia entre el control DMEM/F-12 y los 

CMs tanto de PC como PE, mostrando que esto últimos generan una mayor cantidad 

de vasos por lo que tendrían un mayor potencial angiogénico. Nuevamente, esto 

refuerza la idea de que a pensar que hay una vía proangiogénica no canónica 
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involucrada, ya como se mencionó anteriormente no hay diferencias significativas a 

nivel del arreglo proteómico, aunque por las condiciones en que se dio el arreglo 

proteómico se necesitaría una nueva cuantificación, con CM del mismo número de 

células, tanto de PC como PE. Otro factor evaluado dentro del ensayo fue el grosor de 

los nuevos vasos formados, no se encontraron diferencias en este parámetro entre los 

vasos generados por los CMs de PC y PE. Resaltando así la idea de que no existen 

diferencias significativas en el potencial angiogénico entre los CMs de PC y PE. 

Con estos datos en cuenta, nuevamente resulta difícil extraer conclusiones más allá de 

no observarse diferencias en el potencial angiogénico, ya que al no poseer información 

acerca de la cantidad de células de las que proviene cada CM, es posible que el efecto 

de ciertas moléculas que podrían estar modulando favorablemente el proceso no se 

logren observar o se encuentren aumentados en el caso de mecanismos 

antiangiogénicos, cuando no debiese ser así, por lo que debe ser un factor a tener en 

cuenta antes de emitir cualquier juicio. 

Dentro del marco de una colaboración con el laboratorio de Dr. Stevens Rehen (Instituo 

D’Or, Rio de Janeiro, Brasil), se nos pidió elaborar un ensayo CAM a partir de CMs* 

de astrocitos de 3 PC (C, C2, C3) y 3 PE (ES1, ES2, ES3) los cuales si provenían un 

mismo número de células. Los resultados de este ensayo arrojaron que no hay 

diferencias significativas en la formación de vasos entre las condiciones de PC y PE al 

igual que en el ensayo anterior. Pero, si se encontraron diferencias en el grosor de los 

vasos generados, siendo los PC significativamente más gruesos que los PE. Debido a 
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que los CMs* probados provienen del mismo número de células, es más seguro decir 

que existe una diferencia entre los CMs* de PC y de PE. Los resultados presentados, 

sugieren que más que una diferencia en el potencial angiogénico, esto podría dar cuenta 

de vías relacionadas con la maduración y estabilización de los vasos generados durante 

el proceso de estimulación de la CAM entre E8 y E12. 

Se puede especular respecto al origen de estas diferencias observadas, dentro de las 

posibilidades encontramos pueden estar involucradas tanto vías canónicas como no 

canónicas, al igual que vías pro y antiangiogénicas. Según los resultados obtenidos, es 

más seguro afirmar que por los resultados obtenidos en el proteoma, hayan vías no 

canónicas involucradas en la diferencia de potencial angiogénico. Por otro lado, al 

encontrarse diferencias entre CM de PE y el control negativo de DMEM/F-12 (Fig. 

6A), siendo este último significativamente menor, sugiere que no hay vías 

antiangiogénicas sobre- reguladas en los astrocitos de PE. Por lo que las diferencias 

serian atribuibles una mayor cantidad de moléculas proangiogénicas en los CMs de PC, 

o a vías involucradas con la maduración y estabilización de los vasos, las cuales no 

fueron evaluadas directamente este trabajo. Dentro de las vías se especula podrían estar 

involucradas en la modulación de este proceso VEGF, Sonic Hedgehog (SHH), 

Wnt7a/b, Wntb/β-catenina y Notch, entre otras posibles. Estas están implicadas tanto 

en el establecimiento inicial de los vasos (recapitulado en Paredes, Himmels y 

Almodovar 2018), su formación o neovascularización, estabilización y especialización 

(recapitulado en Jain, 2003). Estas vías de señalización son clasificadas como vías 

canónicas de angiogénesis, pero algunas también no canónicas cuando los ligandos de 
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estas vías interactúan con otros receptores como se mencionó anteriormente. Se ha 

descrito que los astrocitos expresan moléculas que forman partes de estas vías de 

señalización como SHH (Alvarez y col., 2011), angiotensinogeno (Wosik y col., 2007), 

JAG1 (Xing y col., 2013) y Wnt (recapitulado en Jha y col., 2018) por mencionar 

algunas. Gran parte de las moléculas secretadas que interactúan con estas vías se 

evaluaron mediante el arreglo proteómico, como VEGF-A, Ang-2, PDGF, TGF-β1, sin 

mostrar diferencias significativas. Pero existen otras moléculas capaces de modelar 

estas vías que no fueron evaluadas, y que podrían dar cuenta de la vía o vías que estarían 

actuando y permitirían dar cuenta de las diferencias observadas. Por ejemplo, la vía 

Hedgehog, particularmente a través de SHH, que sabemos es secretado por astrocitos 

(Wang y col., 2014). SHH es capaz de inducir la expresión de NTN-1 en BECs, 

probándose al administrarse SHH o CM de astrocitos a un cultivo de BECs. NTN-1 

probó ser necesaria para el correcto funcionamiento de la BBB, ya que en su ausencia 

aumenta la producción de citoquinas proinflamatorios que guían hacia una disrupción 

de la BBB. Al mismo tiempo se vio que ésta también regula la integridad de las TJ, lo 

cual favorece el correcto funcionamiento de la BBB (Podjaski y col., 2015). Esta 

regulación que ejerce SHH sobre las BECs, no es la única relevante en la mantención 

del correcto funcionamiento de la BBB, también se ha visto que es capaz de regular la 

quiescencia del sistema inmune a través de la disminución de la expresión de LAMs 

en las BECs (Alvarez y col., 2011). Otra que podría dar cuenta de los efectos 

observados en los ensayos funcionales es PDGF-C. Esta isoforma de la proteína no fue 

evaluada en el arreglo proteómico, pero si sus isoformas A y B. Se ha visto que PDGF-
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C es capaz de regular la maduración y estabilidad de los vasos en glioblastoma, es 

decir, cáncer de astrocitos. Siendo además estos vasos formados más delgados y menos 

permeables que los generados por tumores que no sobre expresan PDGF-C (di Tomaso 

y col., 2009). 

4.4 Proyecciones 

En vista de que no se pudo dilucidar el mecanismo de acción por el cual se generan las 

diferencias observadas en los ensayos funcionales, se plantea una serie de moléculas 

que no fueron evaluadas, pero se sabe que participan en vías que podrían estar 

modulando el proceso angiogénico. Además, se ha visto que las moléculas de estas vías 

están descritas como moléculas que participan en la formación y estabilidad de los 

vasos formados, que son secretadas por los astrocitos. 

Dentro de las moléculas secretadas por los astrocitos que cumplen con esto tenemos a 

SHH, que como ya vimos cumple una doble función. En primer lugar, regula la 

quiescencia del sistema inmune disminuyendo los niveles de moléculas LAMs como 

Icam1 (Alvarez y col., 2011) y induciendo la expresión de NTN-1 en BECs, la cual 

regula la acción de citoquinas proinflamatorias (Podjaski y col., 2015). Por otro lado, 

en el trabajo de Alvarez y col. 2011, también encontraron que la presencia de SHH 

disminuye la difusión paracelular en las BECs, al aumentar la expresión de claudina-

5, este aumento en la expresión de claudina-5, se obtiene de igual manera al suministrar 

CM de astrocitos a las BECs. Las angiopoetinas son agonistas del recepto TIE2, la 

activación de este receptor disminuye la permeabilidad vascular (Pizurki y col. 2003). 
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El angiotensinogeno, molécula secretada por los astrocitos, es precursor de las 

Angiotensinas I-IV, para esto debe ser clivada por Agt y asi unirse como angiotensina 

II al receptor AT1 expresados por BECs (Wosik y col., 2007). Se ha visto que el knock 

out de Agt resulta en una BBB más permeable. En cuanto a ApoE, se ha visto que el 

knock out de esta proteína aumenta la permeabilidad de la BBB, al igual que su 

resistencia transepitelial (Nishitsuji y col. 2011). Otra molécula fundamental en la 

regulación de las propiedades de la BBB es VEGF-A, ya que se ha descrito que posee 

un efecto negativo sobre las TJ actuando sobre claudina-5 y ocludina (Argaw y col., 

2009), llevado a la disrupción de la BBB y con ello a un aumento en la infiltración del 

sistema inmune al SNC. PDGF-C es la única candidata por ahora para poder explicar 

por si sola el efecto sobre la maduración y estabilización de los vasos, observada en los 

ensayos funcionales. Finalmente se propone medir HIF-1α, la cual se sabe encuentra 

mutada en múltiples PE (Huckins y col., 2019), y la cual podría dar cuenta de la 

desregulación de procesos angiogénicos a lo largo del neurodesarrollo, pudiendo estar 

favorecida su acción por la alta presencia de ROS debido a procesos 

neuroinflamatorios. Es así como este conjunto de moléculas serían las primeras 

candidatas para determinar mediante que vía de señalización se están llevando a cabo 

los efectos observados, pudiendo ser incluso todas las mencionadas. 

Otra de las posibles proyecciones del trabajo que se dejaron de lado, es que los 

astrocitos son tanto moduladores como modulados por los diferentes tipos celulares 

presentes en la NVU, por lo que se propone que el desarrollo de co-cultivos es necesario 
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para un mejor entendimiento de la interacción de estos componentes dentro de una 

misma matriz. 

Conclusiones 

El trabajo con líneas primarias derivadas desde hiPSC proporciona la posibilidad de 

experimentar con linajes celulares humanos, como son los astrocitos, debido a la 

imposibilidad de extraer de este tejido de un organismo humano vivo. Al mismo 

tiempo, plantea desafíos y limitantes, como la capacidad limitada de replicación que 

poseen y sus características propias por su perfil genético, como su velocidad de 

crecimiento. Este seminario de título logró implementar el cultivo de astrocitos, 

combinado con la programación de experimentos y la primera caracterización de las 

líneas. La caracterización de las líneas es fundamental, debido a que uno está 

diferenciando desde un estadio más temprano del desarrollo (células troncales 

neurales) para poder trabajar con el linaje deseado. A pesar de que esto no constituyó 

un objetivo particular del seminario, se menciona ya que fue parte esencial establecer 

estas condiciones de cultivo para el correcto desarrollo de los objetivos. 

Utilizando primeramente los CMs, de los cuales se desconoce el número de células del 

que provienen, se logró determinar un perfil de expresión para moléculas angiogénicas 

canónicas. En vista de que no se encontraron diferencias significativas entre los CMs 

de PC y de PE, tanto para los secretomas CMs com CMs vp, deja abierta la duda a si, 

de existir un desbalance en nicho angiogénico, este se encuentre desregulado por acción 

de los astrocitos. Por lo que solo se cumple parcialmente el objetivo 1, sin poder 
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descartar si las moléculas angiogénicas no canónicas se encuentran expresadas 

diferentemente entre los CMs de PC y PE. 

De los ensayos funcionales se desprende que existen diferencias del potencial 

angiogénico de los CMs entre PC y PE. Debido a que no se puede afirmar con certeza 

que existan diferencias en el perfil de secreción de moléculas angiogénicas de los 

astrocitos provenientes de PC, respecto a los PE, no se puede afirmar que las diferencias 

observadas se deban a vías directamente relacionadas con a la angiogénesis. Señalando 

nuevamente, que es necesario indagar más a profundidad en que moléculas presentes 

en el CM de los astrocitos podría dar cuenta de los fenómenos observados en los 

ensayos funcionales. 

Finalmente, con la información recabada se afirma que existe un potencial angiogénico 

diferencial entre los CMs de PC y PE, y que de existir un desbalance en el nicho 

neuroangiogénico este tipo celular estaría contribuyendo, pero sin poder dilucidarse 

cual sería a vía de señalización o si este es suficiente para contribuir la disrupción de 

la BBB. 
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Anexos 

Anexo 1. Líneas de hiPSC utilizadas para el estudio. 

Célula Grupo Género Fuente celular Técnica de reprogramación Diagnostico Cariotipo 

C1 control M Fibroblasto Kit cytotune 1.0 (ThermoFisher) Sano 46, XY 

C2 control M Fibroblasto Kit cytotune 1.0 (ThermoFisher) Sano 46, XY 

C3 control F Fibroblasto (OCT4, SOX2, KLF4, MYC, LIN28) Sano 46, XX 

ES1 esquizofrénico M Fibroblasto Kit cytotune 1.0 (ThermoFisher) Esquizofrenia paranoica 46, XY 

ES2 esquizofrénico M Fibroblasto (OCT4, SOX2, KLF4, MYC, LIN28) Esquizofrenia paranoica 46, XY 

ES3 esquizofrénico F Fibroblasto (OCT4, SOX2, KLF4, MYC, LIN28) Desorden esquizoafectivo 46, XX 

Datos clínicos de los pacientes sobre los cuales se extrajeron células para su reprogramación a hiPSC, 

entregados por el laboratorio del Dr. Steven Rehen. 

 

Anexo 2. Partidores utilizados en el estudio.  

Gen Anterógrado 5'-3' Retrógrado 5'-3' 

GAPDH CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC CCACCACCCTGTTGCTGTAG 

B2M GCTATCCAGCGTACTCCAAA GAAAGACCAGTCCTTGCTGA 

GFAP AAGCACGAAGCCAACGACTA TTCCCCGTCTTTGGTGCTTT 

S100B AGACGGTCATGCAAGAAAGC ATGCAGGCCGTTAAAACAGC 

IL-8 GAGGGTTGTGGAGAAGTTTTT CTGGCATCTTCACTGATTCTT 

Partidores de GFAP y de S100B fueron generados a partir del programa AmplifX bajo las condiciones 

indicadas en la sección 2.X. Se probó teóricamente su función a través de la herramienta PrimerBlast. 

 


