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RESUMEN 

La esquizofrenia es un trastorno psiquiátrico cuyo origen, la evidencia apunta, se remonta al 

neurodesarrollo. Durante el proceso embrionario el sistema vascular y nervioso se desarrollan de 

manera concomitante e interactúan en un nicho definido como unidad neurovascular. Alteraciones 

en el establecimiento de esta comunicación neurovascular podrían generar una posible 

predisposición hacía la esquizofrenia. Al modelar este trastorno mediante el uso de células 

pluripotentes inducidas diferenciadas a cultivos neuronales, se ha reportado una conectividad 

funcional alterada en las redes neuronales. Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen 

este fenómeno y, en particular, la contribución del nicho neurovascular, no han sido estudiados. En 

este seminario de título se buscó contribuir a estas interrogantes mediante la evaluación 

comparativa de la expresión de genes asociados a sinapsis y conectividad funcional durante el 

transcurso de la maduración neuronal de neuronas, diferenciadas a partir de células pluripotentes 

inducidas, y posterior análisis de la composición proteica del secretoma de los principales 

componentes celulares de la unidad neurovascular: células troncal neurales, neuronas, astrocitos y 

células endoteliales de cerebro. Se observaron diferencias al evaluar el curso temporal de la 

expresión génica entre muestras provenientes de pacientes con esquizofrenia y sujetos sanos, tanto 

para genes metabólicos tales como ATP5F1D, como genes asociados al desarrollo neuronal como 

CDK5R1 y genes asociados a sinapsis (SYP, HOMER1 y GRIN1). Estos resultados sugieren una 

maduración de las redes neuronales con una expresión génica alterada en la esquizofrenia, que 

promueve anomalías en la conectividad sináptica y en el balance excitatorio/inhibitorio. En todos 

los componentes celulares de la unidad neurovascular evaluados se encontró una secreción de 

moléculas neuro-angiogénicas que promueven el desarrollo concomitante de los sistemas vascular 

y nervioso. Sin embargo, en la condición de esquizofrenia se reporta un secretoma menos 

neurotrófico, un ligero aumento de factores mitogénicos y una disminución transversal de uPA, una 

molécula clave en la formación de conexiones sinápticas. Estos resultados sugieren un ambiente 

perjudicial para el establecimiento y maduración de redes neuronales en esquizofrenia. Los 

resultados de este trabajo contribuyen a la caracterización de las anomalías sinápticas previamente 

observadas en cultivos neuronales provenientes de pacientes con esquizofrenia, incluyendo el 

análisis de la expresión génica durante su maduración, y refuerzan la importancia del nicho 

neurovascular. 
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ABSTRACT 

Schizophrenia is a neurodevelopmental psychiatric disorder, an embryonic process in which the 

vascular and nervous systems develop concomitantly, interacting in a specific niche defined as the 

neurovascular unit. Alterations in this interaction could lead to a proneness towards schizophrenia. 

The study of this disorder using human induced pluripotent stem cells differentiated into neuronal 

cultures describes less dynamic functional connectivity in neuronal networks. But neither the 

molecular basis underlying this phenomenon nor the contribution of the neurovascular niche 

secretome has been explored so far. This thesis aimed to increase our current understanding of 

these issues through the comparative analysis of gene expression related to functional activity 

during the neuronal culture maturation, followed by the analysis of the protein composition of the 

neurovascular unit secretome; in particular, its main cellular components: neural stem cells, 

neurons, astrocytes, and brain endothelial cells. Over the temporal course of neuronal 

differentiation, we observed an altered gene expression in schizophrenia for metabolic genes such 

as ATP5F1D, neurodevelopmental genes like CDK5R1, and synapsis-associated genes (SYP, HOMER 

1, and GRIN1). These results suggest that the maturation process of the neuronal networks in 

schizophrenia possesses a unique gene expression pattern, which could promote anomalies in the 

synaptic connectivity and the balance between excitatory/inhibitory synapses throughout its 

differentiation. Regarding the secretome analyses, we observed the presence of neuro-angiogenic 

molecules in all its cellular components. Nevertheless, the schizophrenia neurovascular unit 

secretome was less neurotrophic, with a slight increase in mitogenic factors and a transversal 

decrease in the uPA levels, a key molecule in synaptic connections. These results suggest a 

detrimental environment for the establishment and maturation of the neuronal networks in 

schizophrenia. The present work contributes to the depiction of the underlying synaptic anomalies 

previously described in schizophrenia-derived neuronal cultures, integrating gene expression 

through neuronal maturation, and considering the neurovascular niche perspective. 
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INTRODUCCIÓN 

1.1 Un cambio de paradigma para abordar el estudio de la esquizofrenia: una enfermedad 

neurovascular y del neurodesarrollo. 

La esquizofrenia (SZ) es un trastorno psiquiátrico complejo, de carácter crónico, que afecta 

aproximadamente al 1% de la población mundial (Harvey y col., 2019). La SZ se comenzó a 

considerar como un trastorno mental -a comienzos de 1900 (Jablensky, 2010). En este contexto es 

interesante revisar el trabajo del psiquiatra suizo Eugene Bleuler quien acuñó el término 

esquizofrenia, el cual viene de la conjugación de dos palabras griegas y se traduce como “mente 

dividida”. Si bien este término puede causar confusión con el trastorno de personalidad múltiple, 

Bleuler utilizó este término para enfatizar el quiebre de diversas funciones psíquicas como una de 

las características más prevalentes en la enfermedad. Bleuler, indicaba que “en cada caso, hay una 

evidencia del quiebre de funciones psicológicas: a medida que avanza la enfermedad, la 

personalidad e identidad de la persona pierde su cohesión” (Tillman, 1951).  

La SZ se caracteriza por la percepción alterada de la realidad por parte del paciente, que a su vez 

repercute en sus relaciones sociales, laborales y familiares (Harvey y col., 2019). Los síntomas se 

comienzan a manifestar en la adolescencia tardía o adultez temprana y se presentan en un amplio 

espectro que varía según el paciente y, dentro de un mismo paciente, según el transcurso de su vida 

(Harvey y col., 2019). Estos síntomas se clasifican en tres categorías: los síntomas positivos como las 

alucinaciones, delirios, discurso desorganizado y conductas motoras desorganizadas; los síntomas 

negativos como anhedonia, discurso reducido y catatonia; y los síntomas cognitivos con un 

detrimento en las capacidades cognitivas como son mantener la atención, la memoria de corto plazo 

y la capacidad de realizar funciones ejecutivas básicas (Patel y col., 2014). 
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A nivel fisiológico, se ha reportado la pérdida progresiva de materia gris y una cantidad sustancial 

de trabajos ha reportado deficiencias en la conectividad neuronal entre distintas regiones del 

cerebro, con disfunciones a nivel sináptico y anormalidades en el balance sináptico excitatorio/ 

inhibitorio (Kantrowitz & Javitt, 2010; Inan y col., 2013; Di Lorenzo y col., 2015; Zhuo y col., 2014; 

Ribolsi y col., 2014). Estos estudios han sido realizados mediante técnicas no invasivas, que estudian 

la dinámica de flujos hemodinámicos y la asocian a actividad cerebral, comparando entre pacientes 

con SZ y sujetos sanos (HC, del inglés Healthy Control), complementado con análisis en tejidos 

postmortem (Erdeniz y col., 2017; Spencer y col., 2009). Por otro lado, se ha descrito una 

neuroinflamación crónica en los pacientes, específicamente en la corteza prefrontal dorsolateral 

(López-González y col., 2019). 

Hoy en día, no existe cura para la SZ. Los tratamientos disponibles están enfocados en tratar los 

síntomas positivos y poseen un efecto reducido sobre los síntomas negativos y cognitivos (Patel y 

col., 2014). Además, se ha estimado que sólo son eficientes en el tratamiento de la mitad de los 

pacientes y usualmente conllevan efectos secundarios de carácter metabólico y neurológico 

(Stępnicki y col., 2018).  

La manifestación tardía de síntomas en los pacientes y la pérdida progresiva de materia gris a lo 

largo del curso de su vida llevaron a plantear, en un comienzo, que el origen de esta enfermedad 

era de carácter neurodegenerativo (Kochunov & Hong, 2014). Sin embargo, hallazgos sobre el 

proceso del neurodesarrollo en humanos y la identificación de marcas genéticas características de 

pacientes SZ ha contribuido a una hipótesis que define a la SZ como una enfermedad del 

neurodesarrollo. Dentro de las evidencias que sustentan esta hipótesis se encuentra que los genes 

relacionados con la enfermedad son, en su mayoría, genes que normalmente se expresan en etapas 
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fetales del desarrollo, más que en etapas postnatales (Harrison, 2014; Schizophrenia Working Group 

of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014; Trubetskoy y col., 2022). 

La etiología de SZ es altamente compleja y se considera que posee un origen multifactorial. El 

componente genético es importante y muy heterogéneo, contando con la descripción de al menos 

287 locis relacionados con la SZ (Trubetskoy y col.,2022). Sin embargo, la predisposición genética no 

es suficiente para el desencadenamiento de la enfermedad. Factores ambientales, en periodos pre 

y postnatales son claves para su manifestación en la vida del paciente. La hipoxia prenatal, la 

restricción calórica materna, la exposición a traumas, la depresión y el consumo de drogas 

psicotrópicas, pueden gatillar esta enfermedad (Susser & St Clair, 2013; Harvey y col., 2019). 

Una de las primeras observaciones del Dr.  Bleuler sobre tejidos postmortem de pacientes incluyen 

una interesante observación: “La fragilidad de los vasos sanguíneos que aparece en varios 

esquizofrénicos, tanto agudos como crónicos, pareciese indicar una patología vascular” (Tillman, 

1951). A pesar de esto, los estudios por gran parte del siglo se enfocaron en el estudio del 

componente nervioso de esta enfermedad. Sin embargo, en las últimas décadas las observaciones 

de Bleuler han vuelto a resonar, permitiendo una perspectiva más integradora, que contempla el 

componente vascular además del neural (Jablensky, 2010). 

Respecto al componente vascular en SZ, se ha reportado un reducido número de vasos sanguíneos 

en la corteza frontal de pacientes con SZ, con una microvasculatura anómala, de carácter delgado y 

tortuoso (Andreasen y col., 1997). Se ha reportado que, en ciertas zonas del cerebro, los pacientes 

tienen un flujo sanguíneo cerebral reducido respecto a HC (Lopes y col., 2015; Katsel y col., 2017). 

Además, de forma consistente, se ha observado una barrera hematoencefálica hiperpermeable, lo 

que permite el paso de agentes del sistema inmune o de citoquinas proinflamatorias al cerebro, 

contribuyendo a la neuroinflamación ya mencionada (Baruah & Vasudevan, 2019).  
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Considerando entonces que tanto el componente vascular como neural se describen de manera 

anormal en SZ, es importante estudiar en el contexto del desarrollo embrionario del sistema 

nervioso central (CNS, del inglés Central Nervous System) la constitución de ambos componentes.  

 

1.2 La vascularización del cerebro en el desarrollo embrionario: el establecimiento de la 

unidad neurovascular. 

La íntima relación entre la actividad neuronal y el flujo sanguíneo es clave para el funcionamiento 

del CNS, por lo que una falla en esta interacción podría generar fisiopatologías que causan 

enfermedades tales como la SZ (Katsel y col., 2017).  

El cerebro es un órgano que necesita una constante fuente de oxígeno y nutrientes para su correcto 

desarrollo y funcionamiento; la falta de reservas energéticas en éste demanda un flujo rápido y 

constante que se entrega a través de una intrincada red de vasos sanguíneos (Watts y col., 2018). 

Las redes de microvasculatura cerebral se distribuyen espacialmente de manera casi idéntica a las 

redes neuronales (Di Giovanna y col., 2018). Además, existe una importante comunicación entre 

ambos sistemas; estudios muestran que la actividad de una neurona es suficiente para dilatar o 

contraer los vasos vecinos (Cauli, 2004). 

Esta intrincada red es el resultado del desarrollo concomitante de ambos sistemas a nivel 

espaciotemporal durante el desarrollo embrionario temprano (James & Mukouyama, 2011). Desde 

el interior del tubo neural, las células progenitoras neurales, mediante la secreción del factor pro-

angiogénico VEGFA, reclutan angioblastos y células endoteliales hacia a la superficie del tubo neural, 

los que se diferenciarán y formarán la microvasculatura del cerebro (James & Mukouyama, 2011) 

(véase figura 1-A). Las células endoteliales cerebrales (BEC, del inglés Brain Endothelial Cells) forman 

un rudimentario sistema de vascularización conocido como el plexo pial capilar. A medida que 
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avanza el desarrollo embrionario y comienza la diferenciación de las células progenitoras neurales 

a neuronas, las células endoteliales de cerebro que conforman el plexo pial capilar invadirán el tubo 

neural, guiadas por factores solubles secretados por las células progenitoras neurales desde el 

interior del tubo, para generar nuevos vasos sanguíneos y así iniciar la vascularización del cerebro 

(Engelhardt & Liebner, 2014) (véase figura 1-B). El proceso de generar vasos sanguíneos a partir de 

vasos ya existentes se conoce como el proceso de angiogénesis, que no debe confundirse con la 

vasculogénesis, la cual corresponde a la formación de novo de vasos sanguíneos.  

En la superficie del tubo neural, los puntos en que los vasos sanguíneos penetran para luego 

vascularizar -mediante angiogénesis- el interior del tubo, son resultado de procesos finamente 

regulados mediante la presencia de factores solubles, con sus concentraciones definidas por los 

componentes de la matriz extracelular (ECM, el inglés Extra Cellular Matrix) (Ben‐Zvi & Liebner, 

2021). La composición de la ECM es dinámica y clave en el neurodesarrollo, propiciando gradientes 

de moléculas con diversas funciones. Por ejemplo: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular A, 

VEGFA (del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor A), Factor de crecimiento Derivado de 

Plaquetas, PDGF (del inglés Platelet Derived Growth Factor) y factores de la familia Wnt son 

secretadas por las células progenitoras neurales y propiciarán la migración de las células 

endoteliales de cerebro al tubo neural; moléculas como la Proteína de Unión a Factor de 

Crecimiento similar a Insulina 2, IGFBP2 (del inglés Insulin Like Growth Factor Binding Protein 2) o el 

Factor Derivado de Pigmento del Epitelio, PEDF (del inglés Pigment epithelium-derived factor) 

promueven la auto-renovación de las células troncales neurales, manteniendo un pool de estas a 

través del neurodesarrollo; el Activador de Plasminógeno tipo uroquinasa, uPA (del inglés, urokinase 

type Plasminogen Activator), Reelina y la Metaloproteinasa de Matriz 9 (MMP-9)  son ejemplos de 

proteínas remodeladoras de ECM que permiten la proyección axonal y establecer conexiones 
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sinápticas, procesos claves en la maduración de cultivos neuronales (Lino y col., 2014; Merino y col., 

2018; Reinhard y col., 2015; Shen y col., 2019). Dichos factores son ejemplos de la variada gama 

secretada por los componentes celulares de la unidad neurovascular y que permiten una 

vascularización que se desarrolla en conjunto con las primeras estructuras anatómicas del cerebro. 

(Ruhrberg y col., 2002).   

 

Figura 1. Desarrollo Neurovascular embrionario.  El esquema representa los primeros procesos de 
interacción entre los sistemas nervioso y vascular durante el desarrollo embrionario. En (A), el reclutamiento 
de angioblastos y Células Endoteliales de Cerebro a la superficie del tubo neural por parte de las células 
progenitoras neurales, y en (B) la posterior invasión del tubo neural por parte de las Células Endoteliales de 
Cerebro (Modificado de James & Mukouyama, 2011). 
 

Las células endoteliales de cerebro en este contexto interactúan con otros componentes celulares 

del CNS, lo que permite mantener la integridad de los vasos sanguíneos y las propiedades 

particulares de la interfaz altamente selectiva entre el sistema circulatorio y el CNS, la Barrera 

Hematoencefálica (BBB, del inglés Blood Brain Barrier) (James & Mukouyama, 2011). La unidad 

funcional de esta estructura se define como la unidad neurovascular (NVU, del inglés Neurovascular 

Unit) y corresponde al nicho en el que interactúan los componentes celulares neurales con los 

vasculares, es decir el ambiente discreto en el que coinciden componentes celulares, la totalidad de 
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factores secretados al medio y los componentes estructurales de matriz extracelular generada por 

las células que componen el nicho (Iadecola, 2017). La unidad neurovascular es dinámica y 

evoluciona tanto en sus componentes celulares como moleculares a través del desarrollo (Iadecola, 

2017). 

Se ha reportado que diversos factores que participan en el reclutamiento de vasos y en el proceso 

de angiogénesis también tienen efectos en el sistema nervioso. Por ejemplo, el principal factor 

secretado por las células progenitoras neurales corresponde a VEGFA, un factor clave en la 

angiogénesis, el cual se ha relacionado con la vía de señalización de Wnt/β-catenina, clave en 

procesos de desarrollo neural, transmisión y plasticidad sináptica (Casas y col., 2022 ii; Stenman y 

col., 2008). VEGFA no solo afecta la angiogénesis; en su ausencia se ha reportado un desarrollo 

alterado del tubo neural, lo que da evidencia de las propiedades neurogénicas de esta molécula 

(Ruhrberg y col., 2002; Gerhardt y col., 2003). Además, se ha evidenciado que las células 

endoteliales inducen la neurogénesis (la diferenciación de neuronas) en el CNS en desarrollo y la 

auto-renovación de las células troncales neurales, progenitoras de las células progenitoras neurales 

en el linaje neural (Karakatsani y col., 2019; Shen y col., 2004). Es a partir de la premisa de que ambos 

sistemas son co-dependientes que surge el término de la neuro-angiogénesis, el cual hace referencia 

al desarrollo coordinado de neuronas y vasos sanguíneos (Casas y col., 2018). 

Como se mencionó anteriormente, en cuanto se genera la invasión de las células endoteliales de 

cerebro al tubo neural, estas reclutan pericitos y establecen una red de vasos con permeabilidad 

altamente selectiva, la BBB (Abbott y col., 2010). Esta interfaz entre la sangre y el parénquima del 

cerebro permite el paso de nutrientes y el desecho de toxinas, siendo clave para mantener la 

homeostasis del cerebro. La reducida permeabilidad de esta estructura se debe de manera directa 

a la presencia de características particulares de las células endoteliales de cerebro, inducidas por su 
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contacto con células del linaje neural (Keaney & Campbell, 2015). Las células endoteliales de cerebro 

generan un endotelio continuo, es decir, con ausencia de fenestraciones; presentan proteínas de 

unión estrecha específicas, que cierran el espacio entre células adyacentes; presentan una 

transcitosis reducida y poseen transportadores de eflujo e influjo altamente específicos (Keaney & 

Campbell, 2015; Langen y col., 2019). Los pericitos contribuyen indirectamente tanto a la 

mantención de la estabilidad del vaso sanguíneo como a la angiogénesis (Armulik y col., 2011). 

Gracias a sus características contráctiles, los pericitos aportan a la contracción de la 

microvasculatura y, por ende, al flujo sanguíneo cerebral (CBF, del inglés Cerebral Blood Flow) (Hall 

y col., 2014). Los astrocitos también favorecen la disminución de la permeabilidad de la BBB de 

manera indirecta: alrededor de la semana 15 post-concepción se generan las primeras poblaciones 

de astrocitos, que se establecen en los capilares endoteliales y recubren con su pie astrocítico 

aproximadamente el 99% de la superficie luminal de los vasos sanguíneos, aportando a mantener 

la integridad de la BBB y controlando el flujo cerebral sanguíneo (Daneman y col., 2010; Abbott y 

col., 2010). En este microambiente, en donde los componentes celulares están muy cercanos unos 

a otros, el secretoma de estas células, es decir la totalidad de factores liberados al medio (moléculas, 

vesículas y microvesículas) tendrá una repercusión sobre todos los componentes de la unidad 

neurovascular para su correcto desarrollo y funcionalidad. En ese sentido, un desbalance en los 

factores solubles secretados en este nicho repercutirá en el desarrollo del CNS y, por consiguiente, 

podría contribuir al desarrollo de enfermedades tales como la SZ. 
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1.3 Los principales componentes de la Unidad Neurovascular: Células Endoteliales de 

Cerebro, Células Troncal Neurales, astrocitos y neuronas. 

La unidad neurovascular está compuesta de células endoteliales de cerebro, célula troncal neural, 

astrocitos, neuronas, pericitos y microglias. Estos componentes celulares se ilustran a continuación, 

en la figura 2.  

 

 

Figura 2. Los componentes celulares de la unidad neurovascular están estrechamente 
relacionados. El esquema presenta los principales tipos celulares de la unidad neurovascular. A la izquierda 
el esquema general, en donde se destaca que las células del CNS se encuentran íntimamente relacionadas 
con los vasos sanguíneos, que a su vez están compuestos por células del sistema vascular (destacado a la 
derecha) (Modificado de Casas y col. 2022 i). 
 
Tal como se ha explicitado, las células endoteliales de cerebro poseen un fenotipo diferente al resto 

de células endoteliales del cuerpo. Su morfología es alargada y aplanada, se encuentran unidas por 

proteínas de unión estrecha, se induce la ausencia de fenestraciones gracias a la proximidad e 

influencia de células de linaje neural y se ha reportado que poseen un mayor número de 

mitocondrias (Abbott y col., 2010; Abbott, 2004). Se ha descrito que, mediante factores solubles, las 

células endoteliales inducen la auto-renovación de las células troncales neurales y luego promueven 
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la diferenciación hacia una población neuronal (Shen y col., 2004). En la adultez, el pool de células 

troncales neurales se mantiene en la proximidad de los vasos sanguíneos, proyectando un pie para 

entrar en contacto directo con las células endoteliales de cerebro y mediante este contacto célula- 

célula, se mantiene su quiescencia e identidad de célula multipotente (Ottone y col., 2014). 

Las células troncales neurales son las células precursoras del linaje neural, que mediante división 

asimétrica generan diversos tipos de neuronas y células gliales como los astrocitos, además de 

dividirse de manera simétrica manteniendo la auto-renovación, es decir, dos tipos celulares con el 

mismo potencial de diferenciación multipotente (Gage, 2000; Yao y col., 2012). La diferenciación, 

migración y mantención de un equilibrio entre células troncales neurales que se auto-renuevan y se 

diferencian a lo largo del tiempo del desarrollo embrionario, es clave para generar la correcta 

migración neuronal que dará origen a las capas corticales (Pollen y col., 2014; Zhao & Moore, 2017). 

Mediante factores difusibles secretados por las células endoteliales de cerebro se mantiene el pool 

de células troncales neurales y se favorece su diferenciación a poblaciones neuronales (Shen y col., 

2004). A su vez, se ha demostrado que a medida que las células troncales neurales se diferencian, 

inducen las propiedades de permeabilidad en la BBB, induciendo expresión de proteínas de unión 

estrecha e inhibiendo la formación de fenestraciones en el epitelio (Weidenfeller y col., 2007). 

Los astrocitos son las células más abundantes en el CNS y sus funciones principales implican: i) 

compartimentalizar el parénquima neural mediante el amplio contacto de su pie astrocítico con la 

superficie del vaso sanguíneo; ii) mantener la homeostasis iónica del espacio extracelular; y iii) 

proveer sustratos energéticos a neuronas para la síntesis y liberación de neurotransmisores, siendo 

claves en el establecer y modular la sinapsis (Volterra & Meldolesi, 2005; Sofroniew y col., 2009; 

Kadry y col., 2020; Haydon, 2001). De hecho, se ha descrito que el pie astrocítico es un punto de 

control esencial en el metabolismo del cerebro (Wolburg y col., 2009). Los astrocitos también han 



 

27 

 

demostrado ser clave en el establecimiento de la BBB, mediante el contacto directo con las células 

endoteliales de cerebro y la liberación de factores solubles al medio. Al cultivar monocapas de 

células endoteliales de cerebro bovinas en medio condicionado de astrocitos de rata, aumenta 

significativamente la resistencia transendotelial de los cultivos, un indicativo de la permeabilidad 

reducida (Rubin y col., 1991; Nehaus y col., 1991).   

Otro importante componente de la unidad neurovascular son las neuronas. La función principal de 

estas es transmitir e integrar la información proveniente de otras neuronas en un circuito neural. 

Sus propiedades electrofisiológicas generan diferencias de potencial de acción, que permite 

propagar impulsos eléctricos a través de proyecciones especiales llamadas axones, hacia terminales 

en los que se liberan vesículas con neurotransmisores, hacia una neurona diana, específicamente 

proyecciones ramificadas desde el cuerpo neuronal, denominadas dendritas. Este proceso eléctrico 

y químico por el que se transmite información entre neuronas, se denomina sinapsis (Südhof & 

Malenka, 2008).  Este proceso se repite a lo largo de conexiones neuronales, generando circuitos 

coordinados de neuronas o redes neuronales, que a su vez formarán las vías activas de 

procesamiento de información y actividad cerebral, que permitirá percibir y responder frente a 

estímulos del medio (Südhof & Malenka, 2008). Los circuitos neuronales se establecen 

dinámicamente durante el desarrollo y son determinados por factores genéticos, morfogenéticos y 

por dinámicas de actividad espontánea y sensorial. Por otro lado, en estos circuitos neuronales el 

balance excitatorio/inhibitorio es dinámico durante el desarrollo y puede alterar las propiedades y 

topología de las redes (Sadeh & Clopath, 2021). Este balance se puede ver alterado en patologías 

como la SZ (Inan y col., 2013). En neuronas maduras del CNS, en general, el neurotransmisor GABA 

genera una respuesta inhibitoria y el Glutamato genera una respuesta excitatoria (Südhof & 

Malenka, 2008). Las neuronas conforman la unidad neurovascular mediante su unión directa a los 



 

28 

 

astrocitos. A pesar de esto, la actividad neuronal regula directamente el CBF mediante la vía del 

óxido nítrico (NO) y de manera indirecta, mediante la comunicación con los astrocitos (Zonta y col., 

2002). Más allá de su función clásica de transducción de señales y sinapsis, las neuronas se han visto 

también implicadas en el desarrollo vascular y de la BBB mediante la acción de gradientes de 

neurotransmisores, tanto en etapas pre como postnatales (Lacoste y col., 2014; Whiteus y col., 

2013).   

 

1.4 Las células troncales pluripotentes inducidas humanas como modelo para recapitular la 

unidad neurovascular SZ en el neurodesarrollo. 

Se ha establecido que la SZ es un trastorno del neurodesarrollo, que implica un fallido desarrollo y 

funcionamiento de los principales componentes celulares de la unidad neurovascular, conllevando 

una BBB defectuosa (Baruah & Vasudevan, 2019). Los modelos de estudio clásicos, mencionados a 

continuación, no logran recapitular de una manera integrativa la fisiopatología multisistémica de la 

enfermedad en etapas embrionarias tempranas (Brennand & Gage, 2011). Tejidos postmortem o 

técnicas no invasivas como la imágen de resonancia magnética funcional (fMRI) nos dan una noción 

de las alteraciones que presenta el CNS del paciente en esa etapa específica de la vida, más no nos 

entregan mucha información sobre su posible origen (Brennand & Gage, 2011). 

Por otro lado, los modelos animales actuales no se diseñan con el objetivo de recrear el equivalente 

humano de la enfermedad, sino más bien con el objetivo modelar síntomas específicos, hipótesis 

mecanísticas o causales, así como también la prueba inicial de fármacos (Jones, y col., 2011), por lo 

que no son un modelo efectivo para estudiar el desarrollo embrionario en SZ. 

En la última veintena ha surgido un modelo atractivo para el estudio de etapas tempranas del 

desarrollo: Las células troncales pluripotentes inducidas humanas (hiPSC, del inglés human induced 
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Pluripotent Stem Cells). El modelo propuesto el 2006 por los Dres. Shinya Yamanaka y Kazutoshi 

Takahashi consiste, a grandes rasgos, en obtener una muestra de células somáticas del paciente y 

reprogramarlas a través de la incorporación de factores de transcripción expresados en etapas 

tempranas del desarrollo, como Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4, para así lograr un estado pluripotente 

en estas, análogo al de las células troncales embrionarias (Takahashi & Yamanaka, 2006). Luego de 

la reprogramación se puede inducir la diferenciación y obtener distintos linajes celulares, tales como 

los que componen el nicho neuro-angiogénico, manteniendo la identidad genética del donante 

(Brennand & Gage, 2011). Por otro lado, este modelo permite una aproximación modular, en la que 

se puede complejizar cada vez más el sistema, por ejemplo, co-cultivando distintos tipos celulares 

para simular interacciones de la unidad neurovascular o generando incluso órganos rudimentarios, 

denominados organoides (Brennand & Gage, 2011). En la figura 3 se ilustran los pasos principales 

para trabajar con el modelo de las hiPSC descrito. 

 

Figura 3. hiPSC como modelo para estudiar los componentes celulares de la unidad 
neurovascular en SZ. La figura resume los pasos principales para generar los diferentes tipos celulares de 
la unidad neurovascular, diferenciados a partir de muestras somáticas de pacientes y sujetos control. 

 
 
Diversos grupos de trabajo han caracterizado morfológica y funcionalmente cultivos celulares 

derivados de hiPSC de pacientes con SZ en etapas tempranas del desarrollo, así como también 
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mediante el establecimiento de estructuras más complejas como organoides (Stachowiak y col., 

2017; Notaras y col., 2021; Sawada y col., 2020; Srikanth y col., 2018). Dentro de las líneas celulares 

analizadas, se encuentran los tipos celulares que conforman la unidad neurovascular. 

Se ha reportado una resistencia transendotelial disminuida y una distribución disminuida y anormal 

de las proteínas de unión estrecha en cultivos de células endoteliales de cerebro SZ (Pong y col., 

2020). Estudios de nuestro laboratorio, dirigidos por la Dra. Casas, recientemente revelaron que la 

distribución de proteínas de unión estrecha específicas en células endoteliales de cerebro SZ se 

encontraba alterada, estando distribuidas en el citosol, respecto al grupo HC en donde la 

distribución de estas proteínas se observaba en la membrana plasmática de las células (Casas y col., 

2022). Además, a nivel funcional se reportó una respuesta disminuida de las células endoteliales de 

cerebro SZ frente a estímulos angiogénicos y su secretoma aumentó la permeabilidad vascular 

(Casas y col., 2022). Estos hallazgos apuntan a una BBB intrínsecamente más permeable, debido a 

deficiencias en las células endoteliales de cerebro SZ. 

Dichos resultados se suman a trabajos previos del nuestro laboratorio, dirigidos por la Dra. Casas, 

realizados en células troncales neurales derivadas de pacientes con SZ. En ellos se informó que, si 

bien su proliferación y morfología no difiere de sujetos control, sí se presenta una migración y 

desarrollo de neuritas deficiente (Casas y col., 2018). Es más, se ha demostrado que el secretoma 

de las células troncales neurales SZ induce en menor nivel migración y angiogénesis tanto in vitro 

como in vivo respecto a HC (Casas y col., 2018). 

Estudios realizados con células progenitoras neurales presentan una migración neuronal disminuida 

(Brennand y col., 2014) así como una señalización vía Wnt alterada (Topol y col., 2015a). Las células 

progenitoras neurales presentan además una tendencia a una temprana diferenciación, asociada a 

anomalías en la generación de capas corticales además de un aumento de la maquinaría 
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translacional, relacionada a su vez con un aumento de síntesis de proteína global a nivel celular en 

cultivos derivados de pacientes, respecto a HC (Stachowiak y col., 2017; Topol y col., 2015b). 

Por otro lado, trabajos con astrocitos derivados de pacientes con SZ presentan un fenotipo reactivo 

y un perfil de expresión proteico proinflamatorio de forma basal (Trindade y col., 2022). Éste se ve 

reflejado en niveles alterados de proteínas en vías de señalización involucradas en la respuesta 

inflamatoria del sistema inmune y niveles elevados de citoquinas proinflamatorias. Además, los 

perfiles transcripcionales de astrocitos derivados de pacientes presentan patrones transcripcionales 

divergentes relacionados con la señalización con calcio, secreción de metaloproteinasas y absorción 

desde el medio de glutamato, además de anomalías transcripcionales respecto a la composición de 

miRNAs relacionados con inflamación y una respuesta disminuida frente a un estímulo 

proinflamatorio, la citoquina IL-β, lo que a su vez podría relacionarse con la neuroinflamación que 

presentan los pacientes (Szabo y col., 2021; Akkouh y col., 2020; Akkouh y col., 2021). 

Uno de los tipos celulares más estudiados en SZ utilizando hiPSC han sido las neuronas. En general, 

los cultivos neuronales a partir de hiPSC se cultivan durante un rango de 3 meses. A estos cultivos 

se les denominan cultivos de largo plazo. Durante de este periodo las neuronas se diferencian y 

establecen circuitos en el cultivo, comenzando a presentar actividad eléctrica espontánea alrededor 

del segundo mes (Yu y col., 2014). Los primeros estudios reportaron un número reducido de neuritas 

en conjunto con una conectividad neuronal disminuida en los cultivos neuronales de SZ, además de 

un nivel alterado de proteínas sinápticas respecto a HC (Brennand y col., 2011). Sin embargo, la 

actividad sináptica en cultivos de neuronas SZ no ha sido consistente en estudios, encontrándose a 

veces que no existe diferencia con HC o bien existe una hipoactividad sináptica en cultivos SZ 

respecto a HC (Brennand y col., 2011; Puvogel, Blanchard y col., 2022; Yu y col., 2014; Naujock y col., 

2020). Al analizar los circuitos y las dinámicas entre estos cultivos neuronales derivados de hiPSC SZ 
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se han reportado tendencias a hipoexcitabilidad, anomalía que se ha relacionado con un desbalance 

en la relación entre sinapsis excitatoria/inhibitoria en estos circuitos (Naujock y col., 2020).  

Recientemente en nuestro laboratorio, parte del trabajo de la tesis doctoral de la Dra. Puvogel, 

consistió en analizar la dinámica de estas redes neuronales, a nivel de su coordinación y generación 

de patrones de conectividad en cultivos neuronales de SZ de largo plazo. Al estudiar en redes 

neuronales SZ su conectividad funcional (CF), es decir la correlación temporal entre eventos 

neurofisiológicos remotos (Friston, 2011), se reportó que estas redes cambian de configuración con 

menor frecuencia, y poseen un menor repertorio de configuraciones de redes neuronales (Puvogel, 

Blanchard y col., 2022). Estos resultados coinciden con anormalidades previamente descritas en la 

CF de pacientes con SZ, en donde se ve comprometida la capacidad de cambiar de manera rápida y 

eficiente las configuraciones de red para responder a diversos patrones de actividad (Ribolsi y col., 

2014). Sin embargo, los mecanismos moleculares detrás de estas anormalidades sinápticas no se 

han explorado. 

Tomando en consideración que los componentes celulares de la unidad neurovascular secretan 

diversos factores solubles liberados al medio que repercuten directamente en la neurogénesis y 

actividad neuronal; y que el desarrollo y desempeño sináptico de las redes neuronales en SZ se ve 

alterado, pero no se ha explorado los lineamientos moleculares; y que los otros componentes 

celulares de la unidad neurovascular se han visto alterados en SZ, pero la repercusión de estos 

componentes alterados sobre el establecimiento de la actividad neuronal no ha sido explorada, es 

que se identifican interesantes y novedosas interrogantes a explorar. Este seminario de título las 

buscó abordar mediante una exhaustiva búsqueda bibliográfica combinada con aproximaciones de 

biología molecular y celular.   
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1.5 Preguntas de investigación 

Considerando los antecedentes presentados, surge el interés de estudiar el origen de las anomalías 

de redes neuronales SZ con un enfoque a nivel molecular, y también indagar en la posible influencia 

del nicho neurovascular sobre este fenotipo neuronal.  

Se pretenden abordar las siguientes preguntas:  

● ¿Existen alteraciones en los perfiles de expresión génica-sináptica en los cultivos 

neuronales de largo plazo en SZ, detectables a lo largo de su diferenciación y relacionadas 

con las anomalías sinápticas observadas en redes neuronales SZ descritas en los 

pacientes? 

● ¿Hay diferencias en la composición de los secretomas de los principales componentes de 

la unidad neurovascular en SZ respecto a HC que se relacionen con las anomalías 

sinápticas observadas en las redes neuronales SZ? 

1.6 Objetivo General 

Estudiar la expresión de genes clave en cultivos neuronales derivados de hiPSC a lo largo de su 

diferenciación y evaluar posibles anomalías en el secretoma de los principales componentes de la 

unidad neurovascular que pudiesen repercutir en la alteración sináptica observada en SZ. 

1.7 Objetivos Específicos 

1. Estudiar los niveles de transcrito de genes relacionados con la sinapsis en cultivos neuronales de 

largo plazo derivados de hiPSC provenientes de pacientes con SZ y HC. 

2. Analizar comparativamente el secretoma de los principales componentes celulares de la unidad 

neurovascular en líneas derivadas de hiPSC provenientes de pacientes con SZ y HC.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Cultivos Celulares y Muestras de Medio Condicionado.  

En colaboración con el Laboratorio del Dr. Stevens Rehen, en el Instituto D'or de Pesquisa e Ensino 

(Río de Janeiro, Brasil), se establecieron los protocolos para la colección de muestras de células 

somáticas de pacientes, el procesamiento de estas y su posterior reprogramación para inducir un 

estado de pluripotencia. A partir de estos cultivos, se generaron cultivos primarios de: células 

troncales neurales (Casas y col., 2018), astrocitos (Trindade y col., 2022), neuronas (Puvogel, 

Blanchard y col., 2022) y células endoteliales de cerebro (Casas y col., 2022). En los trabajos 

mencionados se realiza la descripción detallada de los pacientes SZ y controles sanos, y la 

caracterización del cariotipo, estabilidad de las líneas y evaluación morfológica y funcional para cada 

línea, además de una minuciosa descripción de los protocolos de diferenciación. 

Para la cuantificación de los niveles de transcrito se trabajó con muestras de neuronas de distintos 

rangos temporales de diferenciación. En particular para esta tesis se consideraron muestras de 30 

días y 90 días, gentileza de la candidata a Dra. Sofía Puvogel, en el contexto de su proyecto de tesis 

doctoral. Se trabajó con tres líneas obtenidas de tres donantes HC y cinco líneas de diagnosticados 

con SZ. Luego de su diferenciación, las células fueron homogeneizadas en TRIzol (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, CA, USA) y guardadas a -80ºC para su posterior análisis. 

Para los análisis del secretoma se trabajó con muestras almacenadas a -80ºC de medio condicionado 

de neuronas de 70 días de diferenciación, y muestras de secretoma de células endoteliales de 

cerebro diferenciadas durante 14 días, ambas cultivadas en el laboratorio por la Dra.  Bárbara Casas. 

Los resultados del análisis proteómico de células troncal neurales y astrocitos son gentileza de la 

Dra. Casas y del Dr. Pablo Trindade, respectivamente. Se trabajó con líneas derivadas de 3 sujetos 
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control y 5 pacientes con esquizofrenia. Para más información sobre los donantes, muestras y 

protocolo de reprogramación, referirse a la tabla 1. 

Abreviación Línea 
Celular 

Grupo Sexo Edad Muestra célula 
somática 

inicial 

Técnica de 
Reprogramación 

HC #1 
GM23279

A Control M 36 Fibroblasto 
Cytotune 1.0 kit 
(ThermoFisher) 

HC #2 CF2 Control H 31 Fibroblasto 
Cytotune 1.0 kit 
(ThermoFisher) 

HC #3 ADHD2 Control H 31 Orina Endotelial 
(OCT4, SOX2, KLF4, 

MYC) 

SZ #1 
GM23760

B Esquizofrenia H 26 Fibroblasto 
Cytotune 2.0 kit 
(ThermoFisher) 

SZ #2 EZQ 3 Esquizofrenia H 45 Fibroblasto 
Cytotune 2.0 kit 
(ThermoFisher) 

SZ #3 EZQ4 Esquizofrenia H 42 Fibroblasto 
(OCT4, SOX2, KLF4, 

MYC, LIN28) 

SZ #4 
GM23761

B Esquizofrenia M 27 Fibroblasto 
(OCT4, SOX2, KLF4, 

MYC, LIN28) 

SZ #5 EZQ9 Esquizofrenia M 44 Fibroblasto 
Cytotune 2.0 kit 
(ThermoFisher) 

Tabla 1. Información de los cultivos primarios hiPSC utilizados en el trabajo. El listado incluye la 
información sobre donantes y su técnica de reprogramación celular. M: Mujer; H: hombre. 
 

2.2 Colección de Medio condicionado. 

Cuando los cultivos alcanzaron el 90% de confluencia se cambió el medio de cultivo por medio sin 

suero y se mantuvo incubando por 48 horas. Luego de 48 horas se colectó el medio sobrenadante, 

se centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos. Se hicieron alícuotas, se congelaron rápidamente en 

nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 



 

36 

 

2.3 Extracción RNA y Síntesis cDNA. 

Con el fin de evaluar el nivel de transcrito en neuronas se descongelaron en hielo muestras de 

neuronas homogeneizadas en TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Una vez 

descongeladas se trabajó con alícuotas de 1 mL. Se les agregó cloroformo frío y se incubó en hielo 

por 10 minutos. Se centrifugó por 15 minutos a 1200xg, a 4ºC, para luego extraer la fase superior, 

que se pasa a un tubo, con isopropanol frío. Se incubó por 30 minutos a -20ºC y luego centrifugó 

por 10 minutos con parámetros anteriormente mencionados. Se descartó el sobrenadante y el pellet 

resultante se lavó con etanol 75% frío y se centrifugó a 1500xg por 10 minutos a 4ºC. Se repitió el 

lavado, para un total de dos lavados. Luego se secó el pellet permitiendo evaporar el etanol evitando 

dejar resecar totalmente el pellet. Finalmente, se resuspendió el pellet en agua libre de nucleasas y 

se cuantificó la concentración y pureza de RNA mediante espectrofotometría utilizando el lector de 

placas Infinite M200 Pro (NanoQuant Tecan, Männedorf, Suiza). Se evaluó la integridad del RNA 

mediante electroforesis en gel de Agarosa 1% en solución tampón Tris-acetato-EDTA 1X.  

Para la síntesis de cDNA, se descongelaron muestras en hielo y con el fin de eliminar posibles 

contaminaciones con DNA, se utilizó RQ1 DNAse I (Promega, Madison, WI, USA) según las 

instrucciones del fabricante. La síntesis de cDNA se realizó usando la enzima transcriptasa inversa 

M-MLV (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), según protocolo de fabricante. El cDNA 

resultante fue diluido en agua libre de nucleasas en proporción 1:4 y almacenado a -20ºC. 

2.4 Diseño Partidores. 

Con el fin de evaluar genes clave en la maduración y sinapsis neuronal, que hayan previamente sido 

reportados en SZ, se realizó un análisis bibliográfico y se seleccionaron 10 genes para evaluar su 

nivel de transcrito durante la diferenciación neuronal. Para analizar esto, en las muestras de cDNA 

sintetizadas mediante PCR, se diseñaron partidores específicos para cada gen seleccionado. 
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Los templados de los genes para el diseño de partidores se obtuvieron de la base de datos National 

Center for Biotechnology Information (NCBI), en donde se seleccionó el transcrito de mRNA más 

corto para así amplificar un mayor rango de variantes del transcrito del gen, a excepción de el gen 

HOMER, para el cual sólo se incluyó la isoforma 1 y GAD1, en el cual se incluyó la isoforma 67.  

Una vez seleccionado el templado se utilizó el software AmplifX 2.0.7 (Inst Neurophysiopathol, 

Marseille, France) para diseñar los partidores, acorde a los siguientes parámetros: rango de longitud 

partidor: 19-21 nucleótidos; diferencia máxima de Tm entre primers 2ºC; fragmento a amplificar 

entre 150 y 200 bp; temperatura de annealing 60-65ºC; porcentaje GC:  50-60%. En base a estos 

parámetros el programa AmplifX genera 100 parejas de partidores posibles, que hibridan en 

distintas partes del gen.  

El programa AmplifX arroja las mejores 100 parejas de partidores que cumplen los requisitos 

mencionados y se seleccionan aquellas que se encuentren en exones diferentes, con el objetivo de 

que reconozcan mRNA maduro, utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST 

Primer Design), de NCBI. Esto aplica para la mayoría de los genes a evaluar, a excepción de dos casos: 

Para GAD1 interesa sólo la isoforma 67 y evitar la amplificación de la isoforma 25, por lo que se 

procura que uno de los partidores se encuentre en un exón exclusivo del transcrito para la isoforma 

67.  En la tabla 2 se presentan los partidores diseñados. 
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Gen Partidor Forward 5’-3’ Partidor Reverse 3`-5` 

SYP TGGACGTGGTGAATCAGCT GGTCTTGTTGGCACAATCCA 

SEMA3A TGGCCAACAGCTCCAGTTAT TTCCAGCCCACTTGCATTCA 

RELN CGAGGTGCTCATTTCCCTG CCAAATCCGAAAGCACTGGAA 

GRIN AGTCCCACGAGAATGGCTTCA TTGTGCCGCTTGTAGGCAAT 

GAD67 ACTCCAAGGATGCAACCAGA ACTGTGCCCTTTGCTTTCCA 

CDK5 AGGCCACGCTGTTTGAGGATG TGTTGGGCTGCACCTTCTTGG 

GPHN CGGAGTCCTTACAGTGAGT TCACACCAATCTATCAGGGTT 

HOMER1 AGCCAAGGGCTGAACCAACT TGTGCAGACGTTCTGCTTCCT 

ATP5F1D TGTGAGCAGCGGTTCCATCG TCGTTGGCCTCGATTCGGATC 

SLC2A1 TGCCTGAAGTCGCACAGTGAA AGGGCAGCTTGACAGCTCATT 

Tabla 2. Partidores utilizados en el trabajo. Se presentan los partidores diseñados para el panel de 
genes seleccionados. 

 
2.5 Estandarización Partidores. 

Se estandarizaron partidores diseñados mediante una curva estándar de diluciones seriadas (1:10) 

con un total de 6 puntos por curva, utilizando como templado cDNA de neuronas HC. Se utilizó 

termociclador Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) y se analizan resultados en 

software MxPro. La amplificación se realizó con una desnaturalización inicial de 95°C por 10 minutos 

seguido de 40 ciclos: 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos y 72°C por 15 segundos.  
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A partir del Ct (Cycle threshold, el ciclo en que la señal fluorescente del cDNA amplificado supera el 

umbral de detección, determinada por el ruido) entregado para cada gen y el LOG de la 

concentración de cDNA por punto, se graficó una recta y mediante regresión lineal se obtiene el R y 

la eficiencia (E) mediante la ecuación: 

 
 

donde m corresponde a la pendiente de la recta. Los parámetros deben ser 90-110% de eficiencia 

y el R de la recta no menor a 0.985. A continuación, en la tabla 3 se presenta el detalle de E y R 

para cada partidor. 

 

Gen E (%) R 

ATP5F1D 103.6 0.999 

SYP 106.4 0.997 

CDK5R1 103.2 0.997 

RELN 105.8 0.999 

GRIN1 103 1 

GPHN 91.7 0.990 

GAD1 100 0.999 

HOMER1 104.3 0.993 

SLC2A1 110 0.995 

SEMA3A 107.7 0.999 



 

40 

 

Tabla 3. Valores de E y R para las condiciones de amplificación. Parámetros obtenidos a partir de la 
estandarización de cada partidor, para los diez genes a analizar en este estudio. Se comprueba que los 
partidores funcionan de manera óptima amplificando con la misma eficiencia transcritos en un rango de 6 
órdenes de magnitud de diferencia. 
 

2.6 PCR Cuantitativo (qPCR). 

Para medir la cantidad relativa de transcrito para cada gen, en condiciones SZ y HC, se utilizaron los 

mismos ciclos descritos para la estandarización. Se trabajó en duplicado para cada punto, y el 

cambio en los niveles de mRNA se calculó utilizando de referencia los genes housekeeping 18S, 

GAPDH y B2M mediante el método 2-ΔΔCt que consiste, brevemente en promediar valores Ct de 

duplicados. Luego: 

ΔCt = Ctgen de interés – Ctgen housekeeping 

Se utilizó como línea de referencia HC1 y a partir de sus valores de ΔCt se calcularon los valores 

ΔΔCt: 

ΔΔCt = ΔCtmuestra de interés – ΔCtmuestra de referencia 

Finalmente, se calcula 2-ΔΔCt. 

2.7 Análisis Proteómico. 

Con el fin de obtener los niveles de moléculas angiogénicas en los secretomas se trabajó con un 

arreglo proteómico Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit (R&D Systems, Minneapolis, 

Min, USA), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Brevemente, se bloqueó la membrana 

mientras se incubaron muestras con un cocktail de detección de anticuerpos, incluido en kit. Luego 

de esto, se agregó a la membrana bloqueada la muestra y se incubó durante la noche, a 4ºC. Al día 

siguiente, se lavaron las membranas 3 veces, para luego incubar con el anticuerpo secundario, HRP-

Streptavidin por 30 minutos a temperatura ambiente (RT, del inglés Room Temperature). Luego se 

repitieron lavados y finalmente se revelaron en fotodocumentador y registraron resultados.  
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Adicional a este kit proteómico, se trabajó con un arreglo que permite la detección de moléculas 

asociadas a neurogénesis, Human Neuro Antibody Array II (Abcam, Cambridge, United Kingdom). 

Siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente: Se bloqueó la membrana y luego se procedió 

a incubar con muestra durante la noche, a 4ºC. Al día siguiente se lavaron las membranas para luego 

incubar con el anticuerpo primario, durante la noche, a 4ºC. El tercer día, se repitió el proceso de 

lavado de membranas para luego agregar el anticuerpo secundario, HRP-Streptavidin por 2 horas a 

RT. Luego se repitieron lavados, se revelaron en fotodocumentador y registraron resultados.  

 

2.8 Interpretación Resultados Proteoma. 

Para cuantificar la intensidad de fluorescencia por punto, la cual es proporcional a la cantidad de 

proteína en el secretoma, se utilizó el programa ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, USA) en el que 

se especifica la intensidad de píxeles integrada en cada región. Se normalizaron los valores respecto 

a puntos de control positivo y negativo incluidos en cada membrana. Se analizó una membrana por 

cada uno de los cultivos derivados de donante para ambos grupos experimentales analizados; las 

membranas utilizadas contienen cada analito por duplicado. El programa ImageJ entrega un valor 

por cada punto en la membrana, es decir, dos valores por cada analito. Estos valores se utilizaron 

como duplicado para los análisis estadísticos. Los resultados del análisis proteómico de células 

troncal neurales y astrocitos son gentileza de la Dra. Bárbara Casas y del Dr. Pablo Trindade, 

respectivamente. 

 

2.9 Análisis Estadístico. 

Todos los gráficos y análisis estadísticos en el presente trabajo se realizaron con el programa 

GraphPad Prism 8.0.1. (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los resultados corresponden al 
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promedio de los duplicados experimentales ± desviación estándar (SD). En el caso de la 

cuantificación de transcrito, se utilizó la prueba t-test anidada para la evaluación de diferencias 

entre condiciones HC y SZ.  

Con el fin de comparar los niveles secretados al medio detectados por los análisis proteómicos de 

secretomas, de cada proteína analizada entre los dos grupos experimentales, se aplicó al promedio 

de los donantes por grupo, prueba ANOVA de dos vías seguido de prueba de comparaciones 

múltiples de Sidak´s. Se consideró una diferencia estadísticamente significativa un valor de p < 0,05. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 La caracterización molecular sugiere un desbalance sináptico en neuronas SZ. 

En trabajos previos realizados en el laboratorio y recientemente publicados, se ha descrito una 

alteración en la actividad neuronal en cultivos de largo plazo obtenidos a partir de hiPSC de SZ 

mediante la técnica de calcium imaging (Puvogel, Blanchard y col., 2022). Para estos trabajos, el 

protocolo de diferenciación a neuronas utilizado genera específicamente neuronas de la corteza 

cerebral, específicamente del CNS dorsal anterior (en inglés, dorsal forebrain-cortex) (Shi y col., 

2012). Esto es importante de considerar a la hora de seleccionar los genes a analizar, pues se buscó 

que estuviesen específicamente alterados en pacientes SZ en neuronas corticales. Se reportó que 

los circuitos neuronales SZ se mantenían más estáticos entre configuraciones de conexión, en otras 

palabras, eran menos dinámicos. Con el fin de evaluar a nivel molecular esta alteración funcional, 

se analizó el nivel de expresión génica dichos cultivos, enfocándose particularmente en transcritos 

relevantes para la sinapsis neuronal. Para ello, se realizó una búsqueda bibliográfica exhaustiva y 

una posterior selección de genes a evaluar considerando el cumplimiento de dos criterios: que se 

hayan reportado como alterados en neuronas corticales de pacientes con SZ, y que su producto 

génico se asocie a una función relevante en el establecimiento de sinapsis en el neurodesarrollo. En 

base a esto, se generó una lista de 10 genes candidatos a evaluar. En la tabla 4 se presentan los 

genes candidatos, con sus funciones asociadas y sus alteraciones descritas en SZ. A grandes rasgos, 

los genes evaluados pueden ser categorizados según las funciones de su producto génico: 

marcadores sinápticos (SYP; GRIN1, HOMER1; GPHN, GAD67), genes del neurodesarrollo canónicos 

y no-canónicos (CDK5R1, RELN, SEMA3A) y finalmente, genes metabólicos (SLC2A1, ATP5F1D). 
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A partir de los genes seleccionados, se diseñaron y sintetizaron los partidores respectivos (referirse 

a tabla 2). Posterior a su estandarización, se procedió a cuantificar los niveles de transcrito de dichos 

genes en cultivos de neuronas HC y SZ, mediante qPCR. 

Los cultivos primarios de neuronas presentan actividad eléctrica espontánea generalmente al día 70 

de diferenciación, hito que generalmente se utiliza para discernir entre cultivos neuronales 

inmaduros y maduros (Räsänen y col., 2022). Para evaluar el cambio en la expresión de los genes 

seleccionados durante el transcurso de la diferenciación neuronal, se evalúan los cultivos en dos 

tiempos distintos: a los 30 días y 90 días. Es decir, en etapas tempranas y tardías de maduración. 
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Gen Proteína Función Asociación con SZ 

SYP Sinaptofisina Glicoproteína integral de membrana en vesículas 
pre-sinápticas 

 Expresión disminuida en diversas 
regiones del cerebro postmortem1 

 GAD 1 GAD 67   Síntesis de GABA basal en citosol. Regula 
inervación de sinapsis inhibitorias en el cerebro 

Consistentemente disminuido en 
corteza prefrontal en cerebro 

postmortem2 

GPHN Gefirina Ensamblaje de proteínas postsinápticas, 
receptores de glicina y GABA en sinapsis 

inhibitorias 

Niveles de transcrito y de proteína 
disminuidos en cerebro postmortem3 

GRIN 1    Receptor 
NMDA 

Subunidad 1 

Subunidad crítica del receptor de NMDA Hipofunción de receptores NMDA en 
SZ. Expresión disminuida en corteza 

frontal postmortem4 

HOMER 1 HOMER 
isoforma 1 

Ensamblaje de proteínas postsinápticas y 
receptores metabotrópicos en sinapsis 

glutamatérgica 

Expresión disminuida en hipocampo 
postmortem5 

CDK5R1 P35 Activador 
dependiente de 

Ciclina 5 

Activador Cdk5, favorece migración neuronal, 
neuritogénesis y sinaptogénesis 

Proteína disminuida en regiones de 
cerebro postmortem6 

RELN Reelina Glicoproteína extracelular que favorece migración 
neuronal 

Expresión génica disminuida en el 
cerebro postmortem7 

SEMA3A Semaforina 
3A 

Proteína quimio-repelente para guía axonal, 
clave en patrón de desarrollo neuronal 

Proteína aumentada en cerebelo 
postmortem8 

SLC2A1 Transportador 
de Glucosa 1 

Transportador de glucosa a través de la BBB 
en mamíferos 

Proteína disminuida en cerebro 
postmortem9 

ATP5F1D ATP Sintasa 
F1 subunidad 

Delta 

Subunidad clave en ATPasa para catalizar la 
síntesis de ATP en mitocondria 

Expresión disminuida en el 
hipocampo postmortem10 

Tabla 4. Panel de genes de maduración neuronal seleccionados para este estudio. Genes 
sinápticos en azul; genes del neurodesarrollo canónicos y no-canónicos en rojo y genes metabólicos en 
morado. 
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Al comparar en el mismo tiempo de diferenciación los cultivos neuronales SZ y HC, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de expresión para ninguno de 

los 10 genes evaluados (véase anexo, figura 1 y 2). Sin embargo, al comparar los niveles de expresión 

a lo largo del transcurso de diferenciación, se encontraron diferencias importantes. Se muestran los 

resultados de los niveles de transcrito como la razón de cambio de la expresión de mRNA en los 

periodos de 30 a 90 días. Se presenta el log2 de la razón 90/30 días, con cada periodo de tiempo 

asociado a su 2-ΔΔCt. Por lo tanto, los números positivos implican un aumento en su expresión en el 

transcurso de diferenciación, y números negativos indican una disminución en la expresión a lo largo 

de la diferenciación y los números cercanos a cero, o en cero, implican que la expresión entre ambos 

periodos de tiempo se mantiene constante. 

Se analizó la expresión génica del gen SYP, que codifica para la proteína presináptica sinaptofisina. 

Los niveles de transcrito se mantuvieron constantes en neuronas HC durante los tiempos evaluados, 

mientras que en SZ los niveles aumentaron a lo largo de la diferenciación (figura 4). 

 

Figura 4. SYP aumenta su expresión a lo largo de la diferenciación de neuronas SZ. Se presenta la 
variación de niveles de transcrito durante el transcurso de la diferenciación de los cultivos neuronales, para el 
gen presináptico SYP. Cada punto del gráfico corresponde al promedio de determinaciones de cada donante 
(±D.E.), indicados en números correlativos en el eje x. Las identificaciones numéricas de cada donante se 
encuentran en la tabla 1. Evaluación estadística con t test anidado, p<0.05. 
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Se evaluaron a continuación genes relacionados con sinapsis excitatorias e inhibitorias. Se ha 

reportado que un balance entre sinapsis excitatorias e inhibitorias es clave para una comunicación 

eficiente entre las redes neuronales. Un ejemplo de este desbalance se da en el fenotipo 

neurofisiológico de hiperexcitabilidad, que implica una elevada actividad de redes neuronales; es 

seguido generalmente por eventos compensatorios de hipoexcitabilidad y este desbalance genera 

a largo plazo un detrimento en la integridad de las conexiones entre neuronas y las neuronas en sí. 

Este fenotipo se observa en trastornos del neurodesarrollo como el Síndrome X frágil, Epilepsia, 

Trastorno del Espectro Autista y se ha reportado entre áreas específicas del cerebro de pacientes 

con SZ (Bülow y col., 2022; Schindewolf y col., 2016; Inan y col., 2013). Los genes sinápticos-

inhibitorios evaluados fueron proteínas asociadas a la sinapsis GABAérgica, GPHN y GAD1. 

Interesantemente, los niveles de GPHN a lo largo del periodo de diferenciación se encontraron 

disminuidos para ambas condiciones, y los niveles de GAD1 se mantuvieron constante en el periodo 

de tiempo evaluado para ambas condiciones. Esto sugiere una tendencia a la disminución en la 

sinapsis GABAérgica para las redes neuronales durante el transcurso de su diferenciación, la cual no 

se encontraría significativamente alterada en SZ (figura 5). 
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Figura 5. Los genes sinápticos inhibitorios disminuyen su expresión durante el transcurso de 
diferenciación de neuronas en HC y SZ. Se presenta la variación de niveles de transcrito durante el 
transcurso de la diferenciación de los cultivos neuronales, para el par de genes sinápticos inhibitorios 
analizados. Cada punto del gráfico corresponde al promedio de determinaciones de cada donante (±D.E.), 
indicados en números correlativos en el eje x. Las identificaciones numéricas de cada donante se encuentran 
en la tabla 1. Evaluación estadística con t test anidado, p<0.05. 

 

Por otro lado, los niveles de transcrito para los genes sinápticos excitatorios, HOMER1 y GRIN1 sí 

presentaron diferencias entre ambas condiciones (figura 6). En el caso de HOMER1, mientras que 

su expresión disminuyó en el transcurso del tiempo en condición HC, durante el curso de su 

diferenciación aumentó en SZ. Por otro lado, mientras que GRIN1 disminuyó significativamente en 

HC a lo largo del tiempo, se mantuvo constante en SZ. Esto sugiere que la evolución del número de 

las sinapsis excitatorias en redes neuronales es distinta en SZ respecto a HC. 
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Figura 6. Los genes sinápticos excitatorios aumentan su expresión durante el transcurso de 
diferenciación de neuronas SZ. Se presenta la variación de niveles de transcrito durante el transcurso de 
la diferenciación de los cultivos neuronales, para el par de genes sinápticos excitatorios analizados. Cada 
punto del gráfico corresponde al promedio de determinaciones de cada donante (±D.E.), indicados en 
números correlativos en el eje x. Las identificaciones numéricas de cada donante se encuentran en la tabla 1. 
Evaluación estadística con t test anidado, p<0.05. 
 

En conjunto con el análisis de genes sinápticos, la expresión de genes implicados en el 

neurodesarrollo también fue evaluada. El gen CDK5R1 codifica para p35, el activador de la 

subunidad 1 reguladora de la quinasa dependiente de ciclina, CDK5, específico de neuronas (Ko y 

col., 2001). CDK5 se encuentra implicada en la remodelación del citoesqueleto en neuronas con el 

fin de orientar las redes neuronales durante el neurodesarrollo (Nguyen y col., 2002). Se ha 

reportado que la expresión de p35 varía de manera cíclica a lo largo del desarrollo cerebral, por 

ende, varía también la actividad de CDK5 (Wu y col., 2000). A lo largo del transcurso de la 

diferenciación se encontró una disminución de la expresión del gen en HC, y en SZ se mantuvo 

constante su expresión (figura 7). 

Por otro lado, se evaluó el gen RELN que codifica para una glicoproteína de la ECM (Wasser & Herz, 

2017). Esta tiene funciones clave en la migración neuronal en el desarrollo temprano, contribuyendo 

a la formación de capas corticales de neuronas y también al crecimiento de neuritas mediante la 

modulación del citoesqueleto (Wasser & Herz, 2017). En los cultivos evaluados no hubo un cambio 
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en la variación de la expresión de este gen, en los periodos de tiempo evaluados, para las 

condiciones estudiadas (figura 7). 

 

 

Figura 7. Los genes del neurodesarrollo presentan diferencias en sus patrones de expresión 
durante el transcurso de diferenciación de neuronas SZ. Se presenta la variación de niveles de transcrito 
durante el transcurso de la diferenciación de los cultivos neuronales, para genes involucrados en el 
neurodesarrollo. Cada punto del gráfico corresponde al promedio de determinaciones de cada donante 
(±D.E.), indicados en números correlativos en el eje x. Las identificaciones numéricas de cada donante se 
encuentran en la tabla 1. Evaluación estadística con t test anidado, p<0.05. 

 

Las vías de señalización relacionadas con el neurodesarrollo clásico se definen como vías canónicas. 

Existen factores neuro-angiogénicos menos estudiados y más recientemente descubiertos, que se 

clasifican dentro de los no canónicos. Dentro de estos se encuentra la molécula SEMA3A, que 

cumple un rol quimio repulsivo, inhibiendo el crecimiento axonal, como también quimioatractante, 

estimulando el crecimiento de dendritas apicales (Schwamborn y col., 2004). 

Este gen no ha sólo sido implicado en su función neurogénica, sino que también cumple un rol anti-

angiogénico en el desarrollo de las células endoteliales del cerebro, inhibiendo su proliferación y 

migración (Maione y col., 2009). Esta molécula es un ejemplo de factores que tienen roles tanto en 

el componente vascular como neural y del desarrollo de la BBB y niveles alterados de esta podrían 

repercutir en ambos componentes, por lo tanto, en el establecimiento de la unidad neurovascular. 

Los niveles de transcrito del gen que codifica para esta proteína, SEMA3A, no presentaron cambios 
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en las condiciones SZ y HC, en ambas condiciones aumentó la expresión durante el transcurso de su 

diferenciación (figura 8). 

 

Figura 8. SEMA3A aumenta su expresión a lo largo de la diferenciación de neuronas HC y SZ. Se 
presenta la variación de niveles de transcrito durante el transcurso de la diferenciación de los cultivos 
neuronales, para el gen de la familia de semaforinas. Cada punto del gráfico corresponde al promedio de 
determinaciones de cada donante (±D.E.), indicados en números correlativos en el eje x. Las identificaciones 
numéricas de cada donante se encuentran en la tabla 1. Evaluación estadística con t test anidado, p<0.05. 

En SZ se han reportado anomalías metabólicas, relacionadas con la actividad mitocondrial. Por eso, 

se evaluó el gen ATP5F1D, que codifica para la ATP sintasa en la membrana mitocondrial. Mientras 

los niveles de expresión disminuyeron en el transcurso de diferenciación de HC, los niveles se 

mantuvieron constantes en SZ (figura 9). 

Al evaluar la expresión del transportador de glucosa (SLC2A1) no se reportaron cambios 

significativos entre neuronas SZ y HC durante el transcurso de su diferenciación (figura 9).  
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Figura 9. Los genes metabólicos presentan diferencias en sus patrones de expresión durante el 
transcurso de diferenciación de neuronas SZ. Se presenta la variación de niveles de transcrito durante el 
transcurso de la diferenciación de los cultivos neuronales, para los genes metabólicos analizados. Cada punto 
del gráfico corresponde al promedio de determinaciones de cada donante (±D.E.), indicados en números 
correlativos en el eje x. Las identificaciones numéricas de cada donante se encuentran en la tabla 1. Evaluación 
estadística con t test anidado, p<0.05. 
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3.2. El perfil de moléculas neuro-angiogénicas secretadas por componentes de la unidad 

neurovascular es diferente en SZ versus HC. 

La comunicación paracrina mediante factores solubles liberados al medio es uno de los mecanismos 

de comunicación celular que permite el desarrollo concomitante y coordinado de los sistemas 

vascular y nervioso. La alteración de los niveles de secreción de algún componente celular del nicho 

podría repercutir en el desarrollo de las neuronas y en la formación de redes neuronales, generando 

conexiones sinápticas defectuosas, como las observadas en los cultivos primarios de SZ. Con el fin 

de caracterizar los secretomas en ambas condiciones, y dilucidar si existen alteraciones en proteínas 

en SZ respecto a HC que pudiesen afectar al desarrollo de las neuronas, se analizó la composición 

de los secretomas de  células troncales neurales, neuronas, astrocitos y células endoteliales de 

cerebro mediante dos análisis proteómicos comerciales: un proteoma neurogénico, que contempla 

30 moléculas neurogénicas y un proteoma angiogénico que contempla 55 moléculas angiogénicas, 

que a su vez se clasifica en pro y anti-angiogénicas. Es importante destacar que el análisis por 

proteoma engloba el conjunto de proteínas seleccionadas, en forma dinámica, es decir, representa 

una temporalidad específica. Se probaron ambos kits de proteomas en los cultivos neuronales de 

70 días, tiempo en que ya existe una tendencia hacia la madurez de las redes neuronales (véase 

anexo, figura 3-5). Para los otros componentes celulares, sólo se utilizó el proteoma angiogénico. 

Los secretomas de células troncales neurales fueron colectados una vez el cultivo se estabiliza luego 

de su descongelamiento y alcanza una confluencia de 80% ( 14 días de cultivo); los secretomas de 

astrocitos se colectaron en cultivos de 50 días; finalmente, los secretomas de células endoteliales 

de cerebro correspondían a células diferenciadas por 10 días, habiendo en todos los casos validado 

el fenotipo funcionalmente (trabajo de tesis de PhD de Dra Bárbara Casas, cPhD Sofía Puvogel). 
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 Los resultados del proteoma angiogénico revelan más información respecto al ensayo neurogénico 

que solamente mostró cambios en la expresión de una proteína, MCP 1 (véase anexo figura 3-5). 

Los resultados de esta tesis se concentran por tanto en los resultados observados en el proteoma 

angiogénico. Dentro de la amplia variedad de moléculas angiogénicas que contempla este 

proteoma, varias proteínas poseen funciones tanto angiogénicas como neurogénicas, es decir, 

pueden ser consideradas moléculas neuro-angiogénicas (Casas y col., 2018).  

A continuación, en la figura 10 se representan los niveles de las 55 moléculas analizadas en el 

secretoma de cada cultivo celular y en cada condición (sujetos sanos versus SZ) en una 

representación del tipo mapa de calor. 
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Figura 10. Los componentes celulares de la unidad neurovascular secretan perfiles de moléculas 
angiogénicas característicos. En el mapa de calor el eje vertical corresponde al conjunto de las proteínas 
analizadas, y el eje horizontal muestra el detalle de cada cultivo primario utilizado, en que se indica el tipo 
celular y luego la condición evaluada. Cada número (1-3) que está incluido dentro de cada abreviación, 
corresponde a un donante específico (tabla 1). Cada recuadro que compone el mapa corresponde al promedio 
(±D.E.) del nivel de expresión de la proteína específica en el secretoma del cultivo primario indicado, de 
acuerdo con la barra con código de color ubicada a la derecha. 

El mapa de calor representa por color, los niveles encontrados de moléculas, donde el rojo es cero 

y los colores más fríos, representan un mayor nivel de la proteína. Como se puede observar, no 

todas las moléculas fueron encontradas en los secretomas de los cultivos. De hecho, una gran parte 

de éstas no presentó niveles relevantes para ninguna de las condiciones (véase sector superior de 

mapa). Como se puede apreciar en la parte inferior del mapa, si hubo una diversidad de moléculas 

expresadas transversalmente en los cultivos analizados e, importantemente, también moléculas 
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particulares a un solo tipo celular. En la figura 11 se observa un mapa de calor reducido, que sintetiza 

las 14 moléculas secretadas en los tipos celulares analizados, revelando patrones de expresión 

distintivos: las células troncales neurales secretan una acotada variedad de estas proteínas, pero en 

mayores niveles que los cultivos de neuronas maduras, lo que coincide con literatura (Dause y col., 

2022). Por otro lado, los astrocitos secretan los mayores niveles de proteínas al medio, en su 

mayoría pro-inflamatorias, tal y cómo se ha descrito en literatura sobre el fenotipo de astrocitos en 

SZ (Trindade y col., 2022). 

 

Figura 11. El secretoma de moléculas neuro-angiogénicas de SZ es menos neurotrófico. Mapa de 
calor resumen en que se encuentran listados los cultivos primarios individuales en el eje vertical, en tanto el 
nombre de las proteínas analizadas en eje horizontal.  
Al analizar el conjunto de 14 proteínas transversalmente secretadas por los componentes de la  

unidad neurovascular analizados, se observa que no solo poseen funciones que impactan (de 

manera positiva o negativa) sobre la migración y proliferación de las células endoteliales de cerebro, 

sino también impactan a las células troncales neurales: promoviendo la mantención de un pool de 
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estas, con factores que contribuyen a su auto-renovación, y también factores que promueven su 

proliferación asimétrica propiciando diferenciación hacia linajes neuronales y gliales.  

Por otro lado, dentro del grupo de las moléculas identificadas hay algunas que favorecen y otras 

que inhiben o repelen la proyección de neuritas, así como la migración y adhesión a la matriz 

extracelular. En otras palabras, se encuentran en este nicho de la unidad neurovascular moléculas 

que contribuyen al desarrollo del componente neural del cerebro, como también al componente 

vascular. Esto último es relevante porque refuerza la idea que los diferentes tipos celulares secretan 

moléculas que repercutirán en el desarrollo de otros tipos celulares del nicho. En la tabla 5 se 

presentan las principales funciones neurogénicas de las moléculas expresadas de manera diferencial 

entre la condición SZ respecto a HC. También se ilustra la diferencia entre los niveles en SZ respecto 

a HC para cada tipo celular en que existe una diferencia significativa, representada como la razón 

entre los niveles HC y SZ.  

Al analizar el secretoma de los cultivos de células endoteliales de cerebro, se encontró un aumento 

en los niveles de MMP-9 en SZ respecto a HC. Esta metaloproteasa está implicada en la degradación 

de componentes de la matriz extracelular, entre ellos Colágeno IV y V (Van den Steen y col., 2002). 

Posee también, roles clave en etapas tempranas del neurodesarrollo (Reinhard y col., 2015). 

Otra molécula cuyos niveles se encontraron aumentados en células endoteliales de cerebro SZ 

respecto a HC, fue Endostatina. Esta molécula anti-angiogénica se ha reportado implicada en la 

inhibición del crecimiento de neuritas y la migración neuronal, mediante su unión a NGF (Al Ahmad 

y col., 2010). 
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Tabla 5. Resumen que destaca las proteínas alteradas en el secretoma de los diferentes 

componentes celulares de la unidad neurovascular en SZ. Se presentan las proteínas cuyos niveles 

fueron significativamente distintos, comparando entre el promedio de los donantes por grupo. Se presenta 

como la tasa de cambio en el grupo SZ respecto a HC, indicando un aumento (flecha verde, hacia arriba) o 

disminución (flecha roja, hacia abajo). Se detalla la función neurogénica de cada molécula.  

 

El secretoma de las células troncales neurales, para ambas condiciones, fue el que contenía una 

menor cantidad de las moléculas analizadas respecto a los otros tipos celulares, presentando solo 

20 de las 55 moléculas analizadas. Los niveles de la molécula pro-angiogénica Angiogenina eran 

menores en la condición SZ respecto a control.  Angiogenina o ribonucleasa 5 se une e hidroliza 

mRNA, regulando la síntesis de proteínas (Gao & Xu, 2008). Interactúa con el DNA y activa la 

producción de rRNA, además de inducir expresión de genes supresores de apoptosis. Posee, 

además, un rol neuroprotector, al ser asimilada desde el medio por neuronas en condiciones de 

estrés, como hipoxia (Subramanian & Feng, 2007). Se ha descrito su participación en procesos como 

Tabla 5. Resume n que dest aca las  proteí nas  alter adas en el secret oma de los  di fere ntes  comp onen tes  celulares  de la uni dad neu rovascular e n SZ.  
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la proyección de neuritas y guía axonal de neuronas motoras (Steidinger y col., 2011). Se 

encontraron niveles disminuidos de la proteína PDGF-AA en el secretoma de las neuronas SZ 

respecto a control. PDGF es una familia de glicoproteínas diméricas, que puede componerse de 

variaciones entre cuatro subunidades: A, B, C y D, y la isoforma PDGF-AA se ha visto implicada tanto 

en neurogenesis como en proliferación de precursores de oligodendrocitos, y cumpliendo un rol 

clave en la mielinización de axones (Fruttiger y col., 1999; Sil y col., 2018).   

El secretoma proveniente de los cultivos de astrocitos contenía los mayores niveles de moléculas 

secretadas respecto a todos los cultivos analizados. En el secretoma de astrocitos SZ el nivel de la 

citoquina Interleucina-8 (IL-8) se encontró aumentado 28 veces más que en el secretoma HC. 

Como se mencionó anteriormente, hubo moléculas cuyos niveles en SZ se encontraron alterados en 

más de un tipo celular estudiado. Dentro de estas hubo cuatro proteínas que presentaban niveles 

alterados en dos tipos celulares, aumentados en un tipo y disminuidos en el otro. 

Por ejemplo, los niveles de IGFBP2, se encontraron aumentados en SZ al ser comparados con HC 

para el secretoma de células endoteliales de cerebro, pero disminuido en el secretoma de neuronas. 

Esta molécula está implicada en mantener el pool de células troncales neurales en el desarrollo, 

pues contribuye directamente a la auto-renovación de estas células (Shen y col., 2019). 

La molécula Proteína Quimioatractante de Monocitos 1, MCP-1 (del inglés Monocyte 

Chemoattractant Protein 1) se encontró aumentada en astrocitos, pero disminuida en células 

troncales neurales. MCP-1 o CCL2, llamada así por su motivo característico de 4 cisteínas 

conservadas en su estructura y por su receptor CCR2, tiene la función clásica pro-inflamatoria de 

reclutar mediante quimiotaxis agentes del sistema inmune como monocitos y neutrófilos, 

favoreciendo su migración e infiltración al CNS (Deshmane y col., 2009). 
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Las moléculas anti-angiogénicas también presentaron este caso de niveles alterados en más de un 

tipo celular SZ. 

El Inhibidor del Activador de Plasminógeno 1, PAI-1 (del inglés, Plasminogen Activator Inhibitor 1) 

inhibidor directo de uPA y tPA, se encontró disminuido en neuronas, pero aumentada en astrocitos 

al comparar los niveles en los secretomas de SZ respecto a HC. Además de su rol como inhibidor de 

la fibrinolisis, lo que permite una degradación controlada de coágulos sanguíneos, PAI-1 está 

involucrado en variados eventos de remodelación de ECM, como migración celular mediante su 

interacción con el eje uPA/uPAR, pero independiente de la activación o no del plasminógeno (Czekay 

y col., 2011). Se ha reportado que inhibe la apoptosis neuronal, evitando la desintegración de las 

redes neuronales mediante la mantención de neuritas, a través de vías de señalización 

independientes de su actividad como proteasa (Soeda y col., 2004; Koyanagi y col., 2008) y adicional 

a esto, se ha reportado que niveles deficientes de PAI-1 en el secretoma de astrocitos genera muerte 

neuronal in vitro (Soeda y col., 2001).  

PEDF, es una molécula anti-angiogénica que inhibe la actividad de VEGFA tanto a nivel 

transcripcional como al interferir con la unión a su receptor VEGFR2 (Zhang y col., 2006). Esta 

molécula se encontró aumentada en células endoteliales de cerebro SZ respecto a HC, pero 

disminuida en células troncales neurales SZ. Interesantemente, para esta molécula se han reportado 

dos principales funciones diametralmente opuestas: la auto-renovación de células troncales 

neurales, y la diferenciación a neuronas de manera contexto-dependiente (Sagheer y col., 2015). 

PEDF promueve la neurogénesis y proyección de neuritas, media efectores neurotróficos y confiere 

neuroprotección frente a agentes neurotóxicos (Houenou y col., 1999; Stevens y col., 2019; Bilak y 

col., 2002). Pero también se ha reportado que PEDF promueve la auto-renovación de células 

troncales neurales mediante la regulación de principales efectores de vía Notch. De hecho, se ha 
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descrito que para la auto-renovación de estas células es clave la secreción al nicho neurovascular 

por parte de las células endoteliales de cerebro del factor PEDF (Ramírez-Castillejo y col., 2006; Shin 

y col., 2014).  

Dentro de los resultados destacan también moléculas que no sólo presentaron niveles alterados en 

más de un tipo de cultivo celular, sino que también sus niveles en los secretomas de SZ, respecto a 

HC, siguen una misma tendencia: ser secretadas en menor nivel. 

VEGFA se encontró consistentemente disminuido en células troncales neurales y astrocitos. Esta 

proteína es conocida por su rol esencial en generar migración y proliferación de células endoteliales 

para generar nuevos vasos sanguíneos, durante el desarrollo y la adultez (Ruhrberg y col., 2002; 

Risau, 1997). Adicional a este rol, desde comienzos de este siglo se comenzó a describir un rol 

neurogénico de VEGF, producidas injurias contra el CNS, y durante el desarrollo (Rosenstein, 2004; 

Meirer y col., 2001).  

VEGFA promueve la neurogénesis in vitro e in vivo en la formación del CNS, la migración neuronal 

durante el desarrollo y posee un rol neuroprotector, promoviendo la sobrevivencia de neuronas y 

crecimiento de neuritas (Jin y col., 2000; Jin y col., 2002). Además, es un factor mitogénico para 

astroglias (Mani y col., 2005). 

Otra proteína cuyos niveles estuvieron disminuidos en SZ fue uPA. En la figura 12 se observan los 

niveles de uPA, presentados en los mapas de calor de una manera desglosada. Se aprecia una 

disminución de los niveles secretados de este factor, en SZ respecto a HC, para componentes 

celulares del linaje neural (células troncales neurales y neuronas), así como para el componente 

vascular (células endoteliales de cerebro).  
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Figura 12. Los niveles de uPA son menores en el secretoma de diversos componentes de la unidad 
neurovascular en SZ respecto a HC. El gráfico presenta niveles de uPA en secretomas de cada tipo celular 
analizado, en condiciones HC (azul) y SZ (naranjo). Significancia estadística calculada por Anova de dos vías 
seguido por prueba de comparaciones múltiples Holm Sidak ś, p<0.05. 

uPA presenta un rol clásico en el sistema fibrinolítico, al unirse a su receptor uPAR cataliza la 

conversión de plasminógeno a plasmina, para degradar fibrina (Summaria y col., 1967). Este rol es 

esencial en la degradación de trombos en los vasos sanguíneos (Yepes y col., 2003). Por otra parte, 

la unión de uPA a su receptor de membrana, uPAR, posee funciones no proteolíticas claves en el 

desarrollo del CNS: el eje uPA/uPAR es esencial para la migración neuronal, el crecimiento axonal, y 

la dendritogenesis en neuronas (Semina y col., 2016). A su vez, estos procesos son importantes para 

establecer redes neuronales funcionales y el desarrollo espaciotemporal del CNS. Así el eje 

uPA/uPAR, tanto mediante funciones proteolíticas como no proteolíticas, impacta en el desarrollo 

y establecimiento de redes neuronales en CNS, participando del remodelamiento del citoesqueleto 

y de la ECM (Lino y col., 2014). En la adultez, uPA cumple funciones de factor neurotrófico, y 

promueve la regeneración axonal en enfermedades neurodegenerativas de la materia blanca y, 

luego de ataques isquémicos, promueve la activación astrocítica y la recuperación de actividad 

sináptica mediante la remodelación del citoesqueleto (Diaz y col., 2017; Merino y col., 2017; Merino 

y col., 2018). 
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DISCUSIÓN 

4.1 Alteraciones en la expresión de genes sinápticos durante la diferenciación neuronal en 

cultivos derivados de hIPSC de pacientes con SZ sugieren un desbalance entre la sinapsis 

excitatoria/inhibitoria. 

En el presente trabajo se estudiaron los niveles de transcrito de genes relacionados con la sinapsis 

en cultivos neuronales de largo plazo derivados de hiPSC provenientes de pacientes con SZ y HC 

considerando la temporalidad, es decir, monitoreando a lo largo de su diferenciación. En particular, 

se definió cuantificar los cambios de expresión entre dos ventanas temporales que representan 

distintos estados de madurez en los cultivos: a los 30 (inmaduro) y 90 días (maduro).  

En los cultivos neuronales HC el gen ATP5 disminuyó su expresión a lo largo del transcurso de su 

diferenciación, mientras que en SZ su expresión se mantuvo constante. Este nivel de transcrito, 

elevado a lo largo del transcurso de su diferenciación en SZ, de concordar con un correspondiente 

incremento a nivel proteico, podría sugerir alteraciones metabólicas en las neuronas SZ. El 

metabolismo ha sido descrito como un factor importante en la actividad sináptica de neuronas y su 

posterior tiempo de recuperación (Shetty y col., 2012). Específicamente, se ha destacado la síntesis 

de ATP como clave para la actividad sináptica, recalcando la importancia de las subunidades de la 

ATPasa, entre ellas la codificada por el gen ATP5 (Rangaraju y col., 2014). Los genes relacionados 

con síntesis de ATP no sólo han sido relacionados con la actividad a nivel sináptico, sino también a 

nivel de CF. Es más, genes relacionados con la CF cerebral entre áreas distintas, específicamente con 

conexiones de larga distancia se relacionan con la co-expresión entre genes de estrés oxidativo y de 

función mitocondrial (Vértes y col., 2016). Esto sugiere que la expresión constante de ATP5 a lo largo 

del transcurso de diferenciación de neuronas SZ podría implicar alteraciones metabólicas, que a su 

vez podrían contribuir a la dinámica alterada en la CF de cultivos neuronales SZ.  
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Para explorar estas alteraciones metabólicas, sería interesante generar cultivos neuronales HC que 

produzcan mayores niveles de transcritos de ATP5F1D (por ejemplo, agregando números de copia 

de dicho gen por sobreexpresión) durante su diferenciación, y comparar cómo afecta la CF, respecto 

a un cultivo neuronal HC control.  

SYP codifica para la proteína Sinaptofisina, una de las proteínas de membrana más abundantes en 

vesículas sinápticas. Se ha demostrado que Sinaptofisina no es esencial para la liberación de 

neurotransmisores, pero que regula la formación de sinapsis dependiente de actividad en el 

hipocampo (McMahon y col., 1996; Tarsa & Goda, 2002). La formación de conexiones sinápticas 

implica la proyección y guía -mediada por quimiotaxis- axonal hacía su objetivo, en donde se 

realizará la sinaptogénesis, estableciendo la identidad pre y post sináptica correspondiente, por 

procesos independientes de actividad neuronal (Goodman & Shatz, 1993). Luego estas conexiones 

son refinadas y mantenidas mediante procesos dependientes de actividad neuronal, en donde se 

estabilizan y definen los circuitos sinápticos óptimos, proceso en donde SYP está implicada (Südhof, 

2018). En el trabajo presente, se encontró que mientras los niveles de transcrito de SYP se 

mantuvieron constantes para cultivos neuronales HC durante el transcurso de su diferenciación, en 

SZ aumentaron sus niveles de transcrito a lo largo de su diferenciación. Esto coincide con trabajos 

recientes que han encontrado niveles aumentados de SYP en el citosol de cultivos de neuronas SZ 

(Yamamoto y col., 2021). Un desbalance en los niveles de esta proteína ha sido relacionado con 

alteraciones conductuales y cognitivas en ratones, síntomas prevalentes en SZ (Schmitt y col., 2009).  

Además, niveles alterados de SYP han sido relacionados funcionalmente con SZ (Shen y col., 2012). 

La evidencia sugiere que este gen se relaciona con la fisiopatología de SZ, pero no hay trabajos que 

relacionen específicamente la CF con los niveles de SYP. La SYP está directamente relacionada con 

la cinética de la endocitosis de vesículas sinápticas en neuronas centrales (Kwon & Chapman, 2011). 
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Por otro lado, se ha asociado el uso de glucosa a nivel regional en el cerebro en estado de reposo 

con los niveles de SYP en primates (Rocher y col., 2003). La tendencia a aumentar la expresión de 

este gen durante el transcurso de diferenciación de los cultivos neuronales SZ, contrario a lo que se 

observa en HC, podría implicar un aumento de los niveles de esta proteína. Esto a su vez podría 

impactar en la frecuencia de liberación de vesículas presinápticas, generando una depleción de estas 

y por consiguiente una posterior hipoactividad en SZ. O bien, podría conllevar a mecanismos 

regulatorios que disminuyen la cantidad de proteína funcional, lo que a su vez podría impactar 

también en la actividad presináptica en neuronas SZ.  Para definir entre ambas opciones a futuro 

podría evaluarse la presencia de proteínas implicadas en la inhibición postranscripcional de la 

sinaptofisina.  

CDK5R1 codifica para el cofactor p35, activador específico en neuronas de la CDK5, que varía 

cíclicamente su expresión desde el desarrollo hasta la vida adulta (Wu y col., 2000). Los resultados 

obtenidos en el trabajo presente indican que, mientras la expresión disminuyó en los cultivos HC 

durante el transcurso de su diferenciación, se mantuvo constante en los cultivos SZ. Este resultado 

no implica un aumento significativo de su expresión en la condición SZ, la cual se ha encontrado 

disminuida en tejidos postmortem de pacientes SZ respecto a HC (Ramos-Miguel y col., 2013). Si 

bien no son resultados diametralmente opuestos, esta divergencia observada en los niveles de 

expresión de CDK5R1 en SZ en distintas etapas del desarrollo, al ser comparado con HC, podría 

relacionarse con las vías río arriba que regulan la expresión del gen, que podrían estar generando 

una expresión desfasada, respecto a los ciclos de expresión en condiciones HC. La actividad de CDK5 

en neuronas depende del coactivador p35 (Ko y col., 2001) y es clave en la proyección de neuritas y 

migración axonal, como ha sido demostrado en experimentos con ratones mutantes para CDK5R1 
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(Kwon y col., 1999) y CDK5 (Ohshima y col., 1996) en donde en ambos casos se ha encontrado una 

corticogénesis defectuosa, con una migración limitada en neuronas. 

Los genes sinápticos excitatorios HOMER1 y GRIN1 presentan un curso temporal diferente en 

cultivos SZ respecto a HC. En HC la expresión de ambos genes disminuye durante el transcurso de la 

diferenciación, mientras que en SZ GRIN1 se mantuvo constante y HOMER1 aumentó su expresión. 

Para el caso de los genes GPHN y GAD1, el comportamiento de expresión a lo largo de su 

diferenciación es similar en HC y SZ, disminuyendo su expresión. Estos resultados sugieren que en 

los cultivos neuronales en SZ a lo largo de la maduración de las redes se pudiese presentar un 

desbalance en el equilibrio entre la sinapsis. En trabajos a nivel de pacientes con SZ, existe evidencia 

de tanto una tendencia hacía la hiperexcitabilidad en circuitos, como hacia la hipoexcitabilidad de 

estos, según la zona del cerebro estudiada o el tratamiento del paciente (Whitfield-Gabrieli y col., 

2009; McHugo y col., 2019; Allen y col., 2019). Como se ha reiterado a lo largo de este trabajo, el 

balance entre sinapsis excitatoria/inhibitoria es clave en la formación y dinámica entre redes 

neuronales para un funcionamiento correcto del cerebro. Esta posible tendencia a la 

hiperexcitabilidad podría estar saturando la señal en las redes, dificultando el cambio de CF entre 

las redes neuronales SZ, lo que contribuiría a su vez con la dinámica reducida observada en redes. 

Al analizar en la literatura la correlación entre expresión génica y la CF de redes neuronales, se ha 

reportado que los principales genes implicados cumplen funciones en el neurodesarrollo y la 

formación de sinapsis (Richiardi y col., 2015). No existen a la fecha trabajos que relacionen 

directamente los genes estudiados en este trabajo con CF, pero si a la fecha hay una cantidad 

sustancial de trabajos que relacionan genes con CF e indican que, en su mayoría, estos genes poseen 

funciones asociadas a sinapsis, como recepción o síntesis de neurotransmisores, genes de guía 

axonal y de remodelación de la ECM (Glahn y col., 2010; Zhang y col., 2021; Anderson y col., 2018; 
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Zhang y col., 2021; Zhu y col., 2021). Incluso, un trabajo asoció la expresión de genes implicados en 

la CF con genes en los que se han caracterizado mutaciones asociadas a enfermedades que afectan 

al CNS, siendo la SZ una de las enfermedades que más genes asociados presenta (Zhu y col., 2021).  

 

4.2 Los secretomas de los principales componentes de la unidad neurovascular en SZ son 

menos neurotróficos y podrían contribuir a la migración y sinapsis defectuosa en neuronas. 

El secretoma de los componentes unidad neurovascular en ambas condiciones contiene moléculas 

implicadas en el desarrollo de los sistemas vascular y neural. Los niveles de secreción de algunas de 

estas moléculas fueron diferentes en SZ respecto a HC, en algunos casos inclusive para más de un 

tipo celular analizado. Los aumentos en los niveles de MMP-9 en células endoteliales de cerebro SZ 

respecto a HC, se vuelven interesantes al considerar los roles de esta molécula remodeladora de 

ECM sobre etapas tempranas del neurodesarrollo actuando en procesos como migración neuronal, 

proyección de neuritas y establecimiento de conexiones sinápticas; y que en la vida adulta 

contribuye a reestructurar estas redes sinápticas (Reinhard y col., 2015). Niveles alterados de esta 

proteína en la ECM del nicho neurovascular SZ podrían estar relacionadas con fallas en la 

conectividad sináptica. En su rol de molécula angiogénica, se ha reportado que niveles elevados de 

esta molécula se asocian a un fenotipo permeable de BBB, lo que podría contribuir a la 

permeabilidad de BBB observada en SZ (Shigemori y col., 2006; Turner & Sharp, 2016). 

Los niveles aumentados de Endostatina, molécula anti-angiogénica implicada en la inhibición del 

crecimiento de neuritas y la migración neuronal (Al Ahmad y col., 2010) en células endoteliales de 

cerebro SZ, de replicarse en el nicho de la unidad neurovascular, sugeriría su implicancia no sólo en 

la funcionalidad defectuosa de las células endoteliales de cerebro  SZ, sino también en la migración 

defectuosa de célula troncal neural y neuronas SZ. 
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El secretoma de los astrocitos en SZ, particularmente los elevados niveles de IL-8 respecto a la 

condición HC encontrados, resulta muy interesante pues altos niveles de esta citoquina pro-

inflamatoria han demostrado tener un rol pro-angiogénico, asociado a patofisiologías como diversos 

cánceres además de inducir la muerte celular de NCS (Li y col., 2003; Breton & Mao-Draayer, 2011). 

Por tanto, el fenotipo pro-inflamatorio de los astrocitos SZ, que ha sido recientemente reportado 

podría repercutir sobre otros componentes de la unidad neurovascular en SZ. (Trindade y col., 2022)  

Los niveles alterados de la proteína MCP-1, que fue la única proteína que se reportó alterada en el 

secretoma de neuronas SZ en el proteoma neurogénico (véase anexo fig 3-5), posee un importante 

rol neuroprotector. Se ha reportado que luego de derrames cerebrovasculares isquémicos, genera 

la migración y reclutamiento de células troncales neurales a zona de daño, además de su 

extravasación transendotelial (Andres y col., 2011). Sumado estas funciones en el CNS adulto, se ha 

reportado que es secretada y posee su receptor de superficie CCR2 en células troncales neurales, 

neuronas y principalmente astrocitos perivasculares durante el desarrollo del CNS (Andres y col., 

2011; Conductier y col., 2010). Se podría conjeturar que MCP-1 posee una función en migración 

mediante señalización autocrina durante eventos del neurodesarrollo. Se han descrito sus niveles 

de secreción como heterogéneos en astrocitos durante el desarrollo (Andjelkovic y col., 2002) y 

niveles elevados de secreción están asociado a eventos inflamatorios que contribuyen a un 

detrimento en el desarrollo del CNS (Croitoru-Lamoury y col., 2003) lo que al ser relacionado con los 

resultados obtenidos, en donde se encuentra aumentada la secreción de esta molécula 6 veces más 

en astrocitos SZ  que en HC, indicaría un posible ambiente proinflamatorio en el nicho SZ con una 

importante contribución de los astrocitos, lo que a su vez se reafirma por los elevados niveles de IL-

8 ya discutidos.  
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Al analizar importantes proteínas del neurodesarrollo y del establecimiento de conexiones 

sinápticas, en conjunto con sus inhibidores, como es el caso de PEDF/ VEGFA y uPA/PAI-1, se 

encontraron niveles alterados en más de un tipo celular, lo que permite especular y plantear 

interesantes reflexiones, discutidas a continuación. 

Para la proteína PEDF, cuya función varía de manera contexto-dependiente, el hecho de encontrar 

aumentada la secreción de esta proteína por parte de las células endoteliales de cerebro podría 

tener repercusiones importantes en el balance entre el pool de células troncales neurales y la 

neurogénesis en el nicho de la unidad neurovascular. Los niveles consistentemente disminuidos en 

componentes neurales de su blanco, VEGFA, en el contexto biológico del nicho neurovascular en el 

CNS en desarrollo en SZ podrían implicar anomalías en la neurogénesis. Por ejemplo, generando un 

desfase en esta y así afectar el delicado balance entre el pool de Célula Troncal Neural/neuronas 

para generar correctamente las capas corticales del cerebro (Wu y col., 2017). Además, se ve 

afectado el proceso de formación y proyección de neuritas, entre ellos la guía axonal, lo que se 

relaciona con el establecimiento de conexiones sinápticas entre neuronas (Wu y col., 2019), 

afectando así la modulación de conexiones sinápticas entre redes neuronales, y, por consiguiente, 

la CF en el sistema nervioso (Guérit y col., 2014). Tomando en consideración que VEGFA es clave 

para establecer el acoplamiento neurovascular, los niveles disminuidos en el nicho neurovascular 

en SZ, podrían implicar efectos adversos en el desarrollo concomitante de ambos sistemas. Por otro 

lado, se han encontrado los niveles de VEGFA alterados en pacientes con SZ (Misiak y col., 2018; 

Pillai y col., 2015). Variaciones de polimorfismo de VEGF, que a su vez implican variaciones en los 

niveles de la proteína disponible, se han relacionado con alucinaciones en enfermedades como la 

SZ (Maffioletti y col., 2020; Lizano y col., 2018). Por lo tanto, niveles disminuidos de este factor, no 
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solo repercuten en el desarrollo del CNS sino también en el funcionamiento de este en la vida adulta 

y en la respuesta frente a injurias contra este sistema. 

uPA, como se mencionó anteriormente es un factor remodelador de la ECM clave en establecer 

conexiones entre redes neuronales. La inhibición in vitro de uPA en cultivos neuronales corticales 

de rata altera severamente la conectividad funcional entre redes neuronales y la sincronía entre las 

conexiones sinápticas, más no las propiedades eléctricas a nivel de célula única, todo esto mediante 

la modulación de la ECM (Van De Vijver y col., 2019). Por otro lado, se ha reportado que uPA regula 

la expresión y funcionalidad de proteínas claves en la sinaptogénesis, tales como GAP-43 (Merino y 

col., 2017) 

Además, el Inhibidor directo de uPA, PAI-1, se encontró desregulado también en los resultados 

presentados en este trabajo. Cabe notar que, los niveles de PAI-1 se encontraron disminuidos en 

neuronas y aumentados en astrocitos. Se esperaría que, frente a estos resultados, hubiese mayores 

niveles de uPA secretado por neuronas y un menor nivel en astrocitos. Sin embargo, en neuronas 

tanto uPA como PAI-1, se encuentran disminuidos. Además, se genera un efecto sinérgico, entre 

uPA y VEGFA mediante mecanismos independientes; uPA favorece la producción de VEGFA y 

viceversa (Breuss & Uhrin, 2012). Sin embargo, los niveles de ambas proteínas en los secretomas 

analizados para la condición SZ, son bajos. Es interesante considerar estas observaciones recién 

expuestas, ya que las proteínas analizadas se relacionan y regulan entre sí, y el hecho de que se haya 

encontrado que los niveles secretados de dichas proteínas no son consistentes con sus reguladores 

directos, indicaría potenciales alteraciones en las vías de señalización moleculares, que a su vez 

podrían impactar en el fenotipo de estas células y, por consiguiente, podrían implicarse en la 

fisiopatología de SZ.  
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Tomando en consideración las funciones de las proteínas alteradas en SZ, que se muestran en la 

tabla 5, y los niveles en los que cada proteína se encuentra alterada en la condición SZ, para los 

principales componentes de la unidad neurovascular, se puede concluir que en la condición SZ 

habría un ambiente menos neurotrófico, con una menor cantidad de factores tróficos que 

impulsarán la proyección de neuritas y migración neuronal, como uPA y VEGFA, sumado a los 

elevados niveles de IL-8, que disminuye la viabilidad  Célula Troncal Neural y neuronas al promover 

un ambiente proinflamatorio. Por otro lado, la alteración en niveles de factores que mantienen la 

auto-renovación, como PEDF o IGFBP2, tienden a estar aumentados en SZ respecto a HC. Amplia 

evidencia indica que en ambientes con altas concentraciones de factores que promueven la división 

simétrica en células troncales, se tiende a diferenciar estas poblaciones, más que a mantener la 

troncalidad (Pastrana y col., 2011; Gritli-Linde y col., 2001; Palma y col., 2001; Zandstra y col., 2000). 

Esto podría implicar que en SZ las células troncales neurales en el nicho se diferenciarán en un 

tiempo y espacio inadecuado para el correcto neurodesarrollo. Esto, sumado a que el ambiente 

formado no sería el propicio para incitar la migración neuronal o la proyección de neuritas, podría 

implicar un proceso de migración cortical defectuoso. Esta hipótesis coincide con la literatura 

reciente, sobre trabajos en organoides derivados de pacientes con SZ, en donde en zonas 

subcorticales se encontraban poblaciones de neuronas maduras, pero en las capas corticales estaba 

depleto de estas acompañado por alteraciones en la ECM de la corteza, con bajos niveles de la 

proteína reelina, además de presentar un reducido número de conexiones entre ambas regiones 

(Stachowiak y col., 2017). La posible depleción de células troncales neurales debida a la 

neurogénesis temprana en SZ impactaría en el pool de células troncales neurales en el adulto, 

residente en zonas como el giro dentado del hipocampo o la zona subventricular, así limitando la 

neurogénesis frente a injurias al CNS: dejándolo más vulnerable y susceptible a daños. Esto 
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coincidiría con evidencia en la que se ha observado, en tejidos postmortem de pacientes, una 

proliferación disminuida de células troncales neurales (Reif y col., 2006). Esta proliferación se ve 

también comprometida frente a la supresión del gen Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISC1), que se 

encuentra clásicamente mutado en SZ (Mao y col., 2009). Además, este gen tiene un rol clave en 

regular la integración y maduración de nuevas neuronas en el cerebro adulto (Duan y col., 2007). 

De hecho, se han reportado células progenitoras neurales inmaduras y muerte de neuronas 

maduras en tejidos postmortem de pacientes (Walton y col., 2012).  

La hipótesis de un nicho neurovascular deficiente de factores neurogénicos en SZ, podría afectar 

también la capacidad de estas neuronas para establecer conexiones sinápticas, lo que a su vez 

impactaría en la conectividad a nivel de red. Esto, sumado al desbalance en sinapsis 

excitatoria/inhibitoria propuesto anteriormente, podría ser una causa de la CF alterada que se 

observa en los cultivos neuronales de pacientes con SZ (Puvogel, Blanchard y col, 2022).  

Se hace deseable incursionar en el futuro en el estudio del efecto directo que pudiesen tener los 

diferentes secretomas, o un conjunto de ellos, sobre los procesos de diferenciación de cultivos de 

largo plazo de neuronas SZ y su influencia sobre las dinámicas neuronales. 

Para ello, se plantea la reconstrucción in vitro de la NVU, generando un co-cultivo de los 

componentes celulares presentados en este seminario de título para la posterior recolección y 

análisis de su secretoma en conjunto. Se podría ser luego utilizado en cultivos neuronales HC para 

evaluar el rescate del fenotipo en SZ, evaluando posibles cambios en la CF de estos cultivos, 

resultado de la exposición a estos secretomas.  
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CONCLUSIONES 

En el presente trabajo se planteó responder dos preguntas, tendiente a contribuir a la comprensión 

de las causas que subyacen a las alteraciones sinápticas, descritas en las redes neuronales en SZ. 

Pese a que no se encontraron diferencias en los niveles de transcrito de genes asociados a la función 

sináptica en neuronas SZ de 30 o 90 días, respecto al control, el análisis del curso temporal de la 

expresión génica permitió revelar diferencias en los patrones de expresión entre HC y SZ, tanto para 

genes asociados al metabolismo (ATP5F1D), al desarrollo neuronal (CDK5R1) y la sinapsis pre (SYP) 

y post (HOMER1; GRIN1).  Estos resultados sugieren que durante el curso de la maduración de las 

redes neuronales en SZ se generan alteraciones en el establecimiento de conexiones sinápticas y en 

el balance excitatorio/inhibitorio que define las configuraciones de circuitos neuronales.  

De las 55 moléculas neuro-angiogénicas analizadas, se detectaron 14 en los secretomas de células 

endoteliales de cerebro, célula troncal neural, neuronas y astrocitos, en ambos grupos analizados.  

Se encontró un desbalance en los secretomas derivados de SZ que sugiere un ambiente menos 

neurotrófico. Se observan niveles alterados de factores que promueven migración como CCL2, 

factores neurotóxicos como IL-8 y factores mitogénicos de células troncales como IGFBP2. 

 En SZ existió una tendencia transversal, tanto de los componentes neurales como vasculares, a 

presentar niveles disminuidos de uPA.   

Nuestros resultados sugieren que la presencia alterada de estos factores identificados en el nicho 

neurovascular podría influir el establecimiento de las redes neuronales, generando circuitos 

neuronales con comportamientos aberrantes, que impactarían en un futuro en la funcionalidad del 

cerebro en pacientes con SZ.  
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ANEXO 

 

Figura 13. No hay diferencias en la expresión génica de transcritos claves en el proceso de 
maduración neuronal a los 30 días de cultivo para neuronas SZ y HC. Los gráficos presentan el 
promedio de los niveles relativos de mRNA (± D.E.) para cada cultivo celular derivado de cada donante, por 
grupo, a los 30 días de cultivo neuronal. HC (morado) y SZ (naranjo). Significancia estadística calculada por t 
test anidado, p<0.05. 
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Figura 14. No hay diferencias en la expresión génica para los transcritos seleccionados a los 90 
días de cultivo para neuronas SZ y HC. Los gráficos presentan el promedio de los niveles relativos de 
mRNA (± D.E.) para cada cultivo celular derivado de cada donante, por grupo, a los 90 días de cultivo neuronal. 
HC (morado) y SZ (naranjo). Significancia estadística calculada por t test anidado, p<0.05. 
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Figura 15. El secretoma de cultivos neuronales SZ de 70 días presenta bajos niveles de MCP-1. 
El gráfico muestra los niveles de las 30 proteínas (especificadas en eje X) según la intensidad de pixeles (eje 
Y). Las barras corresponden al promedio de cada grupo (±D.E.). Significancia estadística calculada por Anova 
de dos vías seguido por prueba de comparaciones múltiples Holm Sidak ś, p<0.05. 
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Figura 16. Las membranas, representativas de los proteomas angiogénicos para secretomas 
individuales, de los diferentes cultivos neuronales de 70 días presentan patrones de expresión 
similares. Se presentan las fotos utilizadas para definir los niveles de proteína en el secretoma de cultivos 
neuronales, entre 70-72 días de cultivo. Cada membrana presentada, corresponde a un donante por grupo, 
identificados en la tabla 1.   
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Figura 17. Las membranas de proteoma neurogénico para cada uno de los secretomas de los 
cultivos neuronales de 70 días ensayados presentan patrones de expresión similares. Se presentan 
las fotos utilizadas para definir los niveles de proteína en el secretoma de cultivos neuronales entre 70-72 días 
de cultivo. Cada membrana presentada, corresponde a un donante por grupo, identificados en la tabla 1.  
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