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RESUMEN

El recambio de elementos celulares en el tejiduioss es sustentado por la existencia
de una célula troncal neural, responsable del pma® neurogénesis a través del cual se
generan neuronas, astrocitos y oligodendrocitogcieRtemente se han identificado algunas
quimioquinas con la capacidad de regular el procEsmeurogénesis a partir de una célula
troncal neural. En particular, se ha descrito gualfaquimioquina CXCL12 y su receptor
CXCR4 participan en el desarrollo de estructurdsideema nervioso central y regulan procesos
de proliferacion y diferenciacion en el cerebroladuSin embargo, el rol que cumplen las alfa-
guimioquinas y especificamente la quimioquina CXZLy1 sus dos receptores CXCR4 y
CXCRY7 regulando capacidades funcionales de lasaséluoncales neurales de la médula

espinal, ain no esta claro.

Por lo anterior, esta tesis postula dlas alfa-quimioquinas regulan el proceso de
diferenciacion de células troncales neurales culidas como neuroesferas obtenidas de
médula espinal de ratones”.Para evaluar esta hipoétesis se utilizaron neun@esstierivadas de
la médula espinal de embriones en estadio E18&5de8ostrdé que estas neuroesferas contenian
células troncales neurales evaluando las capacdiel@utorrenovacion y diferenciacion. En
ellas se determind que sélo estaba presente el R&#sajero de la alfa-quimioquina CXCL12 y
sus receptores y no el de CXCLL1 y sus receptoesiamte RT-PCR. De esta manera el estudio
se focaliz6 en CXCL12 y sus receptores CXCR4 y CXCRediante inmunofluorescencia se
detectaron estos receptores en neuroesferas leedadths de diferenciacién y se observé que
estaban en las células troncales neurales. Fingnse analizé el proceso de diferenciacion,
evaluando mediante inmunofluorescencia marcadoeedindjes neurales. Se observd que
CXCL12 favoreci6 la diferenciacion astroglial soteneuronal, comparando la intensidad de
fluorescencia de marcadores neurales como GFAPtarIbb@¢ubulina y que, aparentemente,
tanto CXCR4 como CXCR7 participan en el procesodderenciacion, deducido de los
resultados conseguidos con el uso del antagorestX«€CR4, AMD3100.

En consecuencia, es posible proponer a la quimieq@XCL12 como un blanco
terapéutico pudiendo bloquearla en casos de lesidm médula espinal, donde ésta se ve

aumentada, para asi impedir que las células tremeaiddgenas se diferencien a astrocitos.
Vi



STUDY OF ALPHA-CHEMOKINES IN THE REGULATION OF DIFF ERENTIATION
OF MOUSE SPINAL CORD NEUROSPHERES

SUMMARY

The renewal of cells in nervous tissue is sustaingdeural stem cells, which are
responsible for the neurogenesis that originatesoms, astrocytes and oligodendrocytes. The
mechanisms that regulate the functional capalslii€neural stem cells in the spinal cord are
unknown. Recently, some chemokines have been ifiéentas regulating factors of
neurogenesis of neural stem cells. In particulae, EXCL12 alpha-chemokine and its receptor
CXCR4 patrticipate in the development of centralvoas system structures and regulate
proliferation and differentiation processes in thdult brain. However, the role of alpha-
chemokines and specifically of CXCL12 and its réoep CXCR4 and CXCR7, on the

regulation of functional properties of neural stesils from spinal cord is not clear yet.

With this background, this thesis postulates ttapha-chemokines regulates the
differentiation of neural stem cells cultured as nerospheres obtained from mouse spinal
cord”. To evaluate this hypothesis, neurospheres fra8yFEmouse spinal cord were used. It
was shown that the neurospheres had neural stde lpelassessing their self-renewal and
differentiation capabilities. The presence of mRbffalpha chemokines CXCL1 and CXCL12
and their receptors in neurospheres was evalugt&®ITEPCR. Showing that neurospheres have
CXCL12 and its receptors mRNA and not CXCL1 andréseptors mRNA. Therefore, the
investigation continued with CXCL12 and its recept€XCR4 and CXCR7. Both receptors
were detected on neural stem cells by immunoflwemese after 4 days of differentiation.
Finally, the process of differentiation was anatyly immunofluorescence of neural markers.
The comparison between GFAP and beta-lll-tubulinoféscence intensity indicates that
CXCL12 promotes astroglial over neuronal differatitin. Apparently, inferred from the use of
the CXCR4 antagonist AMD3100, both CXCR4 and CXG@Rricipate in the differentiation of

the neural stem cells from spinal cord.

Given the results obtained in this thesis, it isgilole to propose CXCL12 as a potential
therapeutic target: blocking it to promote neurafifierentiation, for example, in cases of spinal
cord injury, in which CXCL12 mRNA is increased; peating differentiation of neural stem

cells to astrocytes.
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INTRODUCCION

1.1 Células troncales

Las células troncales (CTs) se definen como célyl@spueden producir continuamente
células hijas inalteradas, y que poseen la capéciia producir células hijas que tienen
propiedades diferentes, mas restringidas. Estasteaisticas definen a las CTs y corresponden a
la autorrenovacién y al potencial de diferenciaci@spectivamente (Hall y Watt, 1989; Smith,
2006). La autorrenovacion se refiere a ciclos igsidn celular que repetidamente generan, al
menos, una hija equivalente a la célula madre @paadad latente de diferenciacion. El
potencial de diferenciacion es el que da cuentaslepciones de compromiso disponibles para
una célula, y puede ser desde totipotente, si edaquélula es capaz de generar un organismo
completo, hasta unipotente, si genera sélo urdli(@nith, 2006).

Durante el desarrollo, las CTs cumplen el rol destwir y formar tejidos y 6rganos (Liu
y cols., 2010). En un organismo adulto, la fundiélas CTs corresponde al mantenimiento de
la homeostasis tisular reemplazando células digfuates o senescentes y generando células
nuevas durante el tiempo de vida del organismopfseni y Clevers, 2011). Ademas, las CTs
tienen una importante funcién en la reparaciénejidds en caso de lesién reemplazando las
células perdidas (Li y Jiang, 2011). La habilidade tienen las CTs para controlar la

proliferacién, la diferenciaciéon y la apoptosis thstingue de las células neopléasicas.

En mamiferos adultos, las CTs se encuentran ensvégjidos, incluyendo la médula
Osea, el masculo esquelético, el intestino, elddga epidermis, y la retina (Nirmalanandhan y
Sittampalam, 2009). El hecho de que las CTs sepaces de diferenciarse en varios tipos
celulares (Li D y cols., 2011) es la raz6n printipar la que han sido utilizadas como modelo
para eventuales tratamientos de enfermedades. sidenganera, un amplio rango de CTs
provenientes de diferentes fuentes han sido imgegkis por su potencial en terapias
regenerativas (Hipp y Atala, 2008).



1.1.1 Células troncales y regeneracion

La identificacion, caracterizacion y purificacida CTs, asi como su actual utilizacién en
modelos de terapia celular con las CTs hematopmgtrepresentan un sustento sélido para la
aplicacion de estas células en terapia regenerditiggada al tratamiento de distintas patologias.
Asi, se ha propuesto que las CTs pueden jugar lumportante tanto en el tratamiento de
enfermedades en las que existe dafio tisular agumop infartos agudos al miocardio o
accidentes cerebrovasculares, como en enfermedadsscas tales como Alzheimer o

Parkinson, diabetes u otras (Ratajczak y cols.8R00

Dentro de las distintas patologias degeneratives afectan al sistema nervioso, las
lesiones a la médula espinal (ME) constituyen wmpgral que podria aplicarse esta terapia
celular. Eltrauma en la ME resulta en una segieambios fisiopatoldgicos en el tejido: muchas
neuronas y oligodendrocitos mueren inmediata orpeigamente, se forman cavidades cisticas
gue junto con los astrocitos reactivos forman uiatiz glial, muchos axones ascendentes y
descendentes son interrumpidos por la lesién yesuftegeneracion. También las células
inflamatorias invaden el SNC desde la periferiay microglias residentes del tejido se activan
fagocitando los residuos celulares. Todas estesctesisticas hacen que la lesion tenga una
capacidad regenerativa muy disminuida (Schwab yhBhti, 1996).

La investigacion epidemioldgica ha demostradolgadesiones a la ME afectan de 10 a
40 personas en un millén por afio en paises ddsaimsl como Estados Unidos y los costos
econdmicos asociados a estos pacientes se estmidiioees de dolares anuales. Por otro lado,
menos del 1% de las personas que presentan uba ksila ME recuperan completamente su
funcién neuroldgica y muchas de estas lesionesasitiden en estados de pardlisis parcial o
completa (Cadotte y Fehlings, 2011).

Los tratamientos actuales para las lesiones aHasbh sélo paliativos e involucran
inmunosupresores esteroidales, cirugias para destoiny estabilizar la ME y rehabilitacion
(Obermair y cols., 2008). Sin embargo, es necesaplementar terapias celulares que ayuden a
traspasar los mudltiples obstaculos que presentws dssiones para la regeneracion. Se ha

estudiado la opcion del trasplante de CTs paraégtees actien como puente en el sitio de la
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lesion, dando un sustrato para las fibras nerviosssvas, entregando factores tréficos y
reemplazando neuronas y oligodendrocitos perdidds.obstante, son terapias muy dificiles de
adoptar en pacientes con esta lesién por el rieggta formacion de tumores y el rechazo
inmunoldgico (Willerth y Sakiyama-Elbert, 2008).

De esta manera, un objetivo mas a largo plazotesder la biologia y el microambiente
de las CTs de la ME para que cuando exista unanless logre estimular su proliferacién y su
diferenciaciébn a nuevas neuronas y oligodendrocitamielinizantes. La combinacion de
distintas terapias es la solucién para la logranégora funcional en esta enfermedad con una

fisiopatologia tan multifacética (Obermair y coR008).

Tipos de células troncales

1.1.2 Células troncales embrionarias

Las CTs embrionarias son células pluripotenteadds de la masa interna del blastocito
durante los 5 a 8 dias posteriores a la fecundadidtas células se caracterizan por su capacidad
ilimitada de autorrenovacién, asi como sus ampiaslidades para diferenciarse en todos los
tipos celulares derivados de las tres capas gelesimenbrionarias (Martin, 1981). Pese a esta
capacidad, el posible uso clinico de estas céls@sencuentra condicionado por diversos
obstaculos que lo restringen. Primero, el métaoltencion involucra el uso y destruccion de
embriones, lo que representa restricciones étidagates que limitan su utilizacion. Segundo,
explicado sobre la base de su alto potencial pralifvo, estas células se caracterizan por una
gran capacidad de formacion de tumores una veplargadas (Kooreman y Wu, 2010).
Finalmente, durante la diferenciacion, las célulascales embrionarias presentan en su
superficie moléculas del complejo mayor de histggatibilidad tipo | (Drukker, 2004), lo que
podria provocar el rechazo por parte del organisneptor en estrategias de uso alogénico. Por
estas razones, aln no es posible que exista @pateon CTs embrionarias de humanos y por lo

tanto ha sido necesario investigar otros tipos T®, €omo las adultas.



1.1.3 Células troncales adultas

Las CTs adultas son células multipotenciales, es,deueden formar multiples linajes
celulares que constituyen un tejido completo (SmRA06). Representan la base de la
homeostasis de los 6rganos y de la regeneraciorsigue a una herida o lesién (Simons y
Clevers, 2011). Las CTs adultas les permitensafggre, huesos, epitelios, gametos, musculos y
muchos otros tejidos ser renovados con célulasasuevlo largo de la vida (Morrison y
Spradling, 2008). Se encuentran en microambiesgkgares que les brindan el apoyo fisico y
sefales necesarias para mantener la autorrenoyatidambientes denominados nichos, de los
cuales existen varios en el organismo adulto, tde®o el hematopoyético (Lilly y cols., 2011) y

el epitelial (Ordonez y Di Girolamo, 2011).

Ademads, las CTs adultas representan una alternptiva el desarrollo del trasplante
autélogo de células, en el cual no se produciri@@iazo inmunoldgico que se puede observar
como consecuencia del uso de las CTs embrionabiasde el punto de vista bioldgico, las CTs
adultas también brindan mayor seguridad por cuapt@resentan la capacidad tumorigénica.
Por otra parte, el posible uso de CTs adultas degaproblemas éticos relacionados con la

obtencién de las CTs embrionarias.

Existen aplicaciones clinicas establecidas sobrbake de CTs adultas que se han
utilizado como reemplazo celular en el sistema hepugyético en los trasplantes de médula 6sea
(Jeng y van den Brink, 2010), lo cual representa ciara evidencia de la factibilidad de ser
utilizadas con fines terapéuticos. De hecho, &umste, el trasplante de CTs hematopoyéticas
forma parte del esquema terapéutico para algurfasneedades hemato-oncoldgicas, asi como
también para el tratamiento de algunas formas asvée enfermedades inmunolégicas. En
enfermedades autoinmunes se realiza este traspbamte eliminar el sistema inmune del
hospedero y lograr que con el trasplante adquiesanuevo que no sea capaz de reconocer los
autoantigenos (Rogojan y Frederiksen, 2009). Dehidstas exitosas aplicaciones, la busqueda
de CTs en otros 6rganos permitidé identificar sus@neia en el sistema nervioso central,

constituyendo éste el primer sistema con érganaoséen el que se identificaron CTs adultas.



Células troncales neurales

El cerebro de un mamifero adulto es un 6rgano cobajo recambio celular y escasa
capacidad regenerativa frente a un dafio, razétapgpre durante mucho tiempo se considerd un
tejido postmitético, en el que no existian CTsn &nbargo, diversos estudios han demostrado
que en el cerebro adulto existen tanto la capaaléaatorrenovacion como la de diferenciacion
por ciertas poblaciones celulares, denominadasalactmte células troncales neurales (CTNSs)

(Reynolds y Weiss, 1992; Temple y Alvarez-Buyll899).
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Figura 1. Proceso de neurogénesisLas CTNs tienen las capacidades de autorrenovacion

diferenciacién. Al proliferar, la CTN genera of@IN y precursores neurales con distintos
grados de compromiso los que daran origen, finaiepeéanto a neuronas como a células gliales
(astrocitos u oligodendrocitos) (Modificado de Gliaarbe y cols., 2003).



Las CTNs son células multipotentes que participainpdoceso de neurogénesis. Este
proceso ocurre cuando una unica CTN es capaz dieem@o para autorrenovarse, manteniendo
una poblacion de células indiferenciadas en etldeji, a la vez, puede generar precursores
comprometidos los cuales finalmente daran origess &res linajes celulares del sistema nervioso
central: neuronas, astrocitos y oligodendrocitesv{®y Temple, 1994Figura 1).

Las CTNs fueron primero identificadas en el cerelwspecificamente, en la zona
subventricular (SVZ) de los ventriculos lateralesnyla capa subgranular del giro dentado del
hipocampo. Desde la SVZ ellas se dividen parargemgogenitores que migran a través de la
corriente migratoria rostral para diferenciarseskbulbo olfatorio y desde la capa subgranular,
ellas se dividen para integrar el circuito neurglobampal (Luskin, 1993; Luskin y Boone,
1994).

En la SVZ, que es donde mejor esta caracterizaduockb neurogénico, estas células
poseen caracteristicas morfologicas y expresananares moleculares compartidos con los
astrocitos (Chojnacki y cols., 2009) y su microagnke se compone tanto de células ependimales
en reposo como de una combinacién heterogénea ldlsc&ubependimales que incluyen
astrocitos, progenitores neurales, neuroblastogitias, microglias y vasos sanguineos (Pastrana
y cols., 2009). Todas estas células cumplen ufurmlamental en la mantencién del nicho y en
la generacion de las nuevas células nerviosasesf@2emanera, las células ependimales actian de
soporte para los astrocitos, que corresponden @Téds. Estos astrocitos a su vez extienden
prolongaciones a los vasos sanguineos y dan oddan células progenitoras intermedias y a
precursores de oligodendrocitos. Las células mitm@as intermedias generan células que
poseen un grado mayor de compromiso neuronal, @mbmse como neuroblastos, los cuales
migran a través de la corriente migratoria rostrdétn conclusion, a partir de las células
intermedias o de los precursores de oligodendma@to posible generar tanto neuronas como
células gliales que son las que finalmente se riatég al tejido nervioso (Kriegstein y Alvarez-
Buylla, 2009).

El aislamiento de las CTNs desde su nicho natursh mantenciérin vitro han sido
problematicos debido a que se desconocen los &sctprcontactos celulares requeridos para
mantener estas células en su estado fisioldgicos factores de crecimiento EGF (factor de



crecimiento epidérmico) y FGF (factor de crecimiede fibroblastos) han sido claves para
mantenerin vitro la division prolongada y sostenida de las célglas propiedades de CTNs
(Conti y cals., 2005). Existen dos formas de weattlas CTNs, el cultivo en monocapa y el de
neuroesferas. En el primero, las células se nreertiadheridas sobre diversas matrices, mientras
gue en el segundo, las neuroesferas representegadgs celulares que proliferan en condicion
de suspension, cada uno derivado de una CTN. Arfass de cultivo poseen ventajas;
mientras el cultivo en neuroesferas tedricamerteaemejor una situacion fisiologica en la que
las células mantienen el contacto celular y conémdas de matriz extracelular, el cultivo en
monocapa logra mantener un potencial de difereidciamas neuronal que glial (Conti y
Cattaneo, 2010). Finalmente, cada una de las fomeacultivo tiene sus limitaciones, que
surgen por la complejidad del tipo celular que esed mantener. EI cultivo en neuroesferas
mantiene una combinacion heterogénea de célulagudoimpide el estudio de poblaciones
celulares especificas y el cultivo en monocapatdirta proliferacién del cultivo en el tiempo
(Sun y cols., 2011). Aparentemente, las neuroasfeon mas accesibles por representar la
primera forma de cultivo para estudiar las CTN®§ger la mas utilizada (Aguirre y cols., 2010;
Reynolds y Weiss, 1992).

Células troncales neurales de la médula espinal

En la ME adulta, al igual que en el cerebro, seibantificado CTNs. Al cultivar tres
zonas diferentes de dicho tejido, médula cervitaiacica y lumbar, en todas se logro la
formacion de neuroesferas tanto primarias comonsksias al exponerlas a los mitbgenos EGF
y FGF, comprobandose ademas que estas célulasemamtsu potencial de diferenciacion
(Weiss y cols., 1996). Sin embargo, a diferen@hagrebro, en la ME adulta el nUmero de
CTNs es mas reducido y no existe una capa subepahdefinida que las contenga. Mas bien
se ha demostrado que, al ser evaluadagro, son las células ependimales la fuente primaria de
actividad de CTN.

Al estudiar el microambiente o nicho de estas aélélpendimales, se identificaron tres
tipos celulares: células ependimales cuboidaldsjastependimales radiales y tanicitos, todas

células ciliadas que se encuentran en contactoetaanal central y que en su conjunto se
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denominan células ependimales (Meletis y cols.8R0Este microambiente alrededor del canal
central estd en cercana asociacion con las vasgpliseos, pero a diferencia de la SVZ
involucra mas células ependimales que subependimsikendo la distribucién de estas células
con potencial de CTN mas dorsal que ventral detgt@anal central de la ME (Hamilton y cols.,
2009).

Estudios recientes se han enfocado en descubtiesua funcion de cada tipo celular en
la ME. Se sabe que los astrocitos dan origen aasueeuronas y actian como CTNs en la zona
subventricular (SVZ) y en el giro dentado del hgpopo (Chojnacki y cols., 2009; Pastrana y
cols., 2009). En cambio, en la ME, solo se haliiemtificado como posibles CTNs a las
ependimales, aun cuando en ella existen tres tiphdares que podrian actuar como CTNs y
contribuir al recambio celular: los astrocitos, ddigodendrocitos y las células ependimales antes
mencionadas. Con técnicas de mapeo de destintiagesé descubrié que en la ME intacta son
los progenitores de oligodendrocitos los que sgmaoes tanto de autorrenovarse como de
generar un nimero en aumento de oligodendrocitakima y no asi las células ependimales y
los astrocitos, los cuales soélo proliferan parateraar los tamafios de su poblacion. En cambio,
en caso de lesién se reclutan los tres tipos cekilpara generar su progenie, en sitios
complementarios, durante la formacién de la cizayrila remielinizaciéon. Finalmente, se
concluyo que sélo las células ependimales muesttarmultipotencialidad y actividad de CTNs

tanto en médula intacta como dafada (Barnabé-Hgidels., 2010).

1.2 Factores neurogénicos

El proceso de neurogénesis ha sido descrito pehlmgnte en la SVZ y se ha propuesto
qgue en él participan varios mecanismos que invatuanoléculas difusibles de sefializacion
como neurotrofinas, neurotransmisores, neuropéptydéactores de crecimiento (Bath y Lee,
2010). Dentro de las neurotrofinas clasicas podemoonocer el factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF), el factor de crecimiento nervioS&GE) y las neurotrofinas 3y 4 (NT-3, NT-4).
Estas poseen distintos efectos sobre las CTNs,ptogenitores neurales o las células
diferenciadas, para lo cual interactdan con la [fandie receptores de neurotrofinas Trk y p75.

De esta manera factores como el BDNF y el NGF esgu& proliferacién, sobrevida vy



diferenciacion de las CTNs (Fiore y cols., 2002ndea y cols., 2001). Otros factores
neurotréficos también pueden regular la actividaccional de las CTNs. Entre ellos, el FGF
regula la neurogénesis a través de modulacion dediferacion y sobrevida de las CTNs
regulando el ciclo celular (Zheng y cols., 2004De manera similar, el EGF estimula la
proliferacion de las CTNs en la SVZ y la inhibicide su sefializacién produce una disminucion
de la migracion de CTNs derivadas de la SVZ en wdeio de induccién por dafio tisular
(Aguirre y Gallo, 2007). Aunque no es un factoigimalmente descrito como neurotréfico, el
factor de crecimiento transformante (TGF) tambigguta la proliferacién de células del SVZ y
actua mediante el mismo receptor que EGF, EGFRhaSesto que ratones que carecen de TGF-
a tienen tasas de proliferacion celular disminuidasla SVZ y menor cantidad de células
nacientes en el bulbo olfatorio (Tropepe y col897). Finalmente, el factor neurotréfico ciliar
(CNTF) se sintetiza constitutivamente en el sistamaavioso central, predominantemente en
astrocitos, y su receptor se localiza en la SVZadelto (Dallner y cols., 2002). Desde el punto
de vista funcional, la administracion de CNTF estana proliferacion de las CTN en la SVZ 'y

en el giro dentado (Emsley y Hagg, 2003).

Una fuente complementaria de factores reguladomslad neurogénesis ha sido
identificada sobre la base de estudios que caizanteel microambiente local en zonas con
actividad neurogénica. En este sentido, las pemebservaciones que demostraron la existencia
de neurogénesis en cerebro adulto identificaronazoespecificas con esta actividad
caracterizadas por una estrecha relacion con astascvasculares (Palmer y cols., 200@si,
el nicho neurovascular que se encuentra adyacelate @TNs comprende moléculas de matriz
extracelular, factores difusibles y sefales cimi#sa que en conjunto regulan la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de las CTs (Alvaf@aylla y Lim, 2004; Morrison y Spradling,
2008; Walker y cols., 2009). Factores clasicamifgetificados como reguladores angiogénicos
han sido ahora reconocidos también por su capadedarckegular directamente el proceso de
neurogénesis. El conjunto de estos factores ha agtupado bajo la denominacion de
angioneurinas (Zacchigna y cols., 2008), entreciedes se encuentran factores de crecimiento,
citoquinas y otras moléculas. Una de las familiasangioneurinas mejor caracterizada en este
contexto es la codificada por los distintos genesespondientes al factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), los cuales tienen efedlirectos sobre la proliferacion de las CTNs

in vitro y la neurogénesis en la SVZ adutavivo (Sun y cols., 2006; Wittko y cols., 2009).



Segun lo anterior, la vasculatura puede ser uncblanil para una posible terapia que
induzca la neurogénesis adulta a través de laaeigul de la secrecion, o uso de factores propios
del tejido endotelial. Sin embargo, la composicfancional de angioneurinas en el nicho
neurovascular de la ME es desconocida.

1.3 Quimioquinas

Las quimioquinas, también clasificadas como angidnas, corresponden a una gran
familia de proteinas secretadas, con mas de 50 bnism Se caracterizan porque
estructuralmente se dividen en cuatro familiasrdisas de acuerdo al nimero de las cisteinas
N-terminales conservadas y al espaciamiento efitre (Eigura 2): la subfamilia CXC o alfa-
guimioquinas a la que pertenecen CXCL8 o IL-8, CX@LGROea, CXCL2 0 GROB, CXCL12
0 SDF1 y CXCL10 o IP10, entre otras; la subfani@ o beta-quimioquinas que incluye MIP1-
a, MIP1-b, MCP1 y RANTES; la subfamilia @X o delta-quimioquinas de la cual se conoce la
fractalkina o CX3CL1 y la subfamilia C o gamma-gitiquinas, representada por dos
quimioquinas XCL1 y XCL2 (Rostne y cols., 2011; Zlotnik y Yoshie, 2000).

Las quimioquinas ejercen su accion bioldgica aéisale receptores de siete dominios de
transmembrana, generalmente acoplados a proteirtzst®s receptores son nombrados segun su
clasificacion de subfamilia de quimioquina. Se auen siete receptores de CXC, desde el
CXCR1 al CXCR?7, y once receptores de CC, desdeC&tiCal CCR11. Ademas, existen los
receptores llamados GBR1 y XCR1, que unen fractalkina y las dos gamnimtigguinas,

respectivamente (Bonecchi y cols., 2009).

Las quimioquinas son producidas por una variedad tiges celulares tanto
constitutivamente como en respuesta a estimultasnatorios (D’Ambrosio y cols., 2003). Las
actividades biolégicas de las quimioquinas van éeslidcontrol del trafico leucocitario, en
condiciones basales e inflamatorias, a la regutag@hematopoyesis, angiogénesis, arquitectura

de tejidos y organogénesis (Rossi y Zlotnik, 2000).
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Figura 2: Clasificacion de las cuatro familias de quimioquisay sus receptores
correspondientesa.- Familia CXC o alfa-quimioquinas, b.- Familia 6®eta-quimioquinas, c.-
Familia C o gamma-quimioquinasdy- Familia CX3C o delta-quimioquinas. La familiaegse
estudia en este trabajo es la CXC o alfa-quimicagi{Rosténe y cols., 2007).
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1.3.1 Quimioquinas en el sistema nervioso

Ademas de su accion en el sistema inmune, diverstglios han demostrado que las
guimioquinas tienen funciones regulatorias sobsestééma nervioso (Asensio y Campbell, 1999;
Meucci y cols., 1998), encontrandose tanto ellaaacsus receptores en neuronas y en células
gliales bajo una variedad de condiciones (Millecos., 2008). La funcién que cumplen las
guimioquinas en el sistema nervioso ha sido amglidemestudiada y actualmente se sabe que su
participacion implica procesos distintos a los iciémente observados en el sistema inmune.
Asi, aunque las quimioquinas regulan la migraciéncélulas del sistema nervioso, también
cumplen funciones especificas en procesos tales t@msmision sinaptica y neuroinflamacion
(Rosténe y cols., 2007).

Durante el desarrollo, la aparicion de la quimioguiSDF1/CXCL12 y su principal
receptor CXCR4 preceden a la aparicion del sistammaune (Huising y cols., 2003), lo que
indica que su funcién original no se restringe sokste sistema. De hecho, a diferencia de otras
guimioguinas cuyos niveles aumentan en estadosfldeniacion, la quimioquina CXCL12 y su
receptor CXCR4 siempre estan en altos niveles ethasutejidos, incluido el sistema nervioso
durante el desarrollo y en el estado adulto (Banisacols., 2002; Stumm y cols., 2003).
Ademas, receptores de alfa-quimiogquinas como CXZRXCR3 se encuentran en las regiones
neurogénicas de cerebros postnatales, especifiten@CR4 se colocaliza con marcadores
caracteristicos de las CTNs como la nestina (pratde los filamentos intermedios), el TLX
(factor transcripcional importante para la probigon) y la Ki67 (proteina caracteristica de la
divisién celular) (Tran y cols., 2007). Por otadd, los ratones knockouts de CXCL12 y
CXCR4 son inviables y mueren en el estadio E17 aoormalidades severas que afectan la
migracion de precursores neurales en el cerebesarbllo anormal del giro dentado y defectos
en la migracion de la interneurona en la cortedenes de problemas cardiacos (Ma y cols.,
1998).

Funcionalmente, las quimioquinas participan regigaxliversos procesos cerebrales.
Por ejemplo, se ha descrito que CXCL12 dirige taliaacién de humerosos tipos celulares en el
cerebro durante el desarrollo como las célulagyd@aiulo hipocampal (Bagri y cols., 2002), las

células de Cajal Retziuz (Paredes y cols., 20@6)neuronas granulares cerebelares (Ma y cols.,
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1998; Zou y cols., 1998) y las interneuronas caltie (Stumm y cols., 2003; Tiveron y cols.,
2006). CXCL12 también ha sido involucrada en elutamiento celular a zonas isquémicas
(Schénemeier y cols., 2008b; Stumm y cols., 208&)como en la regulacion de la permanencia
o salida del nicho vascular de progenitores deé/la &okovay y cols., 2010).

Ademas de la migracién se han descrito otras faesiopara las quimioquinas, por
ejemplo, que las alfa-quimioquinas CXCL1, CXCL6 X@.8 regulan la proliferacion y la
diferenciacién de progenitores dopaminérgicos (Edsnaols., 2008), que CXCL12 aumenta la
proliferacibn de progenitores neurales humanos §Veols., 2009) y que la inhibicion de
CXCR4 modula el ciclo celular de los progenitoresunales de ratén, impidiendo su

autorrenovacion (Li M y cols., 2011).

1.3.2 Alfa - quimioguina CXCL12 y sus receptores@ y CXCR7

Asi como CXCR4 parece ser un importante reguladoiacheurogénesis en el cerebro,
recientemente se descubrié otro receptor de laigguima CXCL12 ademas de CXCR4: un
receptor que hasta el momento era huérfano y qusidta denominado CXCR7 o RDC1
(Balabanian y cols., 2005). Ratones deficienteseste receptor mueren perinatalmente con
defectos severos en el corazén al igual que loskouts de CXCL12 y CXCR4 (Sierro y cols.,
2007). Con el descubrimiento de CXCR7 se abricaga de investigacion para dilucidar su

funcion.

Es factible que CXCR7 tenga alguna funcion diatiat la de CXCR4, ya que la
distribucion del mensajero de CXCL12 en el ceratr@s exactamente igual a la del mensajero
de CXCR4, y la amplia distribucion de la quimioquisugiere que requiere de un segundo
receptor, aunque a nivel de proteina esto no sstdiado (Stumm y cols., 2002). La evidencia
crece al demostrar que en zonas cerebrales endasoghay CXCR4, si hay CXCR7, sugiriendo
gue CXCL12 puede ejercer efectos independient€XdeR4, via CXCR7 (Schénemeier y cols.,
2008a).
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Al estudiar con mas detalle el funcionamiento dmseslos receptores de CXCL12,
CXCR4 y CXCR7, y analizando especificamente sulzait#on, se observé en lineas celulares
gue aunque ambos receptores son de 7 dominiogmartembrana, la union de la quimioquina
s6lo a CXCR4 gatilla la sefializacion dependientepdeeina G, mientras que la union a
CXCRTY no activa esta sefializacion (Levoye y c@B09). Sin embargo, estudios mas recientes
de transfeccion transitoria han caracterizado a RK€omo un receptor sefalizador que, ademas
de sefalizar mediante proteina G, tiene un mecaniraccion que involucra afaarrestina y

la posterior estimulacion de la cascada de la MARasa (Rajagopal y cols., 2010).

Las funciones de ambos receptores han sido biadiadas en lineas celulares de cancer
humano. Se ha visto que la sefalizacion de CX@Rgual que la de CXCR4, puede promover
la expansion y metastasis de ciertos tipos de tesnprque podria ser un factor de prondstico y
un blanco para el desarrollo de nuevas drogaséamie y antimetdstasis (Maksym y cols.,
2009).

No obstante, a nivel fisiolégico son pocos los emtientes que se manejan con respecto a
la interaccién de CXCR4 y CXCR7. En pez cebraaeibto durante el desarrollo que ambos
receptores estan implicados en la migracién decdfidlas del primordio. Mientras un grupo
propone que la sefializacién activa de CXCR7 periaitenigracion de la linea lateral del
primordio (Valentin y cols., 2007), otro grupo plea que mientras CXCR4 se encuentra en las
células germinales, CXCR7 se encuentra en lasasehdyacentes o soméaticas, cumpliendo la
funcion de “receptor sefiuelo” para generar un gradide CXCL12, a través del secuestro del
ligando. De esta forma, este gradiente influirfa l@ funcion de CXCR4 controlando la
disponibilidad del ligando (Boldajipur y cols., )0

Esta misma discusién se ha trasladado mas recientena la migracién de otro tipo
celular durante el desarrollo, el de las interneasocorticales. Por una parte, se ha propuesto
una funcion auténoma y sefalizacion activa de CXCRgulando el movimiento de la
interneurona y el posicionamiento laminar (Wang @is¢ 2011), mientras que otras
observaciones muestran que CXCR7 solo actla redpliEnsensibilidad del receptor CXCR4
por la quimioquina (Sanchez-Alcafiz y cols., 2011fstos antecedentes dan cuenta de la

interesante interaccién entre ambos receptoresdappr supuesto, necesita ser elucidada.
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1.3.3 Alfa - quimioquinas en la neurogénesis enuteédspinal

Las alfa-quimioquinas CXCL1 y CXCL12 se han desctibmo importantes mediadores
de enfermedades que afectan a la ME, tales comer@sis multiple, encefalomielitis viral y
procesos inflamatorios que se desarrollan luegar@elesion a la ME (Hoskin y cols., 2010;
Kang y cols., 2011; Kerstetter y cols., 2009; Rostg cols., 2007; Rubio y Sanz-Rodriguez,
2007).

En el contexto de neurogénesis, se ha descrittaguemioquina CXCL1, a través de su
receptor CXCR2, promueve la proliferacion (Mille2002) e inhibe la migracion de los
precursores de oligodendrocitos de la ME (Tsai k.c@002). Ademas se ha visto que la
inhibicion de CXCR2 promueve la diferenciacién degenitores de oligodendrocitos de la ME
in vitro; asimismo, esta inhibicién favorece la remielinidacy la mejora funcional en ratones

EAE, modelo animal de la esclerosis mdltiple (Kettst y cols., 2009).

Por otro lado, los roles de CXCL12 y de su recePCR4 en la neurogénesis en la ME
se han descrito en mayor detalle. La quimioquineste receptor estdn presentes durante el
desarrollo de la ME y regulan la migracién de preates neurales en este tejido (Luo y coals.,
2005). CXCL12 también regula la trayectoria debraxjue nace desde el tubo neural, para lo
cual el receptor CXCR4 se encuentra en el axéradelirona motora, especificamente en los
nervios motores dorsales, siguiendo su trayectadral, mientras que su ligando CXCL12 es
sintetizado por las células mesenquimaticas quearoeél tubo neural ventral (Lieberam y cols.,

2005). No obstante, no se ha evaluado la partidipale CXCR7 en estos procesos.

Existen escasos antecedentes respecto del rohguafd-quimioquinas puedan tener en
el proceso de neurogénesis en la ME y de su paaticin en eventuales procesos de
regeneracion de este tejido frente a dafio tislareste sentido, trabajos recientes muestran que
la aplicacion de CXCL12 en un modelo de dafio deddienta el numero de axones del tracto
corticoespinal (Opatz y cols., 2009); sin embasgodesconocen los mecanismos que expliquen

este fendbmeno.
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Sobre la base de los antecedentes presentadoss&dapen esta tesis que laa-
qguimioquinas regulan el proceso de diferenciacionallas CTNs de ME Especificamente, se
evalud la presencia de las quimioquinas CXCL1 y CKXZy sus receptores en las CTNs y su
influencia sobre la diferenciacién de las CTNs adiciaje neuronal o glial.

Averiguar el rol que cumplen estas quimioquinasaemeurogénesis de ME resultaria de
gran relevancia clinica. Por ejemplo, en casosleg@®n a la ME, buscando inducir la
diferenciacién neuronal de las CTNs enddgenas yngs#dir la formacion de la cicatriz glial,
caracteristica de estas lesiones y cuyo desaiiropae la regeneracién (Rolls y cols., 2009).
Por otro lado, ahondar en las funciones de esfasapuinas podria ser de utilidad en problemas
graves de desarrollo de la ME, como la espinadifieénfermedades neurodegenerativas como la
esclerosis multiple. De esta manera las alfa-gqujoinas y su regulacion funcional resultan ser

de un gran interés bioldgico, y con este trabajespera contribuir a su mayor entendimiento.
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HIPOTESIS

Las alfaquimioquinas regulan el proceso de diferenciaciénlas células troncales neurales
cultivadas como neuroesferas obtenidas de la médpiaal fetal de ratones.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de las alfpiimioquinas sobre el proceso de diferenciaciomagroesferas

obtenidas de la médula espinal fetal de ratones.

Objetivos Especificos

1. Generar cultivos de células troncales neuralesnat#is a partir de médula espinal de

ratén en estadio embrionario E18,5.

2. Determinar la presencia de las ajfigimioquinas y sus receptores correspondientes en |

médula espinal y en las neuroesferas derivadaliade e

3. Evaluar los efectos de las alfa-quimioquinas sdaraliferenciaciéon de las células

troncales neurales cultivadas como neuroesferasades de la médula espinal.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Medios de cultivo y suplementos

De GIBCO, Invitrogen Corporation (Grand Island, NEE.UU.), se obtuvieron la tripsina
(27250-018) y los medios de cultivo DMEM (12800-p}7 DMEM/ F12 (12400-024). Se
obtuvieron los suplementos del cultivo N2 (175083)0827 (17504-044) y albumax (11020-
021).

De Hyclone, ThermoScientific (Waltham, MA, EE.UUsg obtuvo la solucién de la mezcla de
antibioticos de 10.000 unidades/mL de penicilinkEDy000 pg/mL de estreptomicina (SV30010).
También se adquirié de esta empresa el SBF (SH3UB)71

De AppliChem (Darmstadt, Alemania) se adquiriéllecgsa D (+) (A1349, 1000).

De SIGMA (St Louis, MO, EE.UU.) se obtuvo la pol#idina 5 mg/mL (P7405).

De R&D SYSTEMS (Minneapolis, MN, EE.UU.) se adgeian los factores de crecimiento FGF
(3139-FB-025/CF) y EGF (2028-EG-200).

4.1.2 Proteina recombinante y antagonista farmgamo

De GIBCO, Invitrogen Corporation, se obtuvo la pfoa recombinante SDF:1lo CXCL12

(PMC1354).

De SIGMA se adquirid6 el antagonista del receptorC8®%, hidrato de octohidroclorito o
AMD3100 (A5602- 5MG).
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4.1.3 Reactivos para inmunofluorescencia

De Winkler Ltda (Santiago, Chile) se adquirierorpalaformaldehido (PA-11510) y el Triton
100X (BM-2020).

De Dako Corporation (Glostrup, Dinamarca) se obtawolucién de montaje Dako (S3023).

A continuacion se detallan los anticuerpos utilasad

Tabla 1: Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia

Antigeno Cadigo Marca Clonalidag Origen Dilucién Secundario
CXCR4  |NB600-786 Bigg;}g | policlonal | conejo|  1:100 |  Alexa- 488
CXCR7 Ab72100, Abcam policlonal | conejg 1.25 Alexa- 488

GFAP 13-0300| Invitrogenn monoclongl rata 1:50 Alexa- 488

Beta-llI-tubulina| 280026 Promega| monoclonalratdn 1:500 Alexa- 555
SOX2 Ab97959 Abcam policlonal | conejg 1:50 Alexa- 55b

4.1.4 Reactivos para los analisis de western blot

De BIO-RAD (Hercules, CA, EE.UU.) se obtuvo el sisa comercial de cuantificacion de
proteinas Bio-Rad Protein Assay (500-0001).

De ThermoScientific se adquirieron los sustratosm@luminiscentes, ECL (32106) y la
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (8858

De Winkler son el Tween 20 (TW-1652), TEMED (tetetitetilendiamina) (BM-1970) -
mercaptoetanol (BM-1200), acrilamida (BM-0070) g-bicrilamida (BM-0280).

De US Biological (San Antonio, TX, EE.UU.), son®DS (S5010), el Tris base (T8601) y la
glicina (G8160).

De SIGMA, se obtuvo el persulfato de amonio (A36y8) rojo Ponceau S (141194).
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En la siguiente tabla se detallan los anticuerpiizados:

Tabla 2: Anticuerpos utilizados en los andlisis de westetatb

Proteina Masa Cadigo Marca Clonalidad| Origen Dilucion
molecular
CXCR4 40kDa | NB600-786 _.NOVUS policlonal | conejo|  1:1000
Biologicals
CXCR7 42 kDa Ab72100 Abcam policlona conejo 1:300

4.1.5 Reactivos para la transcripcion inversargéecion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

De OMEGA bio-tek (Norcross, GA, EE.UU.), se obtwlosistema comercial de extraccion de
RNA, E.Z.N.A (R6834-02).

De Promega (Madison, WI, EE.UU.) se obtuvo la DN#sa de RNasa (M610A), el tampdn de
reaccion 10X (M198A) y la solucion de término daaeén (M199A). También se obtuvieron
los partidores aleatorios 500 pg/mL, (C118A) y hima transcriptasa inversa M-MLV y su
solucién tampdn (M170B). Asimismo se obtuvierorDISA polimerasa GoTagq, la solucion de
cloruro de magnesio 25 mM y el tampdn 5X de lareaz{M8295).

De Jena Bioscience (Jena, Alemania) se obtuviasrsbluciones de nucleétidos, dATP (NU-
1001), dCTP (NU-1002), dGTP (NU-1003), dTTP (NU-4p0

De New England BioLabs (Hitchin, Inglaterra) esralrcador de DNA de 100 pares de bases 6X
(N32315S).

De Lonza (Basel, Suiza) es la agarosa (50004).

Los partidores se mandaron a sintetizar a IDT @hatieed DNA Technologies, Inc.) (Coralville,

IA, EE.UU.) y se resumen enTabla 3.
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Tabla 3: Partidores utilizados en la PCR5e muestran las secuencias de los distintos paasido
en sentido 5> 3'. La temperatura de fusion (Tm) se calcul6 contmtda 2¢ (A + T) + 4« (G +
C). S denota partidor sentido y R el partidor iseer

Partidor Secuencia 52 3’ Tamafio producto (pb) Tm (°C
Sox2_S | GCA GTA CAA CTC CAT GAC CAG 64
Sox2_R GGA GTG GGA AGA GGT AAC 165 56
Map2_S AAC ATC AAA CAT TCT GCT GGG 60
Map2_R GAT CTC AGC CCC GTG ATC TA 290 62
Gfap_S CGA AGC TAACGACTATCG CC 62
Gfap_R TTG TGACTT TTT GGC CTT CC 574 58
Mag_S GCC CCG AAT TCA GAA TCT TCG G 68
Mag_R | TTC TGC ATA CTC AGC CAG C 2% 62
Cxcll_S GCT GGG ATT CAC CTC AAG AAC 64
Cxcll_R TGG GGACACCTTTTAGCATC 168 60
Cxcll2_S | GCATCA GTG ACG GTA AAC CAG 64
Cxcll2_R | GGG TCA ATG CAC ACT TGT CTG 17 64
Cxcrl_ S | CCTGCATCAGTG TGG ACC G 62
Cxcrl_R | AAC CTC CTT GCG AAC CAG GC 004 64
Cxcr2_S | CTCCTT GGT GAT GCT GGT C 60
Cxcr2_R | CCC GTA GCA GAA CAG CATG o8 60
Cxcrd_S | GGA GCA TGA CGG ACA AGT AC 62
Cxcrd_R | GAA GGA GTC GAT GCT GAT CC >%8 62
Cxcr7_S | GCACTG CTACATCTT GAACCT G 66
Cxcr7_R | CAC TCC TTG ATG CTG TGC TCG 386 66
Gapdh_S | CAC CCA GAA GAC TGT GGA TGG 66
Gapdh_R | CCACCACCC TGT TGC TGT AG 421 64
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4.1.6 Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 en estadio fetak(bl E18,5), los cuales se trataron de
acuerdo a todas las normativas éticas exigidataptomision de Bioseguridad y Bioética de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la PontificiaMdrsidad Catdlica de Chile. El proyecto
FONDECYT 1090427ue aprobado por CONICYT desde el punto de vista ét

4.1.7 Lineas celulares

Como controles positivos se utilizaron lineas leeds de linfoblastos humanos de
células T (células Jurkat, donacién del laborataté Dr. Alfonso Gonzélez) y células de
carcinoma epitelial humano (células Hela, donadil@h laboratorio de la Dra. Alejandra

Alvarez).

4.2 Métodos

4.2.1 Cultivos de células troncales neurales

Las CTNs se cultivaron en forma de neuroesferasiatgras esféricas en suspension que
favorecen la proliferacion de las CTNs. Para laegecion de las neuroesferas, las médulas
espinales obtenidas de embriones de ratones afioeEtE3,5, se segmentaron y posteriormente
se disociaron mecénicamente durante 15 minutopipmaia pasteur cuyo orificio extremo fue
previamente reducido. Después de contar el nutoesrbde células, éstas se resuspendieron a
una concentracion de 50-100 células/puL en medio EDIF12) suplementado con glucosa (6
mg/mL), albumax (3 mg/mL), N2 (10 puL/mL), B27 (2Q/mL) y penicilina/estreptomicina a
una concentracion final de 100 ug/mL. Se agregatenltivo los factores de crecimiento (EGF
50 ng/mL, FGF 20 ng/mL) necesarios para la fornmadi@ neuroesferas, cada 48 horas.
Aproximadamente luego de 7 dias se realiz6 el prsnbcultivo. En este procedimiento las
neuroesferas se disgregaron para obtener célulzasiioon el objetivo de que las CTNs, al estar

separadas, volvieran a formar nuevas neuroesferasi yaumentar el nimero de células del
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cultivo. EI subcultivo se realizé usando tripsth@5% y resuspendiendo en medio DMEM/F12
suplementado con glucosa, albumax, N2 y B27 erepoés de los factores de crecimiento. En
condiciones de proliferacion, las neuroesferas aetuwieron en medio fresco con los factores de

crecimiento y se expandieron en cada subcultiva paalizar los distintos experimentos.

4.2.2 Ensayo de diferenciacion

Para evaluar la capacidad de diferenciacion dedasoesferas, éstas se resuspendieron
en medio DMEM/F12 suplementado con glucosa, albumé® y B27 (sin factores de
crecimiento) y se sembraron directamente sobreaplde 24 pocillos de 16 mm de diametro
recubiertas con poli-D-lisina (0,1 mg/mL). Luego4ldias de cultivo se evaluaron los niveles de
RNAs mensajeros y sus productos proteicos reladimma genes marcadores de linaje, mediante
las técnicas de RT-PCR e inmunofluorescencia réispatente. Los marcadores analizados
fueron: para CTN, SOX2 (region sexual determinah{&RY), box 2); para neuronas, Betalll-
tubulina y MAP2 (proteina asociada a microtibulgsra astrocitos, GFAP (proteina acida
fibrilar glial), y para oligodendrocito, MAG (gligmoteina asociada a mielina) y Olig2 (factor de

transcripcién de oligodendrocito 2).

4.2.3 Extraccion de RNA y transcripcion inversa

Se extrajo RNA a partir de las médulas espinalésl gultivo de neuroesferas utilizando
el sistema comercial EZNA. Se realiz6 el protodntticado por el fabricante, utilizando tampon
de lisis TRK, etanol 70%, los tampones de lavady 2 y la columna de RNA para
centrifugacion. Brevemente, las neuroesferas (sxdedb millones de células) se lisaron en 350
puL de tampdn de lisis TRK y se agregé un volumeraligle etanol 70%, se agrego la muestra a
la columna de centrifugacion y después de cenadiggmes con los tampones de lavado 1y 2, el
contenido de la columna se eluyé con agua tratadeD&EPC (dietil pirocarbonato). Luego de
evaluar la concentracion y pureza del RNA espeatinoiétricamente mediante la determinacion
de la razén de absorbancia 260/280 nm, se realiztahscripcion inversa con 1 ug de RNA.

Para ello, se trat6 el RNA con DNasa (1 unidada pgradar el DNA contaminante, incubando
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durante 40 minutos a 37°C. Se detuvo la reacadnicul de EDTA 0,02 M. Después de 10
minutos a 65°C se agregaron 0,5 pL de partidoesg@ios (20,8 pg/mL) y luego de 10 minutos
a 65°C se agregaron los dNTPs a una concentraicéinde 0,5 mM y el tampdn de la enzima.
Las muestras se incubaron a 25°C durante 10 minutasgo a 42°C durante 2 minutos, se
agreg6 1 pL de la enzima transcriptasa inversaidad) y se incub6 a 42°C durante 50 minutos
y finalmente a 70°C durante 10 minutos. El DNA ptementario se guardo a -20°C.

4.2.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el objetivo de determinar la presencia de rasscritos de los genes que codifican
los marcadores neurales, las quimioquinas CXCLXEIC12 y sus receptores CXCR1, CXCR2,
CXCR4 y CXCRY7 se realiz6 una PCR. Se amplific®MHIA complementario proveniente de la
transcripcién inversa. Para ello se tomaron 1-2dplla reaccidén de transcripcién inversa, se
agregaron el tampén de la enzima (1X), la enzing(Taunidad), dNTPs (0,2 mM), Mg&X(1,5
mM) vy los partidores (0,5 uM). Se utilizaron loarjidores disefiados que se muestran en la
Tabla 3. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en mod¢eriadorMyGene TM Series
Peltier Thermal Cycler. Se utiliz6 una desnatunaace 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos
de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a la temperatura deegmiento (55°C - 60°C), 1 minuto a 72°C,
y una extension final de 10 minutos a 72°C. Laslpctos obtenidos de la PCR se resolvieron
en geles de agarosa al 1,5% en TBE 1X (Tris 0,8dilo bérico 0,9 M, EDTA 20 mM, pH 8) y
para visualizar los amplicones, la electroforesiseslizd en presencia de bromuro de etidio (0,3
pg/mL). Las bandas se visualizaron en un trangilador BIO RAD 170-8126, utilizando el
programa Quantity One de BIO RAD 4.3.1.

4.2.5 Inmunofluorescencia

Para evaluar la distribucion y los niveles de ladginas de interés, se realizaron estudios
de inmunofluorescencia en los cultivos de las nesfevas. Para ello, las neuroesferas se
sembraron sobre cubreobjetos recubiertos con pbia (0,1 mg/mL) y se fijaron con

paraformaldehido (PFA) 4% en frio durante 20 misuthuego se lavaron con PBS 1X (NaCl
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137 mM, KCI 2,7 mM, NgHPQO, 4,3 mM, KHPO, 1,47 mM, pH 7,4) 3 veces, se bloquearon con
SBF 5% durante 1 hora a temperatura ambiente gcsdbaron toda la noche a 4°C en tampon
(PBS 1X, SBF 5% y Triton 0,05%) que contenia laaddn de los anticuerpos primariqver

Tabla 1). Después se lavaron 3 veces con PBS 1X y seangnlgurante 2 horas, a temperatura
ambiente, en el mismo tampo6n que contenia el arpousecundario conjugado con Alexa Fluor.
Posteriormente los cubreobjetos se lavaron con PB8n oscuridad y se montaron con Dako.
Finalmente la deteccion de la proteina de inteeéamalizé por microscopia de fluorescencia

indirecta con un microscopio Nikon E600.

4.2.6 Preparacién de extractos de proteinas

Para evaluar los niveles de proteinas, las médigdpmales se lisaron con la solucion
tampoén RIPA (Tris 20 mM, Tritén 1%, glicerol 10%a@l 137 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4), y el
tejido se disgreg6 con jeringas de 1 mL y se dethia 4°C durante 10 minutos a 10.000 rpm.
Las proteinas obtenidas se cuantificaron con ebaoétle Bradford (BIO-RAD) utilizando una
curva estandar de BSA. Los lisados se mezclarartarapén de carga (Tris 0,125 M, pH 6,8,
SDS 6%, glicerol 20%3-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0,07%iren proporcion

3:1, se hirvieron durante 10 minutos y luego seaaknaron a -20°C.

4.2.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas se resolvieron seguin su masa malgueldiante electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida. Se utilizd6 un gel separadorl@P6 de una mezcla de acrilamida y
bisacrilamida (29,2%-0,8%) en un tampén de Tris@®l pH 6,8, SDS 0,4% y un gel
concentrador al 3%, de la misma mezcla de acrilarpillisacrilamida, en un tampdn de Tris 75
mM pH 8,8 y SDS 0,4%. Se cargaron 30 pg de praseistas se concentraron aplicando 85 V'y
se resolvieron a 110 V (gel separador) en tamp&Z& mM pH 8,3, glicina 0,190 mM y SDS
0,1%.
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4.2.8 Electrotransferencia y visualizacion de pgras

Las proteinas separadas por electroforesis SDS-PASEansfirieron a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) que previamerse activd durante 5 minutos en metanol,
segun instrucciones del fabricante. Brevementgragledimiento de transferencia implicé que el
gel y la membrana se colocaron entre dos papeledriidm (BIO-RAD), y dos esponjas dentro
de un soporte, el cual se puso en la camara dsférancia (BIO-RAD) con la membrana en
direccion al polo positivo en tampén Tris 25 mM 8§3, glicina 190 mM y metanol 20% durante
1 hora a 400 mA. Para visualizar el resultadoadeansferencia de proteinas las membranas se
incubaron con rojo Ponceau S 2%. Luego las merabrae lavaron en agua destilada, se
bloguearon durante 1 hora en una solucion de ldeberemada en polvo Svelty 5% en tampén

TBS 1X-Tween 20 0,1% y posteriormente se realizddabacion con los anticuerpos.

4.2.9 Analisis de western blot

Para el analisis de western se incubé la membm@malcanticuerpo primaridyver Tabla
2) diluido en solucién de bloqueo, durante toda laheocPosteriormente la membrana se lavd 3
veces durante 10 minutos con TBS 1X-Tween 20 0,E®incubd durante 1 hora con anticuerpo
secundario contra inmunoglobulina (de raton o apnepnjugado con peroxidasa de rabano a
temperatura ambiente. Luego se lavé la membrarex8&s con TBS 1X-Tween 20 0,1%. Para
detectar las proteinas, las membranas, previaneradas, se incubaron durante 5 minutos en la
solucién quimioluminiscente para el andlisis deteres ECL, y se pusieron en contacto con una
pelicula de fotografia Kodak-Biomax que posteriantedue revelada y fijada. Las peliculas se
escanearon y las imagenes se procesaron con la agldprograma computacional Adobe

llustrator (Adobe, Irlanda).
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4.2.10 Andlisis funcionales

Para evaluar el efecto de la alfa-quimioquina CXZIsbbre los cultivos de CTNs se
utilizé la quimioquina recombinante y se analizasos efectos en la diferenciacion. Las células
se sembraron sobre poli-D-lisina y luego de 6 htasseuroesferas se encontraban adheridas a
la matriz. Para la situacion control se agreg@edliculo (BSA 0,1%), para la condicién con
quimioquina ésta se agregd a una concentracionOfeng/mL. Se determiné el efecto de
AMD3100, un antagonista quimico del receptor de ®4Ca una concentracion de 2,5 pg/mL.
El antagonista se afadio al cultivo 30 minutos sagige la quimioquina. Tanto la quimioquina
como el inhibidor se agregaron luego de 2 diasamewnte a los cultivos para que, finalmente,

luego de 4 dias se finalizara el ensayo de diféaeidn fijando las células.

4.2.11 Imagenologia

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio dtuemscencia Nikon E600 y se
analizaron con el programa computacional Imageldi,(EE.UU.), con el cual se cuantificé la
intensidad de fluorescencia por cada canal. Lasldsmvisualizadas en los geles de agarosa se

cuantificaron con el programa computacional UN-SGANSIlk Scientific, EE.UU.).

4.2.12 Andlisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resuttade muestran como imagenes
representativas o como promedios + SEM de, en Igorfea de los casos, tres experimentos
independientes. En el experimento de diferenaiacié las neuroesferafiguras 15 y 16,
considerando que cada neuroesfera contiene alredkdd 000 células, cada neuroesfera se
consideré como un n independiente. Los datos akzaron con el test T de student o ANOVA
y la prueba de Tukey segln correspondid, para rditar la significancia estadistica de los

resultados, considerandose como significativo gro5.
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RESULTADOS

5.1. Generacion de cultivos de CTNs obtenidas a parde ME de raton en estadio
embrionario E18,5

Obtencién de los cultivos

Los cultivos de CTNs de ME se realizaron a pasiratones en estadio fetal E18,5. Se
disecté la ME, se disgreg6b mecanicamente y ladastlobtenidas (un promedio de 335.000
células/embrién) se sembraron en medio con losreetimitogénicos EGF a 50 ng/mL y FGF a
20 ng/mL. Luego de 3 a 4 dias de cultivo, fue ldesbbservar la formacion de neuroesferas,
reconocidas como estructuras esféricas caractadstjue se forman por las CTNs en cultivo
gracias a la presencia de factores de crecimiemtopartir del cultivo primario fue posible
disgregar las neuroesferas formadas, lo que si&zGedéspués de una semana en cultivo,
permitiendo generar neuroesferas secunddRapira 3). Se realizaron mas de 30 cultivos
diferentes, provenientes de distintas hembras geefialLuego del primer subcultivo, el nUmero
de células obtenidas fue en promedio 1 mill6n delas por cultivo, lo que se traduce en una
reducciéon del 50% comparado con el nimero ini@atélulas de cultivo. Esto ocurre porque el
cultivo primario estd compuesto por células qualfirente no serdn parte de las neuroesferas y
porque durante el proceso de subcultivo, que ircldiggregacion mecénica y enzimatica, se
pierde un gran numero de células. Por otro ladapdas las células resultantes logran formar
nuevamente una neuroesfera. Pese a esto, la dapat@ formacion de nuevas neuroesferas en
cada subcultivo fue evidente, lo que corroboradpacidad de proliferacion de algunas de las

células que componen esta estructura esféricastedstica esencial de una CTN.

Caracterizacion de las neuroesferas

Las CTs se definen como células que tienen la @gmhcde autorrenovarse
continuamente durante la vida adulta y de produica progenie funcional y diferenciada, que
tendra las caracteristicas del érgano del cuavaem (Hall y Watt, 1989). De manera adicional

a la mantencion de una capacidad proliferativardpiedad de autorrenovacion de las CTNs se
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Figura 3: Neuroesferas secundarias cultivadas en suspensi®teuroesferas formadas luego
del primer subcultivo, después de 3 a 5 dias diéveul Las imagenes son de dos cultivos
diferentes representativos y se obtuvieron de umastopio de luz invertido con un aumento de
4X (izquierda) y 10X (derecha). La barra indic® 26n.

comprueba al verificar la presencia del RNA mensajie proteinas tales como SOX2, un factor
transcripcional que define la troncalidad de es@éslas (Graham y cols., 2003). Mediante RT-
PCR fue posible detectar el RNA mensajero de esttorf en cultivos secundarios, lo cual
significa que en dichas neuroesferas existen ClRigura 4). Como control positivo se

utilizaron CTNs corticales (no se muestra), modatpliamente caracterizado en la literatura y

disponible en el laboratorio.

Ademas, en las neuroesferas mantenidas en coneficida proliferacion, también se
detectaron otros RNAs mensajeros presentes erdimgurales especificos: neurona (proteina
asociada a microtubulos, MAP2), astrocito (proteicida fibrilar glial, GFAP) y oligodendrocito
(glicoproteina asociada a mielina, MA@jigura 4). La presencia de estos tres transcritos se
traduce en que en la neuroesfera es posible eacadtulas neurales con distinto grado de
compromiso, asi como también CTNs. Estas célulssaamprometidas podrian ser generadas a
partir de una Unica CTN.
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Figura 4: Presencia de RNAs mensajeros de marcadores neurateseuroesferas de ME en
suspension Las neuroesferas en proliferacion o suspendi@) 6e lisaron y el RNA total se
extrajo. Se realizé una RT-PCR con partidores@fipes para SOX2, MAP2, MAG, GFAP y
GAPDH. El gel es representativo de tres experingemtependientes (n=3).

También se puede comprobar la condicién de tratedlde las células presentes en las
neuroesferas evaluando su capacidad de diferefiadtn caso de que existan efectivamente
CTNs en las neuroesferas, se espera que al pesmitidherencia a una matriz (poli-D lisina) y
eliminar los factores mitogénicos del medio, seddgducir la diferenciacion a los tres linajes
neurales. Como se muestra enFligura 5, fue posible observar como las células de la
neuroesfera, al adherirse al sustrato y mantertkrsnte 4 dias en esta condicion, extienden
prolongaciones caracteristicas de células neurglediendo ser éstas de precursores o0 de
neuronas diferenciadas (Mothe y cols., 2011; Shetityrner, 1998).

Fue posible sugerir la progresiéon del proceso teraticiacion basandose en el cambio
en los niveles de RNA mensajero de los genes eafsiitos de cada linaje, comparando el
momento de adhesion de las neuroesferas a la nf@adilizon respecto a 4 dias de cultivo (4d).
Como se observa en la cuantificacion de-igura 6, los RNAs mensajeros de las proteinas
MAP2, MAG y GFAP aumentan luego de 4 dias de adhesiunque las diferencias no son
significativas. Solo el transcrito de SOX2 aumesitmificativamente con respecto al momento

de adhesion a la matrigigura 6B).
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Figura 5: Cambios morfologicos de las neuroesferas duranteatthesion a poli-D-lisina en
ausencia de factores mitogénicos.as neuroesferas se fotografiaron inmediatandegpués de
ponerlas en la matriz (izquierda) y luego de 4 diascultivo (derecha). La imagen es
representativa de 10 experimentos (n=10), quetegriafiaron a través de un microscopio de luz
invertido con un aumento de 10X.
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Figura 6: Niveles de RNA mensajero de marcadores neurales nemroesferas de ME
adheridas a poli-D-lisina A.- Gel que muestra la amplificacion del RNA sajero de SOX2,
MAP2, GFAP y GAPDH por RT-PCR de neuroesferas adhasra poli-D-lisina a 0 y 4 dias. B-
E.- Cuantificacion de las bandas del gel mostrada enediante el programa computacional UN-
SCAN-IT. Las bandas se normalizaron por la intiaide la amplificacion de GAPDH. 0d:
neuroesferas al momento de adhesion, 4d: neurasesfexgo de 4 dias de diferenciacion. (Gel
representativo de 3 experimentos (n=3), *p < Og¥pecto a 0d, segun el test T de student).
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Figura 7: Inmunofluorescencia de marcadores neurales en neesteras de ME luego de 4
dias de diferenciacion.Las neuroesferas adheridas a poli-D-lisina secfijduego de 4 dias. Se
muestra una inmunofluorescencia con anticuerposG#aP y anti-beta-lll-tubulina. Fotos
obtenidas con un microscopio confocal con un aumdat40X. Imagen representativa de siete

Como una forma de complementar el estudio de difégeion, la expresién de genes de
diferenciacibn se examin6é a nivel de proteinas. raPello, se analizé mediante

s

inmunofluorescencia la presencia de los marcadwagles, beta-llI-tubulina (caracteristico de

Los resultados obtenidos muestran que el modeledeesfera es valido como cultivo
de CTNs de ME, ya que es posible mantener célulddgerenciadas en condiciones de
proliferacion (RNA mensajero de SOX2 en las nedsras) que junto con la formacion de
neuroesferas secundarias demuestran la capacidadateenovacion. Ademas, luego de 4 dias
estimulando la diferenciacién, fue posible encanpragenitores comprometidos a cada uno de
los tres linajes neurales, lo que corrobora lacdpd de multipotencialidad, caracteristica de las
CTNs.
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5.2. Determinacion de la presencia de las alfa-quiogquinas y sus receptores

correspondientes en ME y en neuroesferas derivadds ella

Para determinar la expresion génica de las alfarigguinas y sus receptores a nivel de
mensajero, se analizo la presencia de los respesdtianscritos a través de RT-PCR. Primero, se
analizé la presencia de los RNAs mensajeros deitaigquina CXCL1 y sus receptores CXCR1
y CXCR2. No se detectaron estos mensajeros erelawesferas en proceso de diferenciacion,

pero si se detectaron utilizando médula 6ésea de catmo control positiv@Figura 8).
Por el contrario, los RNAs mensajeros de la quimiogg CXCL12 y sus receptores

CXCR4 y CXCRY7, se detectaron en médula espinattamtan neuroesferas en proliferacion

(suspension) y en neuroesferas luego de 4 diadederatiacion(Figuras 9A, 10y 14)

MO

CXCL1

CXCR1

CXCR2

GAPDH

Uonoe

Figura 8: Deteccién de los RNAs mensajeros de la quimioqui@XCL1 y sus receptores
CXCR1 y CXCR2 en neuroesferas de ME durante la difeciacion. A las neuroesferas al
momento de adhesién al sustrato (0d) y luego diagl dk diferenciacion (4d) se les extrajo el
RNA y se someti6 a RT-PCR con partidores espesifijggra CXCL1, CXCR1, CXCR2 y
GAPDH. Gel obtenido de un experimento (n=1). Adersé realiz6 otra PCR para observar los
amplificones en MO, control positivo de la reaccién

33



Considerando estos resultados, el estudio se fdcah el andlisis de esta Ultima
quimioquina, CXCL12, evaluando la presencia dersosptores tanto en ME intacta como en las
neuroesferas.

En extractos de ME intacta se analizo la presedeidos receptores mediante analisis de
western (bandas cercanas a los 46 kDa), corroborahdesultado con controles positivos
obtenidos de lisado de células HelLa para CXCR4 tejitho de placenta de raton para CXCR?7.

De esta manera, se determing la presencia de aed®Etores en la MfFigura 9B).

Figura 9: Deteccion del RNA mensajero de la quimioquina CXCL¥ el de sus receptores
CXCR4 y CXCR7 y las proteinas de ellos en ME.- A las ME se les extrajo el RNA y se
amplific6 mediante RT-PCR con partidores espedfipara CXCL12, CXCR4, CXCR7 y
GAPDH. Gel de agarosa al 1,5% representativo deexperimentosB.- El tejido de ME de
raton extraido en el estadio 18,5 se homogenelisd yara obtener el extracto proteico. Luego
se realiz6 un andlisis de western conugQde proteina. Las membranas se incubaron con anti
CXCR4 y anti-CXCR7. ME: médula espinal, HelLa: lisade células HelLa como control
positivo para CXCR4, PI: placenta como control fwsi para CXCR7. Imagenes
representativas de tres experimentos (n=3).
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Figura 10: Deteccion de los RNAs mensajeros de CXCL12 y susptores CXCR4 y CXCR7

A las neuroesferas en suspension (NS) se les @drd®@NA y se amplific6 mediante RT-PCR
con partidores especificos para CXCL12 (171 pb),CRX (598 pb), CXCR7 (386 pb) y
GAPDH (427 pb). NS: Neuroesferas en suspensiéqQ: lontrol agua, sin cDNA, NS (-):
control sin transcriptasa inversa. Gel de agarésh54 representativo de tres experimentos
(n=3). Las flechas indican el nimero de paresagedde los nucleétidos del estandar.

En las neuroesferas con cuatro dias de diferedciage analiz6 la presencia de los
receptores CXCR4 y CXCR7 mediante inmunofluoreseen€omo se muestra enfgura 11,
la inmunorreactividad positiva para el CXCR4 secemtra mas en el centro de la neuroesfera,
mientras que para el CXCR7 ésta aparece tantoantb como en las células de la periferia de

la neuroesfera.

Luego de detectar ambos receptores en las neeragssfcon cuatro dias de
diferenciaciéon, se analizé su eventual presencitagrCTNs de la neuroesfera. Para esto se
realiz6 una inmunofluorescencia luego de 4 diadiflerenciacién contra SOX2, el factor
transcripcional que define la troncalidad de esgéhslas, y contra CXCR4 y CXCRFiguras 12
y 13).
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Figura 11: Deteccion de los receptores CXCR4 y CXCR7 en nesfayas a cuatro dias de
diferenciacibn  Las neuroesferas se fijaron luego de 4 dias ieredciacion y la
inmufluorescencia se realizd con anticuerpos aktGR4 (1:100), anti-CXCR7 (1:25) y tincion
de Hoechst para los nlcleos. Las fotos se ton@rmrmun microscopio de epifluorescencia y son
representativas de 3 experimentos (n=3) para CXC&#4 (n=4) para CXCR7. La barra indica
100 pum.

Ambas figuras muestran que las células que soriyassipara SOX2, aparentemente
presentan tanto CXCR4 como CXCR7, deducido porufgemposicion de las imagenéser
flechas,Figuras 12 y 13) Al analizar las imagenes de las Figuras 12 ye$3josible notar que
la inmunorreactividad de CXCR7 tiene una ampliaridhscién, e incluso se detecta en las

células de la periferia de la neuroesfera, comseylaabia notad@-igura 11).
El hecho de que tanto en la ME como en las CTNwatias de ella, se detecten la

guimioquina CXCL12 y sus respectivos receptoreg)stituye una base importante para

considerar un posible rol de esta angioneurinaesialsrCTNs.
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Figura 12: Deteccion de CXCR4 en las CTNs de la MEuego de 4 dias de diferenciacion las
neuroesferas se fijaron y se realiz6 una inmunofkrencia con anticuerpos anti-CXCR4 (1:50),
SOX2 (1:50) y tincion de Hoechst para los nucldos.imagen que se muestra esta tomada en un
microscopio de epifluorescencia con un objetivo H80X y es representativa de dos
experimentos (n=2). El control positivo corresppadccélulas Hela. La barra indica 10 um.
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Figura 13: Deteccién de CXCR7 en las CTNs de la MEuego de 4 dias de diferenciacién las
neuroesferas se fijaron y se realiz6 una inmunofkaencia con anticuerpos anti-CXCR7 (1:25),
SOX2 (1:50) y tincion de Hoechst para los nuclelos.imagen que se muestra esta tomada en un
microscopio de epifluorescencia con un objetivo He0X y es representativa de dos
experimentos (n=2). El control positivo corresppradccélulas Jurkat. La barra indica 10 um.

38



5.3. Efectos de las alfa-quimioquinas sobre la difenciacion de las CTNs cultivadas

como neuroesferas derivadas de la ME

Los resultados anteriores muestran que algunassd=lulas presentes en la neuroesfera
producen los transcritos de CXCL12, CXCR4 y CXCRjug también presentan los receptores a
nivel proteico. De acuerdo a esto se podria pdargee la quimioquina ejerce algun efecto sobre
capacidades funcionales de las CTNs tales comdfgreaion, diferenciacién o migracién de
estas CTNs (Edman y cols., 2008; Li y cols., 2Q1iq y cols., 2005; Wu y cols., 2009). Para
evaluar esta hipotesis, un enfoque es determingfieeto de la proteina agregada exégenamente

o de la inhibicion farmacoldgica de sus receptores.

En una primera instancia, se determind la presewclas cambios de los RNAs
mensajeros de CXCL12, CXCR4 y CXCR7 durante el gsocde diferenciacion. Este
experimento se realizd con neuroesferas obtenigla®sl estadios embrionarios diferentes, E14,5
y E18,5, como una forma de comparar estadios nmagrémos respecto de estadios tardios del
desarrollo de la MEFigura 14). Fue posible observar un aumento en los nivete RNA
mensajero de los receptores CXCR4 y CXCR7 en atlesfi8,5 al comparar las cuantificaciones
de los tiempos 0d y 4d de diferenciacion. Peseelas diferencias no son estadisticamente
significativas(Figura 14: C, D y E), el aumento en los niveles de los RNAs de lospteces v,
especialmente, de CXCR7, son notor{&sgura 14: B y E). Estos cambios no se observan en el
estadio mas temprarfpigura 14A), situacion que resulta interesante, y que podijarg un rol
del receptor CXCRY7 en la diferenciacion de las CENs®tapas més tardias del desarrollo de la
ME.

Para evaluar el efecto de CXCL12 sobre algunaigdagd funcional de las CTNs, se
estudiaron los efectos de esta quimiogquina soldéddeenciacion de neuroesferas durante 4 dias.
Considerando los resultados ya obtenidos, se anatizos efectos sobre diferenciacion ya que
ambos receptores, tanto CXCR4 como CXCR7, se deteenh las CTNs a los 4 dias de

diferenciacion.
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Figura 14: Cambios del RNA mensajero de CXCL12 y sus recepst@m® neuroesferas de ME
durante la diferenciacion en dos estadios embrioivat 14,5 y 18,5 diasA y B.- RT-PCR de
neuroesferas al momento de adhesion al sustrategy lde 4 dias de diferenciacion, en estadios
14,5y 18,5 respectivamente. Se realiz6 una RT-BP@Rpartidores especificos para CXCL12,
CXCR4, CXCR7 y GAPDH. Geles representativos de xipegmento (n=1) en A y de tres
experimentos en B (n=3). C, D y E.- Cuantificacid& las bandas del gel mostrado en B
mediante el programa computacional UN-SCAN-IT. LUzndas se normalizaron por la
intensidad de la amplificacion de GAPDH. 0d: negfems al momento de adhesién, 4d:
neuroesferas luego de 4 dias de diferenciacion.

Ademas, se observé un aumento en los transcritt@sdeceptores CXCR4 y CXCR7 a
los mismos dias de diferenciacion, lo que sugie funcién de éstos durante el proceso de
diferenciacién. Al mismo tiempo, para investigabi® cual receptor la quimioquina estaria
ejerciendo su efecto se utilizd el antagonista &motogico de CXCR4, AMD3100. Las
concentraciones usadas se escogieron en basepoltado en la literatura (Li M y cols., 2011;
Wu vy cols., 2009).
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Mediante inmunofluorescencia, se evaluaron los @@nlen los niveles de los
marcadores de linaje correspondientes a los p@essde astrocitos a partir de la marca
obtenida con un anticuerpo anti-GFAP, y a los pismmes neuronales a partir de la marca
obtenida con un anticuerpo anti- beta-lll-tubul{Régura 15). La intensidad de fluorescencia se
cuantificd en tres experimentos distintos, cada inotuyendo entre 40 y 50 neuroesferas. La
cuantificacion se normaliz6 por el perimetro denlesroesfera@iguras 16A y B)

Al analizar los cambios que se observan en la $ided de fluorescencia de GFAP con
las distintas condiciones es posible notar quedméas neuroesferas se trataron con CXCL12 la
intensidad de fluorescencia de GFAP aumento, eis, deecnento la diferenciacion a astrocito.
Luego, cuando se analiza la condicion sélo con ngagonista de CXCR4, AMD3100, la
diferenciacién a astrocito también aument6é coneespal control. Finalmente, en la cuarta
condicién, en la que se trataron las neuroesfesasGXCL12 en presencia de AMD3100, la

diferenciacién astroglial fue mayor que en lasstras condicione@-iguras 15y 16A)

Cuando se analiza la intensidad de fluorescencletielll-tubulina, se observa que ésta
disminuyd con el tratamiento con CXCL12, lo quengiga que hubo una menor diferenciacién
neuronal que en el control. Cuando se tratarondasoesferas con el antagonista de CXCR4, la
diferenciacion también disminuyé con respecto sitlaacion contro(Figuras 15y 16B) En la
condicion de quimioquina mas AMD3100 la intensidia fluorescencia de beta-IlI-tubulina

superé al control, indicando que en este caso hhnhanayor diferenciacion a neurona.

Los resultados obtenidos muestran que CXCL12 fpaaticegulando el proceso de
diferenciacion de las CTNs, favoreciendo la difer@cion astroglial sobre la neuronal. El rol de
los receptores CXCR4 y CXCRY7 requiere ser elucidadoque indudablemente la participaciéon
de ambos receptores en el proceso pareciera sgangt considerando que los niveles de sus
RNAs mensajeros aumentan después de 4 dias dendifecion y del efecto que se observa al

tratar las neuroesferas con el antagonista de CXE&R{D3100.
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Figura 15: Efectos de CXCL12 y AMD3100 en la diferenciacion ieuroesferas de ME Las
neuroesferas adheridas a poli-D-lisina se estiranldurante 4 dias con CXCL12 (100 ng/mL) y
AMD3100 (2,5ug/mL). Después de este tiempo se fijaron, se péifimaon y se incubaron
con los anticuerpos anti-GFAP (verde), anti-bekdelbulina (rojo) y Hoeschst (azul). Imagenes
representativas obtenidas con un microscopio deiepgscencia a un aumento de 40X. La barra
indica 100 um. Imagenes representativas de al sn&66 neuroesferas por condicion en 3
experimentos independientes.
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Figura 16: Cuantificacion del efecto de CXCL12 y AMD3100 en Miferenciacion de
neuroesferas de MEA y B. Cuantificaciones de las intensidades deréscencia verde (GFAP)

y roja (beta-lll-tubulina) respectivamente, normpatlas por su perimetro. Las neuroesferas
adheridas a poli-D-lisina se estimularon durantiaé con CXCL12 (100 ng/mL) y AMD3100
(2,5 ng/mL). Después de este tiempo se fijaron, se paviligaron y se incubaron con los
anticuerpos anti-GFAP (verde), anti-beta-lll-tubali(rojo) y Hoeschst (azul). A partir de las
imagenes obtenidas de un microscopio de epiflueresa se cuantificaron las intensidades de
fluorescencia de al menos 100 neuroesferas poriggénden 3 experimentos distintos con el
programa computacional Image J. Se utilizé6 combestadistico ANOVA de una via y el test de
Tukey *p< 0,05; *p< 0,01; ***p < 0,001.
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DISCUSION

Células troncales neurales de médula espinal adkiv en forma de neuroesferas

Los antecedentes respecto de la presencia y ébhamiento de las CTs en la ME son
escasos. Aunque desde 1996 se sabe que es EisileCTs adultas de diferentes secciones de
la ME (Weiss y cols., 1996), poco se conoce respe&le mecanismos que regulen sus
propiedades funcionales. En este trabajo se abtuviCTNs a partir de ME de embriones en
estadio E18,5 en un protocolo de aproximadamenterds. La principal limitacion fue el
rendimiento del cultivo, que fue de 335.000 céliglabrion con un promedio de 6 embriones por
cultivo. Fue posible subcultivar las neuroesfgraislo menos 4 veces, aunque los experimentos
se realizaron en neuroesferas secundarias, ya quedela que avanzaban los subcultivos las
células perdian su capacidad proliferativa. Est@uede explicar porque en la neuroesfera se
favorece la diferenciaciéon de las células en seriimtt, perdiendo asi su troncalidad, lo que haria
gue a medida que va aumentando el tiempo de culla® células con capacidad de

autorrenovacién se vayan perdiendo (Conti y Catta?@10).

Las CTs se definen por su potencial de autorren@wacsu potencial de diferenciaciéon

(Hall y Watt, 1989). Se comprobé que las célulatgimidas en cultivo en forma de neuroesferas,
efectivamente correspondian a CTs, evaluando acdrasteristicas. Aunque no se evalu6 de
manera cuantitativa, la capacidad de autorrenomas@dcorrobor6 a través de la formacion de
neuroesferas secundarias. De manera complemerthegaminar la presencia de un marcador
propio de las CTNs como SOX2, éste se encontradasemeuroesferas en suspengiéigura

4), lo que comprueba la presencia de estas célulsrezuroesfera. Por otra parte, también fue
posible encontrar transcritos de genes caractar$stie precursores neurales mas comprometidos
a ciertos linajes como MAP2, MAG y GFAP, resultagtevante considerando el modelo de
trabajo. La neuroesfera corresponde a una estalc&ierogénea en la cual es posible encontrar
CTNs asi como también progenitores con un gradaomag compromiso. La heterogeneidad
representa para algunos una de las mayores dgagetd¢aeste sistema de cultivo, por cuanto no
es posible estudiar un tipo celular especifico yregpuesta (Conti y Cattaneo, 2010). Esta

heterogeneidad, la cual esta presente en las rsfeira® generadas como se observé en los
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resultados, no necesariamente representa un detaorea este trabajo. Esto debido a que las
interacciones entre los diferentes tipos celularesentes en la neuroesfera, también representan
un modelo més adecuado para estudiar los companeet@icho neurogénico que son el objeto
de estudio en esta tesis.

El potencial de diferenciacion se observd, en mdmastancia, a través de la
visualizacion de cambios morfologicos evidentedasnneuroesferas adheridas a sustrato y en
ausencia de mitégenos. Bajo estas condicionesdmsas pertenecientes a las neuroesferas
extienden prolongaciones aparentemente neufigara 5). Si bien la simple observacion no
permite definir el tipo de prolongaciones, es faetique ellas representen neuritas (Shetty y
Turner, 1998) o extensiones propias de progenitoeegsales menos comprometidos (Mothe y
cols., 2011). En este sentido, los analisis decatires de linaje realizados en estos cultivos
indican que estas extensiones se asocian tantaranas como glias, sugerido sobre la base de la
marcaciéon obtenida por beta-llI-tubulina y GFAPpexdivamentéFiguras 7 y 15) También es
probable que algunas prolongaciones sean parteederpores menos comprometidos (menos
diferenciados) o de oligodendrocitos, pero eso siop@sible determinarlo con los actuales

resultados.

Otra medida de cambios fenotipicos asociados akpmde diferenciacion se observé a
través del aumento aparente en los niveles dedasdritos de los genes marcadores de linaje,
MAP2, MAG y GFAP (Figura 6). Estas observaciones son congruentes con lofachss
obtenidos al analizar los niveles de marcadordmdg a nivel de proteinas como GFAP y beta-
[ll-tubulina (Figura 7), lo cual corrobora la capacidad de multipotendéadi de las células que

componen la neuroesfera.

Una observacion aparentemente contradictoria resgeclos cambios en niveles de los
marcadores, resultd del analisis de los nivelegkth mensajero de SOX2, marcador de CTN,
el cual también aumenté durante el proceso deediéécion cuando teéricamente lo esperable
era que disminuyera. Una explicacion para estdteg® es que al sembrar las neuroesferas en
condiciones de diferenciacion, la proliferacionlde CTNs no se detiene totalmente. En este
sentido, observaciones de nuestro laboratoriolijel@atura, muestran que durante la transicién a

un modelo de diferenciacién (adhesién a sustréam)bién ocurre proliferacién (Pollard y cols.,
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2006). De igual manera, se vio que el tamafo slexdéairoesferas aumenta considerablemente
durante el proceso de diferenciacion (no se myestoa que podria ser indicativo de
proliferacion.  Sin duda, esta proliferacion remdaees significativamente menor que la
observada en cultivos mantenidos en presencia tibgemios.

En resumen, fue posible validar el modelo de lasroesferas de ME de tejido
embrionario E18,5 como una forma de cultivo de CTSs pudo observar tanto la caracteristica

de autorrenovacion como la de diferenciacion bajtindos criterios.

Presencia de la alfa-quimioguina CXCL12 vy sus rewep en las células troncales neurales de la

médula espinal

El nicho neurogénico mas estudiado es el de la &/Zerebro, en el cual las CTNs se
encuentran en contacto con las células progeni{@daarez-Buylla y Lim, 2004) y ademas en
estrecha cercania con los vasos sanguineos (Zaachitpls., 2008). A partir de esta cercania es
gue moléculas que han sido caracterizadas primegde como angiogénicas, se les haya
adjudicado ahora funciones neurogénicas. Se ha gise moléculas como el VEGF tienen
efectos directos sobre las CTNs promoviendo suifpration, migracién, supervivencia y

diferenciacién neuronal (Suny cols., 2003; Warnglhg., 2007).

Las quimioquinas son una gran familia de molécatas funciones angiogénicas y que
también se han relacionado con neurogénesis. Hityar las alfa-quimioquinas se han
involucrado en migracién, proliferacion y diferescion de progenitores neurales (Edman y
cols., 2008; Li y cols., 2011; Luo y cols., 2005uW cols., 2009). Es por esto que en este
trabajo se analizaron las alfa-quimioquinas CXCLECXCL12 con sus respectivos receptores.
Dada la ausencia del transcrito de la quimioquinéCICL y sus receptores en la ME (no
mostrado) y en las neuroesfe(kigura 8), el trabajo se concentrd en la quimioquina CXCi12
sus receptores CXCR4 y CXCRY7.

La quimioguina CXCL12 se denomina quimioquina hostética ya que se encuentra

constitutivamente en muchos 6rganos, tales commdgnl higado y cerebro (Zlotnik y cols.,
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2011). La dupla CXCL12-CXCR4 se ha caracterizatdtcpalmente por su rol en ebmingde
la médula 6sea (Sharma y cols., 2011) y por ser A€l correceptor del virus VIH (Carter y
cols., 2011; Moore y cols., 1997).

La investigacion de esta dupla también se ha ttadta al &mbito de la neurogénesis,
descubriéndose que, en el cerebro, la quimioqux@la?2 participa regulando proliferacion y
migracion de precursores neurales (Edman y cd®8;2Li y cols, 2011; Wu cols., 2009). Sin
embargo, todos los estudios se han enfocado painognte en el receptor CXCR4. Esto se debe
a que el CXCRY7 fue relacionado recientemente a C2Clconsiderandose previamente un

receptor huérfano (Balabanian y cols., 2005).

Existen antecedentes que muestran que CXCR4 serdreen la ME de rata (Luo y
cols., 2005; Opatz y cols., 2009) e incluso encilalas ependimales (Tysseling y cols., 2011),
las cuales son consideradas las CTNs de la MEmAsdee ha descrito que el RNA mensajero de
CXCR7 se encuentra en ciertas regiones cerebratesp en vasos sanguineos, neuronas
maduras y otras estructuras como el bulbo olfatdas paredes de los ventriculos laterales
(Schénemeier y cols., 2008b) y en el prosencéfaloation (Tiveron y cols., 2010); en lineas
celulares neuronales se ha detectado la protetmani® y cols., 2011). En este trabajo se
comprobd la presencia del RNA mensajero y las pratede ambos receptores, CXCR4 y
CXCR7 en las neuroesfera@iguras 10 y 11) El receptor CXCR4, detectado por
inmunofluorescencia, estaria presente solo al @aterla neuroesfera y en las células SOX2
positivas 0 CTNgFigura 12). De igual manera, CXCR7 se detecto en las nef@masspor esta
técnica, siendo éste el primer trabajo que denaésiresencia de este receptor en las CTNs de
ME (Figura 13). En este sentido, solo recientemente se ha aizieta presencia de CXCR7 en

células progenitoras neurales de cerebro (Bakondlsy, 2011).

Los resultados de esta tesis muestran que el paérdistribucion del receptor CXCR7
abarca hasta las ramificaciones de las neuroegfeiaga 11), formando estructuras complejas
y bien definidas(Figura 13). El hecho de que CXCR7 tenga una mayor distribucjue
CXCR4 puede explicarse por el rol mayoritario qeeles adjudica a CXCR7, el cual es de
receptor sefiuelo, es decir, actia como secuesttadiar quimioquina (Naumann y cols., 2010).

En este sentido, podria estar ocurriendo, al igualen el desarrollo del pez cebra, que CXCR7
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capturara a CXCL12 y que asi las células que ti€@¥6R4 mantengan su sensibilidad a los
niveles de quimioquina en el ambiente (Boldajipuwoys., 2008). En este caso, las células que
presentan CXCR7 estarian en la periferia de la oestera controlando la cantidad de
quimioquina que llega efectivamente a las CTNs. distante, esta hipGtesis requiere ser

analizada experimentalmente en estudios posteriores

Los resultados obtenidos indican que ambos reaptstan presentes en las CTNs de la
ME y durante la diferenciacion, lo que sugiere oinde CXCL12 actuando sobre sus receptores

en este proceso.

Rol de CXCL12 v sus receptores en la diferenciaciércélulas troncales neurales de médula

espinal

Los estudios sobre las funciones de la quimioquBMCL12 y sus receptores
generalmente estdn mas enfocados a evaluar agfietiei®nes que ya se les conoce en el
sistema inmune, principalmente en la migracidnideas tipos celulares. Sin embargo, por las
vias de transduccién de sefales que se activaespnasta a esta quimioquina, es factible que
pueda cumplir otros roles en procesos tales conotifggacion, sobrevida o diferenciacion
(Delgado-Martin y cols., 2011). Sobre esta basevaluaron los cambios en los niveles de los
mensajeros de CXCL12, CXCR4 y CXCR7 en el procesdliferenciacién y se observaron
aumentos importantes, aunque no estadisticamemificativos en los mensajeros de CXCR4 y
CXCRY7 a 4 dias de diferenciacion, siendo el aumdat€@XCR7 el mas notorig-igura 14: B,

Dy E). Esto podria significar una importante funciénedée receptor en el proceso. De hecho,
se ha descrito que los niveles de transcrito de RX@umentan durante la diferenciacion de

neuroesferas de glioma, y no asi los niveles deRXE attermann y cols., 2010).

Si es que este receptor tuviese la funcion de stader, su aumento durante la
diferenciacién puede ser una forma de regular Hidad de quimioquina en el entorno y asi
impedir la desensibilizacién del receptor CXCR4staEidea se basa en el hecho de que con

preincubaciones de la quimioquina CXCR4 pierdecsividad (Kolodziej y cols., 2008).
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Para ver si efectivamente CXCL12 tiene alguna fiamein la diferenciacion de las CTNs
de ME, se evalu6 su efecto directo durante el pmake diferenciacién hacia un determinado
linaje neural (Edman y cols., 2008). Se analiza®sAP y beta-lll-tubulina como marcadores
de precursores astrogliales y neuronales respewtive (Chen y cols., 2011; Shetty y Turner,
1998). Se observé un aumento en la diferenciagi@ con el tratamiento con CXCL12,
representada por el aumento en la intensidad deeBuencia de GFAfFiguras 15y 16A) En
cambio, la diferenciacion neuronal, representadaadntensidad de fluorescencia de beta-llI-
tubulina, disminuyd cuando las neuroesferas sartmatcon la quimioquinéFiguras 15 y 16B)
Estas observaciones sugieren un rol de CXCL12 raodol el proceso de diferenciacion, en este

caso favoreciendo la diferenciacion astroglial sdameuronal.

Teniendo en cuenta esta posible funcion de CXCIleR2factible pensar en alguna
aplicacion médica al utilizarla o bloquearla. Eteecontexto, recientemente se demostr6 que al
utilizar bloqueadores de esta quimioquina luegard&rasplante de CTNs, en un modelo de ratén
de la enfermedad esclerosis multiple, se produgdisminucion de la migracion y proliferacién
de las células trasplantadas (Carbajal y cols.0R0Por otro lado, CXCL12 también ha sido
relacionada a enfermedades neurodegenerativas leoesalerosis lateral amiotréfica regulando
migracion de progenitores gliales (Luo y cols., ZOOEstas observaciones demuestran la
importancia de esta quimioquina y su bloqueo earelg propiedades funcionales tanto de CTNs
como de progenitores y sugiere la posibilidad deusézado como un blanco terapéutico, por
ejemplo, en casos de lesion a la médula espirakaBe que luego de 7 dias después de la lesion
aumentan los niveles del RNA mensajero de CXCLEX€Tshi y cols., 2007) y que macréfagos
CXCR4 positivos migran al sitio de la lesion grac@la presencia de CXCL12, regulando la
respuesta inmune postlesiéon (Tysseling y cols.1R01Todos estos antecedentes dan cuenta del
importante rol de CXCL12 regulando procesos figi@ds tanto en caso de lesién a la médula

espinal como en enfermedades que degeneran édte tej

Considerando que los resultados obtenidos mudstmesencia de los dos receptores de
CXCL12, como una manera de averiguar cual de legelmeptores de esta quimioquina participa
en el proceso de diferenciacion, se utiliz6 comoamienta un antagonista farmacolégico de
CXCR4, AMD3100. Se usé este antagonista considerajue CXCR4 es el receptor mas

descrito y, segun la mayoria de los trabajos, @olde los dos receptores que es funcional
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(Rajagopal y cols., 2010). Asi se establecieraasotlos condiciones experimentales: las

neuroesferas tratadas con AMD3100 y con CXCL12resgncia de este antagonista.

Cuando las neuroesferas se trataron con AMD3100 hob mayor diferenciacion hacia
el linaje astrocitico que en el control, como Idiga el aumento en la deteccion de la proteina
GFAP. Paradojalmente, este efecto resultd aun meyando se utiliz6 la combinacién de
antagonista y quimioquin@igura 16A). Si es que el efecto fuese mediado s6lo por CX@R4,
utilizar un antagonista la diferenciacion debera similar al control. Asi, los resultados
obtenidos sugieren fuertemente que el antagorsséateniendo un efecto sobre las neuroesferas
distinto al esperado, el cual podria ser mediadabgblemente, a través de CXCRHgura
17A). Esta posibilidad se basa en antecedentes gfiencam el rol de AMD3100 como agonista
de CXCRY7 a altas concentraciones (Gravel y colslp2Katalatskaya y cols., 2009). Aungue
las condiciones experimentales usadas en estanesacanzan dichas concentraciones, no es
posible descartar que algun efecto independient€XleR4 sea observado a concentraciones
menores de AMD3100, como ha sido descrito en dtaizjos (Bakondi y cols., 2011). La
sugerencia de que AMD3100 funcione como agonist&€X¥ER7 explicaria el aumento en los
niveles de GFAP cuando las neuroesferas sélo s tcan este antagonista. Por otra parte, los
resultados sugieren que en las neuroesferas tsatema la quimioquina en presencia de
AMD3100, este antagonista continlia actuando soK@RZ y también CXCL12. Se ha descrito
gue CXCRY7 en algunos modelos sefializa a trav@sadleestina y en otros mediante proteina G
(Luker y cols., 2009; Odemis y cols., 2010). Simbargo, recientemente se le ha adjudicado otro
rol a este receptor, que es el de receptor praefialees decir, dependiendo del ligando al cual
esta expuesto este receptor, puede sefializarés tdgvuna via o la otra (Odemis y cols., 2011,
Rajagopal y cols., 2010). En este caso, los ligamtk CXCR7 son, CXCL12 y AMD3100,
ambos favoreciendo la diferenciacion glial. Deaastinera, el aumento en los niveles de GFAP
gue se observa al tratar las neuroesferas con CX@keberia ser producto de la unién de esta
quimioquina al CXCR7. EIl incremento observado fsorexposicion a AMD3100 seria el
resultado de la accién de este antagonista sobi@RZXy, cuando estan presentes los dos
ligandos, se percibiria este efecto aumentado debida accibn de ambos sobre CXCRY
(Figuras 16Ay 17B)
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Para comprobar si este supuesto es real, habriatitipar un modelo celular mas simple
en el que esté presente CXCR7 y no CXCR4 y evdtuactivacion de la via ya sea por la
fosforilacion de Erk y Akt o el aumento en el*Cimtracelular con cada ligando por separado,
CXCL12 y AMD3100, en presencia 0 ausencia de laintoxpertussis para evaluar la
participacion de la proteina G, o de un RNA intenfite paraB-arrestina para analizar su
contribucién (Odemis y cols., 2011).

Con respecto a la diferenciacion neuronal, cuarado nleuroesferas se trataron con
AMD3100 el nivel de beta-1ll-tubulina disminuy6 cogspecto al control. Esto sugiere un efecto
de AMD3100 actuando sobre CXCR7 disminuyendo l|&rdifciacion a linaje neuronal, lo
mismo que se observd con el tratamiento con CXCLC2lando las células se expusieron a
CXCL12 en presencia del antagonista, la diferem@maa neurona fue superior incluso al control,
lo que podria explicarse, en este caso, por uricetic CXCL12 sobre CXCR7, ya que al estar
bloqueado CXCR4 (por el efecto de AMD3100) la qoiguiina actuaria sobre CXCR7, claro que
en este caso el efecto de CXCL12 sobre CXCR4 irapitti diferenciacion neuronal es mayor

gue el que ejerce sobre CXCHHguras 16By 17C)

Es conveniente decir que el efecto que tenga lamiqguina para estimular la
diferenciacién hacia algun linaje en particular gaiao ser en el mismo tipo celular, ya que,
como se habia mencionado anteriormente, la neeraesfs una estructura compacta y
heterogénea. Por lo tanto, con los experimentosragstrados es imposible descifrar sobre qué
células actia cada ligando y el efecto final quelserva es a nivel de la poblacién de células
gue componen la neuroesfera. Este modelo de hete@mad celular podria explicar la

complejidad del mecanismo transduccional de CXCRXEZR7 que aca se plantea.

En todas las posibles explicaciones anteriore®ssiaderd la dualidad de respuestas que
tendrian dos ligandos diferentes, CXCL12 y AMD31€ibre un mismo receptor CXCR7. Esta
interpretacion se condice con otros resultadosstéeteabajo como el aumento en el transcrito de
CXCRY7 a 4 dias de diferenciaci@figura 14) y la fuerte presencia de este receptor a los nsismo

4 dias de diferenciacidiriguras 11y 13)
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El efecto de AMD3100 sobre CXCR7, favoreciendo Iferdnciacion astroglial e
inhibiendo la neuronal también podria resultar im@resante herramienta terapéutica. Por ser
CXCR4 un receptor de suma importancia fisiologis®D3100, su antagonista, se desarrollo
rapidamente y actualmente es un farmaco (Plerixadprobado por la FDA (administracion de
alimentos y medicamentos de EE.UU.), para movil2@s hematopoyéticas en pacientes con
linfomas no Hodgkin y mieloma multiple (Pusic y BiBio, 2010). Ademas ha resultado ser
eficiente en inhibir el crecimiento de carcinomaspedir la metastasis segun estudios clinicos y

preclinicos (Duday cols., 2011).

El hecho de que AMD3100 sea un farmaco utilizadoamente facilita mucho mas su
uso para otras patologias. Si se utilizase en dasesion a la ME, se tendria una situacion
similar a la obtenida en la cuarta condicién experital, en la que se tratan las neuroesferas con
AMD3100 en presencia de la quimioquina. En estadioion la diferenciacion tanto a neurona
como astrocito se ven aumentadas con respectafbt@Figuras 16A y B) esto quiere decir
gue podria estimularse la diferenciacion de las €ERdogenas utilizando AMD3100 como
tratamiento. Sin embargo, son necesarios estadiicgonales con distintas concentraciones del
antagonista para ver si es que alguna de las ddfi@adones se favorece sobre la otra,
considerando su posible accién como agonista deRZXCOtra alternativa terapéutica seria
utilizar otros antagonistas mas especificos de CKC€&mo T134 o T140 desarrollados como
péptidos anti-VIH (Arakaki y cols., 1999; Tamamuyraols., 1998). Sin embargo, hay que tener
presente que otros antagonistas de CXCR4 como TiR1#3ultan ser, al igual que AMD3100,
agonistas de CXCR7 sin estar relacionados estalgstante (Gravel y cols., 2010).

Con todo lo expuesto anteriormente, se puede sugegran importancia que tiene la
accion de la quimioquina CXCL12 sobre sus recept@¥CR4 y CXCR7 en el proceso de
diferenciacion de las CTNs de la ME. Esta impari@wiene dada, por un lado, por la deteccién
de los receptores mismos y sus RNAs mensajeroasnduroesferas, especificamente en las
CTNs que forman parte de la neuroesfera, y por t@dw, por su funcién regulando la

diferenciacién a un linaje neural especifico comedn los astrocitos y las neuronas.
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Los resultados analizados constituyen una intetesdrservacion sobre el rol de CXCR7
en la regulacién de las CTNs. Por una parte, ®sepcia y distribucion escasamente
caracterizada y por otra, su novedosa funcion doamsductor de sefales, posiblemente a través
de dos vias. Hacen falta mas experimentos, col@cgmientos de CXCR4 y CXCR7 y otros
enfoques para confirmar el rol de estos receptdueante el proceso de diferenciacion. Ello
permitira reconocer y comprender a cabalidad tolbss mecanismos moleculares y de
transduccién de sefiales que subyacen las accienestaks receptores en las CTNs, ya que las
proyecciones de este trabajo apuntan al desarddloeventuales terapias para distintas

enfermedades que afectan a la ME en las que jpartsita importante quimioquina.
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CONCLUSIONES

Los estudios desarrollados durante esta tesesasigaron bajo la hipétesis general de que
las alfa-quimioquinas regulan el proceso de difeiemidn de las CTNs cultivadas como

neuroesferas de ME fetal de ratones.

Los resultados presentados permiten concluir que:

1. Las neuroesferas derivadas de ME presentan los Rh&xsajeros de CXCL12 y sus
receptores CXCR4 y CXCRY.

2. Las neuroesferas derivadas de ME no presentanenpividétectables de los RNAs

mensajeros de CXCL1 y sus receptores CXCR1 y CXCR2.

3. Las neuroesferas a 4 dias de diferenciacion praaséod receptores CXCR4 y CXCR7 y

éstos se encuentran en las CTNSs.

4. CXCL12 favorece la diferenciacion astroglial solar@euronal en las neuroesferas.
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