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A mi familia, que amo con locura



RESUMEN BIOGRAFICO

“Durante esta corta trayectoria cientifica he sentido siempre un grado de orgullo
al decir que mis logros académicos son producto del esfuerzo personal y la educacion
publica. Sin embargo, esto seria faltar a la verdad, puesto que soy una persona
privilegiada y es gracias a mis privilegios que estoy aqui parada frente a ustedes.

Mi privilegio no recae en haber nacido en una cuna de oro y obtener ganancias a
partir de pitutos. Mi privilegio no recae solo en haber tenido un hogar, amor
incondicional, comida caliente y salud. Para mi, mi privilegio recae en haber nacido en
una familia, con unos padres que me entregaron principios y valores que no son los que
entrega este sistema. En que las relaciones no se basan en la competencia, sino en
relaciones fraternas, en que la bondad de la gente suele ser contraria al dinero que
acunan, en que todo puede ser discutido con argumentos, en que la Unica posesion de
valor es la propia voluntad. Bajo ese espiritu y en mi condicion de amiga, hija,
compafiera, hermana, madre, mujer parte de este planeta... es que considero un deber
luchar contra aquellos que atentan contra la dignidad de las personas, contra aquellos
gue construyen su fortuna en base al hambre, la sed, la enfermedad, la vejez, la
ignorancia, la opresién machista, la masacre de los pueblos ancestrales... en base al
sufrimiento ajeno.

El otro dia mi hijo me hizo un dibujo. Era una especie figura circular, mas parecida a una
papa con ojos con pestafias, pies, una sonrisa y un brazo levantado agarrando una
especie de palo o bandera, me dijo que era yo en una marcha, gritando vamos
compaferos.
Bueno hijo, te prometo que mi brazo estara siempre en alto, pues para eso tengo raices
muy fuertes.”

Extracto discurso Premiaciéon FWIS L'Oreal-UNESCO. Diciembre del 2019.
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RESUMEN

La formacion de vasos sanguineos en el cerebro ocurre de manera simultanea a
la formacion de neuronas y glias durante el desarrollo embrionario, generandose el nicho
neurovascular. Las sefiales presentes en este nicho son importantes para el desarrollo
neural y vascular, asi como para la formacion y mantencion de la barrera
hematoencefalica. Por tanto, alteraciones en la comunicacién neurovascular podrian
tener una importante contribucioén al desarrollo de enfermedades del neurodesarrollo,
como la esquizofrenia.

La esquizofrenia es una enfermedad psiquidtrica, la que se caracteriza por
sintomatologia psicética, deficiencias en la conectividad cerebral y pérdidas de materia
gris. Creciente evidencia ha ligado anomalias vasculares a esta enfermedad, tales como
un déficit en el Factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGFA) en cerebros post
mortem y plasma sanguineo adulto, hipoperfusion en la corteza, neuroinflamacion y
disfuncién de la barrera hematoencefalica.

El uso de células troncales pluripotentes inducidas humanas (hiPSC) se ha
ampliado como una nueva estrategia para estudiar desordenes psiquiatricos, debido a
gue conservan la diversidad genética de los donantes y recapitulan procesos del
desarrollo in vitro. Es por ello por lo que, en la presente tesis se quiso evaluar si, al
recapitular el neurodesarrollo en la esquizofrenia mediante hiPSC, una desregulacion
funcional tanto del linaje neural como endotelial, componentes principales del nicho
neurovascular, conlleva a una angiogénesis deficiente.

Para ello se compardé entre células derivadas de hiPSC obtenidas de
esquizofrénicos (SZP) e hiPSC obtenidas de controles sanos (Ctrl), la diferencia en la
expresion de moléculas angiogénicas por parte de células del linaje neural; sus
diferencias en la induccién de la formacidon de vasos; y las diferencias fenotipicas y
funcionales entre células endoteliales cerebrales (BEC).

Los resultados de esta tesis indican que es posible observar diferencias entre células
derivadas de hiPSC SZP y Ctrl tanto a nivel molecular como funcional. Las células neurales
SZP presentan alteraciones en el perfil de moléculas secretadas y son deficientes al
inducir la formaciéon de vasos, mientras que las BEC SZP poseen diferencias en la
expresion y secrecion de moléculas asociadas a su funcién angiogénica y de barrera.
Importantemente, la via de sefializaciéon de VEGFA pareciese estar alterada en SZP.

El estudio de células derivadas de hiPSC SZP muestra hallazgos similares a lo encontrado
en pacientes y revela alteraciones en vias que podrian estar actuando de forma sinérgica
en el nicho neurovascular.
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ABSTRACT

The formation of blood vessels in the brain, as well as neurogenesis and gliogenesis,
occur simultaneously during embryonic development. The result is the formation of the
neurovascular niche, which brings together physical and molecular signals from both
systems. Such signals are important for both neural and vascular development, as well
as for the formation and maintenance of the blood-brain barrier. Therefore, alterations
in neurovascular communication could have an important contribution for the
development of neurodevelopmental diseases, such as schizophrenia.

Schizophrenia is a psychiatric disease characterized by psychotic symptoms, deficiencies
in brain connectivity and loss of gray matter. Increasing evidence links vascular
abnormalities to this disease. Abnormalities such as vascular endothelial growth factor
A (VEGFA) deficiency in postmortem brains and adult blood plasma, hypoperfusion in the
neocortex, neuroinflammation, and blood-brain barrier dysfunction.

The use of human induced pluripotent stem cells (hiPSC) has been expanded as a new
strategy to study psychiatric disorders. hiPSC conserve the genetic diversity of donors
and recapitulate developmental processes in vitro. In this study we aim to evaluate
whether, when recapitulating neurodevelopment in schizophrenia using hiPSC, an
angiogenic deficit occurs as a consequence of a functional dysregulation of both neural
and endothelial lineages; both of the latter being main components of the neurovascular
niche. To such an end, we compare differences between cells obtained from
schizophrenia derived patients (SZP) hiPSC with those obtained from healthy control
derived (Ctrl) hiPSC cells. Specifically, we compare differences in the expression of
angiogenic molecules by cells of the neural lineage, their differences in the induction of
vessel formation and phenotypic and functional differences between brain endothelial
cells (BEC).

The results of this study indicate that it is possible to observe differences between cells
derived from SZP hiPSC with those derived from Ctrl hiPSC, at both the molecular and
functional level. SZP neural cells present alterations in the profile of secreted molecules
and are deficient in inducing the formation of vessels. In addition, SZP BECs have
differences in the expression and secretion of molecules associated with their angiogenic
and barrier function. Furthermore, the VEGFA signaling pathway appears to be altered
in SZP.

The study of cells derived from SZP hiPSC results in similar findings to those found in SZP
revealing alterations in pathways that could be acting synergistically in the neurovascular
niche.
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RESUMEN EJECUTIVO

En base a la creciente evidencia de que en la esquizofrenia podria existir una patologia
vascular y que ésta es una enfermedad del neurodesarrollo, la presente tesis tiene como
objetivo determinar si al recapitular el neurodesarrollo de la esquizofrenia mediante
células troncales pluripotentes inducidas humanas (hiPSC), los componentes del nicho
neurovascular generan una angiogénesis deficiente.

Los resultados de esta tesis indican que es posible observar diferencias entre células de
pacientes esquizofrénicos (hiPSC SZP) y de sujetos controles (hiPSC Ctrl) al derivarlas a
los distintos componentes celulares del nicho neurovascular. Las células del linaje neural
derivadas de hiPSC SZP presentan alteraciones en el perfil de moléculas angiogénicas
secretadas y son deficientes al inducir la formacién de vasos, tanto in vitro como in vivo.
Mientras que las células endoteliales cerebrales (BEC) derivadas de hiPSC SZP poseen
diferencias en la expresién y secrecion de moléculas asociadas a su funcidon angiogénica
y de barrera. Importantemente, la via de sefalizacion de VEGFA pareciese estar alterada
en las células derivadas de hiPSC SZP.

Se concluye que el nicho neurovascular puede ser modelado mediante hiPSC y que al
recapitularlo en la esquizofrenia existe una angiogénesis deficiente, debida a la
desregulacién de sus distintos componentes celulares.
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I. INTRODUCCION

En el cerebro coexisten estructuras del sistema nervioso y vascular, las cuales se
desarrollan, modulan y adaptan mutuamente. La comunicacidn entre estos dos sistemas
se remonta a etapas embrionarias y de ella depende la formaciéon de estructuras
corticales relevantes para el desarrollo y la adultez. ¢Pueden deficiencias en el
establecimiento de esta estrecha comunicacién subyacer el desencadenamiento de
complejas enfermedades del neurodesarrollo como la esquizofrenia, un trastorno
mental severo que histéricamente se ha abordado como una enfermedad crénica del

sistema nervioso? La presente tesis se construye sobre esta interrogante.

1. Bases estructurales, celulares y moleculares de la interdependencia neurovascular

en el Sistema Nervioso Central

1.1. Desarrollo embrionario de la vasculatura cerebral

Los vasos sanguineos transportan oxigeno y nutrientes a través del cuerpo,
permitiendo el correcto desarrollo de los drganos y manteniendo la homeostasis del
organismo. El sistema nervioso también se extiende por todo el cuerpo, valiéndose de
esta gran red de vasos sanguineos que le suplementan oxigeno y nutrientes, asi como
también factores neurotroficos que permiten su sobrevida. En el cerebro, esta conexién
se desarrolla durante la formacién de la red vascular cerebral, la cual es compleja e
importante por su aporte en factores durante el desarrollo y en la satisfaccion de la alta

demanda de glucosa y oxigeno durante toda la vida *.



La generacion de vasos en el cerebro comienza con un proceso de vasculogénesis
alrededor de la semana 6 a 7 de gestacién humana, en el cual las células troncales
neurales (NSC, del inglés Neural Stem Cells) que residen en el tubo neural secretan
sefiales que permiten el reclutamiento de angioblastos y células endoteliales a su
periferia para formar el plexo vascular perineural (PNVP, del inglés Perineural Vascular
Plexus) o PCAP (del inglés Pial Capillary Anastemotic Plexus), la cual recubrira el cerebro

en desarrollo y posteriormente madurard para formar la piamadre (Figura 1A-B) 3.

Es desde el PNVP que, a partir de la semana 8, se forma la vasculatura
intracerebral, mediante un proceso de angiogénesis, definida como la formacién de
nuevos vasos a partir de vasos preexistentes. La vasculatura intracerebral se compone
por la vasculatura intracerebral extrinseca, que a su vez incluye los vasos perforantes y
el espacio de Virchow Robin, y la microvasculatura intrinseca, la cual estd compuesta por
los capilares que se encuentran entre los vasos perforantes y son los que constituyen la

barrera hematoencefalica (BHE)>*>.

Para dichos procesos de vasculogénesis y posterior angiogénesis, la principal
sefial derivada del tubo neural corresponde al factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF, del inglés Vascular Endothelial Growth Factor), el cual es conocido por ser un
factor maestro regulador de los procesos de formacidn de vasos sanguineos®. La
formacion de estos nuevos vasos es guiada por el VEGF secretado por las NSC, asi como
por un conjunto de otros factores que se encuentran presentes en el cerebro

embrionario, el cual esta a su vez en activa neurogénesis (Figura 1C)*.
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Figura 1. Vascularizacion del cerebro. (A) Las células troncales neurales (NSC), llamadas glia
radial en el contexto del neurodesarrollo, secretan VEGFA para reclutar células endoteliales a la
superficie del tubo neural. Modificado de . (B) Seccién de la corteza cerebral tefiida con
hematoxilina/eosina de un embrién de 43 dias (7 semanas) muestra el plexo capilar (Pial Capillary
Plexus, flechas negras) que recubre la corteza auin no vascularizada. CR= Células Cajal-Retzius; n=
neuronas; V= ventriculo. Barra= 10mm.? (C) La neurogénesis comienza alrededor de la semana
7-8 de gestacion en la zona germinal de la corteza. Durante la neurogénesis las NSC/NPC dan
origen a neuroblastos, luego neuronas, astrocitos y células precursoras de oligodendrocitos
(OLP), oligodendrocitos (OL). Simultdneamente se forma la PNVP y se extienden brotes
angiogénicos de manera radial hacia el ventriculo. Dichos vasos forman nuevos vasos y generan

una rica red vascularizada. Modificado de .



BHE es el nombre con el que se describen las caracteristicas especificas que
poseen las células endoteliales ubicadas en el cerebro (BEC), las cuales hacen posible la
estricta regulacidon del trafico celular y molecular entre la sangre y el cerebro, asegurando
la entrega de nutrientes, la remocion de productos de desecho y la proteccién frente a
agentes externos mediante transportadores de eflujo 8°. La BHE se compone de BEC que
forman el lumen vascular, dentro de un contexto multicelular que incluye la [dmina basal,
pericitos, astrocitos y neuronas, llamado la unidad neurovascular (NVU, del inglés Neuro-
vascular unit), la cual puede ademds contener microglias y oligodendrocitos (Figura 2).
La NVU se constituye de manera temprana en el desarrollo y conserva cierta plasticidad

para adaptase a las necesidades neuronales®.

Las caracteristicas de BHE no son intrinsecas de todas las células endoteliales,
sino que son inducidas tempranamente por el microambiente producido por las células
del sistema nervioso central. Ademas de su migracion, las NSC inducen la expresién del
transportador de glucosa GLUT-1 y una menor permeabilidad en las BEC a medida que
invaden el neuroepitelio. Se ha reportado que luego del comienzo de la angiogénesis en
el cerebro, las BEC presentan una disminucidn en las fenestraciones y fugas y una mayor
expresion de moléculas de union estrecha como, Claudina-5 (CLN5) y Ocludina (OCLN)

(Figura 2 B-C) %19,

Si bien la secrecién de VEGFA y otros factores angiogénicos por parte del tejido
neural es fundamental para la generacién e invasion de los vasos en cerebro, las NSC

inducen las propiedades de BHE, mediante la activacion de la via de sefializacion
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Figura 2. Formacidn de la Unidad Neuro-vascular y la BHE. (A) El VEGFA secretado por las NSC
permite el reclutamiento de células endoteliales y formacion del PNVP. (B) En paralelo a la
neurogénesis, los brotes angiogénicos invaden el tubo neural desde el PNVP. La sefializacion de
Wnt7a/b favorece la migracion e induce la expresidon de proteinas de transporte de membrana
especificas de BHE (como Glut-1) en las células endoteliales. Los vasos sanguineos reclutan
pericitos a través de la via de sefializacion PDGF. (C) En las células endoteliales se expresan
proteinas de unién estrecha. Los pericitos favorecen el mantenimiento de la BHE. (D) Al inicio de
la gliogénesis, los astrocitos se diferencian y proyectan procesos para envolver los vasos
sanguineos, favoreciendo la estabilizacién de la BHE. Los astrocitos también se asocian con

neuronas. Todos estos elementos constituyen la NVU. Modificado de !



candnica Wnt/beta-catenin, en particular, a través de los ligandos Wnt7a y Wnt7b.
Interesantemente, esta via se mantiene activa durante el desarrollo embrionario y

disminuye durante la adultez'.

Se ha identificado que la disrupcion de la BHE constituye un evento temprano en
la fisiopatologia de diversas enfermedades que afectan el sistema nervioso, tales como:
el Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrdfica, esclerosis multiple, desorden
neurocognitivo asociado a VIH-1 y traumatismo encefalocraneano, entre otras'!;
haciendo relevante la comprension de su formacidon y mantenimiento para comprender

su implicancia en otras enfermedades.

1.2.  El Nicho Neurovascular

Por mucho tiempo se ha reconocido una similitud entre las redes vasculares y
neuronales, tanto por su coincidencia morfoldgica, su codependencia y, por la
conservacion de vias de sefializacion capaces de regular ambos procesos %13, Dado que
durante el desarrollo del cerebro, los procesos de formaciéon de vasos y neuronas (y
posteriormente glias) coinciden de manera temporal y espacial, se reconoce la existencia
de un nicho neurovascular que permite la comunicacidn cruzada entre el sistema
vascular y nervioso, su correcto desarrollo y la adecuada estructuracion de la NVU. Los
elementos estructurales, celulares y moleculares que componen el nicho neurovascular

son dindmicos y estan afectos a la sumatoria de sefiales presentes en nicho %4,



Durante el desarrollo, la formacién de vasos ocurre través de dos procesos claves:
la vasculogénesis y la angiogénesis (Figura 3A). La vasculogénesis corresponde a la
formacién de vasos de novo mediante el reclutamiento y diferenciacion de
hemangioblastos provenientes del mesodermo a células endoteliales y células del linaje
hematopoyético para generar islas de sangre, las cuales se fusionan para formar plexos
vasculares . A nivel molecular, este proceso es guiado por tres factores claves. El
primero es el factor de crecimiento fibroblastico bdsico (FGFb), el cual regula la
generacién de hemangioblastos y permite la diferenciacion a células endoteliales. Luego
VEGF, siendo el mas importante VEGFA, el cual sefializa mediante el receptor tirosina-
quinasa tipo 2 de VEGFA (KDR, VEGFR-2, FLK-1) presente en hemangioblastos,
angioblastos y células endoteliales, para promover la diferenciacién, migracién,
proliferacion y formacidn de capilares. Ademas, VEGFA sefializa a través del receptor tipo
1 de VEGFA (FLT-1, VEGFR1) que participa en el ensamblaje de células endoteliales en
estructuras capilares y la formacion de interacciones célula-célula. Finalmente, la
sefializacion de Angiopoietina-1 (ANG1) a través de su receptor tirosina-quinasa, TIE2,
favorece la estabilizacién de los vasos formados mediante el reclutamiento de células de
soporte (ej: pericitos, células de musculatura lisa) y por tanto el establecimiento de

plexos vasculares maduros (Figura 3B)%7,

Por su parte la angiogénesis contribuye a la formacién de nuevos vasos, los cuales
pueden formarse por brote de nuevos capilares (“sprounting”) o por intususcepcion, que

implica la divisién de un vaso en dos vasos paralelos (Figura 3A)%. En el desarrollo
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Figura 3. Vasculogénesis y angiogénesis. (A) La vasculogénesis es la formacién de vasos de novo
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primitivos. La angiogénesis es la formacién de vasos a partir de vasos preexistentes y puede
ocurrir mediante brotes angiogénicos o intususcepcién. Modificado de . (B) En la
vasculogénesis, FGF2, VEGF y ANG1 permiten la diferenciacién de células mesodermales en
células endoteliales, las que luego forman tubulos que son estabilizados mediante interacciones
célula-célula y el reclutamiento de células de soporte. Modificado de'®. (C) Para que ocurra la
angiogénesis las uniones célula-célula y célula-matriz de los vasos deben debilitarse y permitir el
acceso y respuesta de las células endoteliales a inductores angiogénicos. ANG2 y VEGF son

importantes inductores angiogénicos. Modificado de Y’



nervioso, luego de la formacion del PNVP, los vasos son formados e ingresan al cerebro
mediante un proceso de angiogénesis en brote. La angiogénesis es un proceso complejo
gue comienza en presencia de un estimulo angiogénico e implica una serie de pasos
consecutivos tales como: la desestabilizacién de los vasos por pérdida de las células de
soporte y contactos con la matriz y lamina basal; migracion células endoteliales;
alineamiento de las células endoteliales y formacion de lumenes; proliferacion de las
células endoteliales; habilitacion del flujo sanguineo; estabilizacion de los vasos
formados (Figura 3C)*>77. Por lo anterior, el control molecular de la angiogénesis en
brote implica la presencia de moléculas que favorecen la desestabilizacién de los vasos,
factores quimioatractantes, factores de crecimiento y metaloproteinasas, entre otras,
junto con moléculas que permitan recuperar la estabilidad y reformar la [dmina basal; es

decir, un intrincado balance entre sefiales pro-angiogénicas y anti-angiogénicas 2°.

A partir de la semana gestacional 8 comienza la neurogénesis de manera paralela
a la angiogénesis, por lo que los vasos formados permiten la entrega de factores troficos
y nutrientes necesarios para la formaciéon y migracion de las neuronas. Uno de los
principales eventos que ocurre al formarse los vasos es la disminucién de la hipoxia, que
hasta el momento favorecia la proliferacién de NSC, para entonces pasar a favorecer la
diferenciacién. Se ha reportado ampliamente que la presencia de las BEC y factores
derivados de ellas tiene un impacto importante en la proliferacién de las NSC, la
regulacion del proceso de diferenciacidon a neuronas y la migracién de estas ultimas, sin

embargo, no todos los factores implicados en estos procesos han sido determinados.



Algunos de dichos factores derivados de endotelio son: VEGFA, el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrophic factor), el factor
derivado del epitelio pigmentario (PEDF, del inglés Pigment epithelium-derived factor o
Serpin F1), Efrina-B2 (EFNB2), laminina, entre otros’?!. Cabe destacar que todos ellos

también ejercen funciones en la vasculatura.

Se ha observado que varios complejos de sefalizacién ligando-receptor, que
originalmente estaban descritos como reguladores de la guia axonal, se encuentran
también implicados en procesos de angiogénesis. Dentro de estos encontramos el
receptor neuropilina (NRP), capaz de unir a semaforina (SEMA) y VEGF; el receptor de
efrina (EPH) capaz de unir efrinas; el receptor roundabouts (ROBO) el cual une Slits y
UNCS5 el cual une netrinas (NTN). Estos receptores son expresados tanto en las BEC como
en neuronas y pueden tener funciones atractivas o repulsivas segun el contexto y/o
microambiente 1322, Es por ello por lo que alteraciones en los factores presentes en el
nicho neurovascular pueden tener consecuencias en el correcto desarrollo cerebral,
tanto del tejido neural como la red vascular asociada a él, y, en consecuencia, en el
funcionamiento del cerebro. En esta tesis exploraremos esta hipdtesis centrandonos
particularmente en la esquizofrenia, uno de los trastornos de salud mental mas

inhabilitante.
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2. Repensando la esquizofrenia en cuanto a su origen y etiologia
2.1. Sintomas y factores de riesgo de la esquizofrenia

Acorde al Manual Diagndstico y Estadistico de los Desérdenes Mentales N°5
(DMS-5) publicado por la Asociacién Americana de Psiquiatria, la esquizofrenia es un
desorden mental severo y crénico, caracterizado por perturbaciones en el pensamiento,
la percepcion y el comportamiento. Su prevalencia a nivel mundial asciende a cerca del
1% de la poblacién y los sintomas tipicos aparecen entre la adolescencia y la cuarta
década de vida, siendo el rango etario mas frecuente para la apariciéon del primer
episodio psicético alrededor de los 20-25 afios?3. El término esquizofrenia significa
“mente dividida” y fue acufiado por el psiquiatra Eugen Bleuler en 1908, para referirse a
la enfermedad anteriormente conocida como demencia precoz. En las revisiones del
trabajo de Bleuler, se reconoce que el concepto de mente dividida se refiere mas bien a
una separaciéon entre el pensamiento y el afecto, mds que una divisién en la
personalidad?®. El diagndstico de la esquizofrenia es complejo y se basa en la presencia
de diferentes criterios, siendo uno de ellos la presencia dentro de un corto plazo de
sintomas “positivos” (ej: alucinaciones y delirios), sintomas “negativos” (ej: expresiéon
emocional disminuida y abulia) y sintomas “cognitivos” (déficit en funciones ejecutivas).
Ademads, el diagnéstico incluye la presencia de una deficiencia en el funcionamiento
laboral, interpersonal y/o autocuidado, junto con una duracién de los sintomas mayor a

6 meses?32>,
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Fisicamente, la esquizofrenia se caracteriza por deficiencias en la conectividad
cerebral y pérdidas de materia gris a lo largo de todo el cerebro, existiendo una
distribucién anormal de neuronas en la corteza prefrontal. Actualmente, se reconoce
que la esquizofrenia es una enfermedad de etiologia multiple, en la cual diferentes
factores, tanto genéticos como ambientales confluyen para aumentar el riesgo de

desarrollar la enfermedad?627.

A nivel genético, se considera que esta enfermedad posee una alta herencia,
cercana al 80% acorde a analisis estadisticos de gemelos monocigéticos y dicigdticos 28
A la fecha, se han identificado mas de 100 alteraciones genéticas asociadas de manera
significativa con la presencia de la enfermedad. Por tanto, no existe uno o algunos genes
responsables del desencadenamiento de ésta, sino que un gran numero de alteraciones,
las que varian desde alelos comunes con baja penetrancia (que contribuyen en baja

proporcidn al riesgo) y alelos raros con alta penetrancia®®°,

A nivel ambiental, se han asociado al desencadenamiento de la esquizofrenia
factores obstétricos (diabetes, preeclampsia, malnutricion, infecciones, hipoxia) y otros
eventos durante la nifiez, adolescencia y adultez, tales como: infecciones virales, abuso
de sustancias, traumas infantiles, situaciones de estrés, migracion, entre otros3'.
Reconociéndose que estos ultimos eventos actian como gatillantes sobre sujetos con

predisposicién o mayor riesgo de desarrollar la enfermedad??.
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2.2. La esquizofrenia: Una enfermedad del neurodesarrollo

Desde hace mas de tres décadas que se ha propuesto que la esquizofrenia
corresponde a una enfermedad del neurodesarrollo. Dada su complejidad, la
esquizofrenia no calzaba con ninguno de los modelos imperantes para explicar
enfermedades mentales (metabdlico, postraumatico, neurodegenerativo), por lo que se
propuso que una “perturbacién” temprana en el desarrollo cerebral podria alterar
eventos de maduracion cerebral mdas tardios®3. Originalmente este modelo del
neurodesarrollo permitié ligar la evidencia epidemiolégica de alteraciones prenatales y
postnatales tempranas con la esquizofrenia. Sin embargo, andlisis genéticos y
transcriptomicos recientes, han mostrado que muchos de los genes asociados con
esquizofrenia influencian procesos tempranos del neurodesarrollo, tales como

diferenciacién, maduracién, migracion y sinapsis neuronal 2°34,

La vision actual indica que existe como base una heterogeneidad genética (la cual
incrementa en mayor o menor medida el riesgo) que interactua entre si y con diversos
factores ambientales, los cuales convergen en el desarrollo del cerebro, afectando vias y
procesos que, frente a eventos propios del desarrollo u otros riesgos ambientales,

desencadenan la enfermedad (Figura 4) 2935,

Los tratamientos actuales para la enfermedad incluyen psicoterapia y terapias
farmacoldgicas. Desde el punto de vista farmacolégico, los tratamientos siguen la
hipotesis dopaminérgica de la esquizofrenia, la cual indica que existe una hiperactividad

dopaminérgica que es responsable de los sintomas positivos, por lo que los antipsicéticos
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esquizofrenia en hombres y mujeres. Los factores de riesgo genético y epigenético convergen en
el neurodesarrollo teniendo un impacto en el desarrollo temprano del cerebro, alterando ciertas
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no han sido bien definidas. Figura traducida de .
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de primera generacién son antagonistas dopaminérgicos. Debido a la gran presencia de
sintomas extrapiramidales (los cuales afectan el movimiento, la postura y el tono
muscular) se desarrollaron los antipsicéticos de segunda generacion, los cuales bloquean
tanto receptores de dopamina como de serotonina, o un subgrupo de estos. Los
antipsicoticos de segunda generacion tampoco estdn exentos a efectos adversos vy
pueden causar desbalances metabdlicos (incremento de la glucosa, lipidos, ganancia de
peso)3®. La observacion de que una disminucion de las vias dopaminérgicas puede
explicar los sintomas negativos y el entendimiento de que la alteracién en la sefalizacién
de dopamina es un efecto de una desregulacidon sindptica generalizada en la
esquizofrenia ha llevado a replantear los blancos farmacolégicos. En esta linea se ha
propuesto el uso de moduladores GABA, agentes glutamatérgicos, agentes colinérgicos,
neuropéptidos, entre otros, que podrian ser usados en conjunto para tratar la diversidad
de sintomas presentes en los pacientes®’. Pese a estos esfuerzos, entre el 10 y el 30% de

los pacientes muestra poca o ninguna mejoria en sus sintomas luego del tratamiento3®.

A pesar de que en la actualidad se reconoce que la esquizofrenia es un desorden
sistémico, los mecanismos que desencadenan y predicen la evolucién de esta
enfermedad siguen siendo mayoritariamente desconocidos y las terapias se enfocan
primariamente en los sintomas relacionados con la transmisidn nerviosa3’28, Esto hace
importante estudiar otros aspectos, mas alld del funcionamiento neuronal, que podrian
afectar al desarrollo de la enfermedad y potencialmente servir como blancos

terapéuticos.
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Debido la importancia que tiene la sefializacion del nicho neurovascular en el
correcto desarrollo del cerebro, cabe preguntarse si es que, de forma concomitante al
desarrollo neuronal aberrante que causa la esquizofrenia, pueda existir una alteracion
en la produccion de factores que guian la normal angiogénesis cerebral. Dichas
alteraciones en la angiogénesis podrian derivar en un menor aporte de factores tréficos
provenientes del sistema vascular, impactando a su vez en el correcto desarrollo del

cerebro.

2.3. Angiogénesis y esquizofrenia: La propuesta visionaria de Bleuler al dia de hoy

Tal como fuera descrito por Bleuler en 1911 “La fragilidad de los vasos sanguineos
gue aparece en muchos esquizofrénicos, tanto agudos como crénicos, parece indicar una
real patologia vascular” 3°. Creciente evidencia clinica ha permitido ligar la esquizofrenia
con diversas deficiencias en el sistema vascular, en particular con la vasculatura cerebral,
observandose regiones con aumento del flujo sanguineo cerebral o hiperperfusién y
otras regiones con disminucién en el flujo o hipoperfusidn, las cuales podrian asociarse
con la presencia de sintomas positivos y negativos, respectivamente®®2, Ademas se ha
propuesto una vinculacién entre la esquizofrenia y una disrupcién de la BHE asociada a

neuroinflamacién y estrés oxidativo 3.

A nivel molecular, se ha observado que los niveles sanguineos de VEGFA en
esquizofrénicos adultos y que el mRNA de VEGFA en cerebros post-mortem de
esquizofrénicos son menores que en individuos sanos*%. Uno de los receptores de

VEGFA, VEGFR2 (KDR) también se ha encontrado disminuido en la corteza prefrontal
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post-mortem de esquizofrénicos #’. FGF2, otro factor angiogénico vy vasculogénico
importante, también estd alterado en esquizofrenia a nivel plasmético 8. Sumado a esto,
se ha reportado que en biopsias de cerebros de pacientes con esquizofrenia existen
niveles mayores de Semaforina 3A (SEMA3A), el cual es un quimiorepelente en guia

axonal y tiene caracteristicas anti-angiogénicas*>>°.

Cabe destacar que todas estas observaciones han sido realizadas mediante el
analisis de tejido adulto o post-mortem de pacientes. Por lo tanto, se desconoce cual es
el estado de las sefiales que guian la angiogénesis y vascularizacion durante el desarrollo
embrionario. Dado el alto niumero de mutaciones y variantes presentes en los pacientes
con esquizofrenia, existe escaza evidencia del impacto que tienen a nivel funcional, sobre
todo en procesos no abordados como el angiogénico. Es por ello que se hace relevante
poder encontrar medios para evaluar dichas alteraciones y su potencial impacto en el

desarrollo del cerebro.

3. Uso de células troncales pluripotentes inducidas humanas para estudiar
desordenes psiquiatricos
Debido a las dificultades para obtener tejido cerebral de pacientes
esquizofrénicos y mas aun proveniente de estadios embrionarios, la mayor parte de los
estudios relativos a esta enfermedad se han realizado a partir de tejido cerebral post-
mortem. Es por ello que el uso de células troncales pluripotentes inducidas humanas
(hiPSC, del inglés human induced Pluripotent Stem Cells) representa una nueva

estrategia para estudiar desordenes psiquiatricos.
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Tal y como fuera descrito por Takahashiy Yamanaka en el aino 2006, las iPSC son
células pluripotentes que exhiben la misma morfologia, propiedades de crecimiento y
expresion de marcadores que las células troncales embrionarias, pero que han sido
obtenidas a partir de una célula somdtica adulta mediante un proceso de
reprogramaciéon . Las células somaticas pueden ser reprogramadas mediante la
expresion de factores de transcripcion maestros, caracteristicos de células embrionarias,
los cuales inducen la pluripotencia en dichas células adultas. Desde su descripcién hasta
ahora los cuatro factores mas comunes para realizar la reprogramacion son Oct3/4, Sox2,
c-Myc, y KIf4, también llamados factores OSMK (pudiendo KIf4 y c-Myc ser reemplazados
por Nanog y Lin28 en algunos trabajos). Diferentes tipos de células pueden ser
reprogramadas, siendo los fibroblastos los mas utilizados dada su facil obtencién y
cultivo. Respecto a los métodos de reprogramacion, estos varian desde el uso de
proteinas recombinantes, pasando por retrovirus, hasta métodos de transduccion virica
no integrativos (como el uso de virus Sendai), tendiendo cada uno diferentes dificultades
metodoldgicas y eficiencias (Figura 5). Durante esta década de investigacion, los
métodos de cultivo también han sido mejorados, lograndose condiciones de cultivo
libres de células alimentadoras (o feeder cells) y el uso de medios de cultivo definidos sin

suero, los cuales pueden ser adquiridos comercialmente®2>%,

Dada la caracteristica pluripotente de las hiPSC, éstas pueden ser diferenciadas a
diversos tipos celulares, conservando la informacion genética de la célula donante. Esto

ultimo ha permitido el estudio de diferentes enfermedades, dado que es posible obtener
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Figura 5. Modelamiento de enfermedades neuropsiquiatricas mediante el uso de hiPSC. Células
somaticas, como los fibroblastos cutaneos o células de la orina, se obtienen de pacientes y
donantes sanos. Los factores de transcripcion OSKM de Yamanaka (OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC)
se introducen en las células mediante distintas aproximaciones como la transduccion viral,
reprogramandolas a un estado pluripotente. Estas hiPSC pueden ser diferenciadas a diferentes
tipos celulares para realizar andlisis in vitro, comparando células derivadas de pacientes y
donantes sanos. Las hiPSC de controles sanos pueden ser manipuladas genéticamente utilizando
herramientas de edicidon del genoma como CRISPR/Cas9, ZNF o TALENS para generar variantes
isogénicas especificas asociadas a enfermedades; posteriormente pueden ser diferenciadas a los

tipos celulares deseados. Modificado de .
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distintos tipos de células que de otra manera seria imposible conseguir, como aquellas
presentes durante el desarrollo embrionario. Incluso, el dia de hoy, es posible mediante
ingenieria genética el obtener células isogénicas, es decir, que comparten el mismo
genoma, pero a las cuales se les ha modificado uno o varios genes de manera de estudiar

el impacto de una modificacidn sobre el background genético real de un paciente (Figura

5)53,56.

Sumado a lo anterior, en el contexto especifico del cerebro, se han podido
diferenciar hiPSC a una diversa gama de células presentes durante el desarrollo y la
adultez cerebral, junto con establecer distintos tipos de modelamiento en dos (2D) y tres
dimensiones (3D) que permiten estudiar las interacciones celulares y estructuras mas

complejas como la BHE y los organoides cerebrales®’—°,

En los ultimos 10 afos se han publicado mas de 30 trabajos en los cuales se
incluye el uso de hiPSC provenientes de pacientes con esquizofrenia las cuales han sido
diferenciadas a NSC, células precursoras neuronales (NPC), neuronas, astrocitos y
organoides cerebrales. En comparacién con células derivadas de sujetos controles, las
células derivadas de hiPSC obtenidas de pacientes esquizofrénicos conservan
caracteristicas fenotipicas de la enfermedad, tales como anormalidades sindapticas,
deficiencias en la migracion, aumento del estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial>>6%-
62 La generacion de organoides cerebrales usando hiPSC de esquizofrénicos ha mostrado
deficiencias en la correcta estratificacion, migracidén y conectividad de las neuronas en

un contexto mas complejo y asimilable a las etapas tempranas del desarrollo >3,
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Sin embargo, a la fecha, todos los trabajos realizados en células derivadas de
hiPSC incluyen sélo el estudio de células derivadas del linaje neural y analizadas,
principalmente, en el contexto de su funcidn sinaptica. Dentro de las observaciones se
destacan niveles reducidos de multiples moléculas sindpticas en neuronas (tales como
CYFIP1 y PSD-95) alteraciones en la via de Wnt, aumento del estrés oxidativo y de
proteinas de remodelamiento del citoesqueleto®>4%5, Estas ultimas observaciones

podrian ser relevantes en el contexto de la angiogénesis.

Por lo anteriormente expuesto, en esta tesis se pretende abordar, mediante el uso
de hiPSC, la caracterizacién de los componentes celulares principales del nicho
neurovascular y recrear y estudiar la formacién de temprana de la vasculatura cerebral

en esquizofrenia en modelos 2D y 3D.
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Il. HIPOTESIS

Al recapitular el neurodesarrollo de la esquizofrenia mediante hiPSC, los

componentes del nicho neurovascular generan una angiogénesis deficiente.

lll. OBJETIVOS

1. Objetivo General
Evaluar las diferencias en la induccién de la angiogénesis por parte de células del
linaje neural, asi como en el fenotipo y funcién de células endoteliales derivados de

hiPSC provenientes de sujetos esquizofrénicos (hiPSC SZP) y controles (hiPSC Ctrl).

2. Objetivos Especificos
i.  Analizar la diferencia en la expresién de moléculas angiogénicas de NSC y células
del linaje neural, derivadas de hiPSC SZP e hiPSC Ctrl.
ii.  Evaluar las diferencias en la formacién de vasos inducida por parte de NSC y
células del linaje neural derivadas de hiPSC SZP e hiPSC Ctrl.
iii.  Analizar las diferencias fenotipicas y funcionales entre células endoteliales

derivadas de hiPSC SZP e hiPSC Ctrl.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo Celular

Todas las células utilizadas fueron crecidas en condiciones estériles en un incubador
a 37°C, con 5% CO2 y humedad relativa cercana al 90%. Las hiPSCy células derivadas de
ellas fueron cultivadas en ausencia de antibidticos y su manipulacién se realizé6 en un
gabinete de seguridad con flujo laminar para asegurar la esterilidad de los procesos, en
una sala de cultivo especialmente disefada y certificada con normativa GMP. Las células
fueron visualizadas de manera diaria bajo un microscopio invertido y, en caso de que
fuera requerido, se realizaron los pasajes cuando las placas llegaban al 80% de

confluencia.

Para el congelamiento de las células, estas fueron guardadas en crioviales con DMSO
10% en medio de cultivo y se almacenaron en nitrégeno liquido, siguiendo protocolos
establecidos en el laboratorio de Células Troncales y Biologia del Desarrollo (CTYBD) de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. En breve, para descongelar las células,
los viales fueron calentados en un bano termorregulado a 37°C, traspasados al medio de
cultivo, centrifugados para retirar el exceso de DMSO y luego cultivados acorde a las
necesidades de cada célula. Para evitar la muerte producto del descongelamiento se
utilizé un inhibidor de Rho quinasa 5 uM (ROCK inhibitor Y-27632, Merck Millipore) el

primer dia de cultivo.
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1.1. Generacion de hiPSC
Las hiPSC SZP y Ctrl fueron cordialmente donadas por el Dr. Stevens Rehen del
Instituto D'Or de Pesquisa e Ensino (Rio de Janeiro, Brasil) en el marco de una

colaboracion con el laboratorio CTYBD.

Las lineas celulares SZP utilizadas en este estudio se obtuvieron de seis pacientes
diagnosticados con esquizofrenia acorde al DMS-5 (ANEXO1, Tabla S1). Considerando las
recomendaciones descritas en la literatura, se seleccionaron pacientes con parentesco y
con historia familiar de esquizofrenia. Ademas, se privilegié el uso de un clon por
donante para poder incluir un mayor nimero de donantes . Tres de las lineas hiPSC SZP
(#2,#3 y #4) fueron adquiridas comercialmente (Coriell Institute, EE.UU., 5°); mientras
gue las otras tres lineas celulares hiPSC SZP (#1,#5 y #6) fueron reprogramadas en el
Instituto D'Or de Pesquisa e Ensino 6. Respecto a las células hiPSC Ctrl, éstas se
obtuvieron de cuatro donantes sin antecedentes de enfermedades mentales, incluyendo
hombres y mujeres de un rango etario similar a los donantes esquizofrénicos. La linea de
hiPSC Ctrl #3 fue adquirida comercialmente (GM23279A, Coriell Insitute); mientras que
las otras tres (hiPSC Ctrl #1, #2 y #4) fueron reprogramadas en el Instituto D'Or de
Pesquisa e Ensino . Las edades, sexo, diagndstico y método de reprogramacion se

encuentran resumidos en el ANEXO1 Tabla S1.

Las hiPSC fueron cultivadas en placas recubiertas con Matrigel ES-qualified (Corning
Inc., NY, EE.UU.) usando el medio de cultivo mTeSR (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.

UU.). El medio de cultivo fue cambiado diariamente y las células fueron observadas bajo
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microscopio EVOS FL (LifeTechnologies, Carlsbad, CA, EE. UU) para eliminar
diferenciaciones. De manera rutinaria, una vez alcanzado el 80% de confluencia, las
células fueron pasadas usando EDTA 0.5 mM para despegar las células y expandidas en

una proporcioén entre 1:2 y 1:6, siendo lo mds comun 1:4.

1.2. Generacion de NSC
Las NSC SZP y Ctrl fueron cordialmente donadas por el Dr. Stevens Rehen del Instituto

D'Or de Pesquisa e Ensino (Rio de Janeiro, Brasil).

Las lineas de hiPSC fueron diferenciadas a NSC utilizando el medio Pluripotent Stem
Cells Neural Induction Medium (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA, EE.UU.),

acorde a las indicaciones del proveedor ¢’.

Una vez diferenciadas las NSC fueron cultivadas en placas cubiertas con geltrex
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU) en medio de expansién neural (NEM, del
inglés Neural Expansion Medium) consistente en Neural Induction Medium y DMEM/F-
12 en una proporcién 1:1. Cuando el cultivo alcanza el 80% de confluencia las células
fueron despegadas utilizando Accutase (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU).

1 millén de NSC fue sembrado en una placa de 60mm para su expansion.

El detalle de las lineas hiPSC usadas para su diferenciacién a NSC se encuentra en la

Tabla S1 del ANEXO1.
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1.3. Generacion de Neuroesferas

Para la generacién de neuroesferas 3 millones de NSC fueron cultivadas en un pocillo
de placa de 6 pocillos en rotacidon a 90rpm. Para la generacion de neuroesferas mixtas
(utilizadas en el objetivo 1y 2) se cultivaron las células en medio de diferenciacion mixta
(NEM suplementado con N2 y B27), mientras que para las neuroesferas de NSC
(utilizadas en el objetivo 2) se cultivaron en medio NEM. El medio fue cambiado a los dos

dias y luego cada 4 dias hasta llegar al dia 10.

El detalle de las lineas usadas para su diferenciacion a neuroesfera se encuentra en

la Tabla S1 del ANEXO1.

1.4. Generacion de NPC

Para la generacion de NPC, se sembraron 3 millones de NSC en placas de 60mm
cubiertas con poli-L-ornitina/laminina en medio de diferenciacion mixta consistente en
medio NEM suplementado con B27 y N2 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU).
Para el recubrimiento se incubaron las placas con una solucién de 10 pg/ml de Poli-L-
ornitina (Sigma-Aldrich) en agua a temperatura ambiente durante toda la noche, al dia
siguiente se lavaron dos veces con agua y se incubaron con una solucion de 2.5 pug/ml de
laminina (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.) en PBS durante 3 h a 37°C; las placas fueron
guardadas a -20°C para su uso posterior o lavadas con PBS dos veces para su uso
inmediato. Luego de sembradas las células, el medio fue cambiado cada 2 dias hasta que

se observaron procesos neuronales, luego fue cambiado cada 7 dias.
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El detalle de las lineas usadas para su diferenciacién a NPC se encuentra en la Tabla

S1 del ANEXO1.

1.5. Generacion de Astrocitos
Los Astrocitos SZP y Ctrl fueron cordialmente donados por el Dr. Stevens Rehen del

Instituto D'Or de Pesquisa e Ensino (Rio de Janeiro, Brasil).

De manera complementaria, NSC fueron diferenciadas a astrocitos siguiendo el
protocolo descrito por Yan y cols. en el 2013 ®8. Una vez diferenciadas fueron cultivadas
en DMEM/F-12 con 10% de Suero Fetal Bovino (PAN BIOTECH, Aidenbach, Bavaria,
Alemania). El medio fue cambiado cada 2 dias y se subcultivaron cada 2 semanas cuando
tenian una confluencia de entre un 80 a 90%, usando Tryple (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA) para despegar las células. Los experimentos fueron realizados luego

de 5 semanas de cultivo celular.

El detalle de las lineas usadas para su diferenciacion a astrocito se encuentra en la

Tabla S1 del ANEXOL1.

1.6. Generacion de BEC

Las hiPSC fueron diferenciadas a BEC acorde al protocolo publicado por Qian y cols.
en el 2017 ®. Antes de la diferenciacién las hiPSC fueron singularizadas con Accutase y
entre 25-50x103 células/cm? fueron sembradas en placas recubiertas con Matrigel y
cultivadas en mTeSR1 suplementado con 10 mM de ROCKi Y-27632 (Merck Millipore); se

cultivaron cambiando el medio a mTeSR1 de manera diaria por 3 dias. Para iniciar la
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diferenciacion en el dia 0, las células se trataron con 6 mM de CHIR99021, un agonista
de la via Wint, en medio DeSR1: DMEM /F12, 1% MEM-NEAA (Thermo Fisher Scientific),
0.5 % GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific), y 0.1 mM B-mercaptoetanol (Sigma). Después
de 24 h, el medio se cambié a DeSR2: DeSR1 suplementado con B27 (ThermoFisher
Scientific); todos los dias durante otros 5 dias. El dia 6, el medio se cambié a hECSR1:
hESFM (Thermo Fisher Scientific) suplementado con bFGF (20 ng/ml), 10 mM de Acido
retinoico y B27. Después de 2 dias de cultivo en medio hECSR1 (al dia 8), las células se
disociaron con Accutase y se sembraron a 1 millén de células/cm? en placas cubiertas
con Matrigel, en medio hECSR1. El dia 9, el medio se cambié a hECSR2 o medio de cultivo
basal (hECSR1 sin acido retinoico ni bFGF). Las células fueron usadas para los analisis en

el dia 10.

El detalle de las lineas hiPSC usadas para su diferenciacién a BEC se encuentra en la

Tabla S1 del ANEXOL1.

2. Coleccion de medio condicionado (MC)

Las NSC fueron cultivadas en placas de 60 mm hasta una confluencia del 80% y se
cambid el medio a NEM fresco. Las neuroesferas se cultivaron con agitacién durante 8
dias como se describid anteriormente y el medio se cambid a NEM fresco. Las NPC fueron
cultivadas durante 14 dias como se describié anteriormente y el medio se cambié por
NEM fresco. Los Astrocitos fueron cultivados por 5-6 semanas como se describid
anteriormente y una vez alcanzado el 80% de confluencia el medio se cambié a DMEM-

F12 fresco. Las BEC fueron diferenciadas por 9 dias y el medio se cambid a hESCR2 (medio
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de cultivo basal) fresco. El medio condicionado se recogié 48 h después de la sustitucion
del medio de los cultivos respectivo, y luego se congeld rapidamente en nitrégeno liquido

y se almacend a -802C hasta su uso posterior.

3. Proteoma angiogénico

La presencia de factores angiogénicos se evalué en los distintos MC con el kit
Proteome Profiler Human Angiogenesis Array (ARY007, R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN, EE. UU.) acorde con las instrucciones del fabricante. Se analizé 1 ml de MC de cada
linea celular evaluada. La sefial fue detectada mediante quimioluminiscencia con un
fotodocumentador Uvitec 4.7 (Cambridge, Reino Unido) y la intensidad se cuantificd
mediante densitometria utilizando el software ImageJ (NIH, EE. UU.). La intensidad de
pixeles de cada factor (por duplicado) se normalizé a la de tres controles internos

proporcionados por el ensayo.

4. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

El RNA total de las diferentes lineas celulares fue extraido con fenol-cloroformo
utilizando RNA-Solv (Omega Bio-Tek Norcross, GA, EE.UU.) Para la sintesis de cDNA 1 ug
de RNA se traté con DNasa | (DNasa I, Buffer DNasa 10x, Agua DEPC; Invitrogen,
procesados segun las instrucciones del fabricante) para eliminar contaminaciones con
DNA. Luego de esto se sintetizd cDNA utilizando la transcriptasa reversa M-MLV
(Promega, Madison, WI, EE.UU.), acorde a las instrucciones del fabricante incubando la

reaccion (Random primers, tampdn de reaccion, RNAsin, dNTPs, DTT, Transcriptasa
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Reversa, Agua DEPC) durante 60 minutos a 372C y 10 minutos a 702C. El cDNA se

conservé a -20 para su uso posterior.

5. PCR cuantitativo (qPCR)
Para cuantificar los cambios en los mRNA producidos en las distintas condiciones, las

muestras fueron analizadas por la técnica de qPCR.

Se disenaron partidores especificos para la deteccidén de cada uno de los transcritos
y se estandarizd la concentracién optima de estos de modo que la eficiencia de
amplificacién en todos los casos fuera del 100% + 10% (ANEXO1 Tabla S2). Se incubd la
concentracion requerida de partidores, 10 ul de Mix SyberGreen Il (Agilent Technologies)
en un total de 20ul de reaccion en un termociclador (Agilent Technologies, Santa Clara,

CA, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante.

Los datos se analizaron calculando el cambio de expresién relativa usando la férmula
2788¢t Se evaluaron tres genes de referencia o housekeeping (GAPDH, B2M y 18S) para

normalizar la expresion relativa.

La expresion de ciertos genes fue analizada de manera cualitativa separando
productos de reaccién de gPCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% en
solucion de tapdn Tris Acetato EDTA (TAE). Los productos fueron incubados con GelRed
previo a ser cargados en el gel y fueron visualizados utilizando un transiluminador una

vez terminada la electroforesis.
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6. Western Blot

Se obtuvieron extractos de proteinas de MC de NSC CM mediante extraccién con
metanol-cloroformo. Brevemente, se afiadieron 500 ul de metanol frio y 125 ul de
cloroformo frio a 1 ml de MC, se agitaron en vdrtex y se centrifugaron a 1400xg durante
cinco minutos a 42C. La interfase blanca se resuspendid en 25 pl de tampdn de extraccion
compuesto de SDS al 2%, glicerol al 10%, Tris-HCI 50 mM pH 6,8 e inhibidor de proteasa
(cat. n2 88265; Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los extractos de proteinas se

almacenaron a-20°C.

Se pipetearon 60 ug de proteina en cada carril del gel de poliacrilamida del 8%, se
separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se
bloqued la unién de proteinas inespecificas a las membranas incubandolas en TBS-
tween 0.1% con 1% de leche de vaca por 1 h. Luego se incubaron durante toda noche a
4°C con el anticuerpo primario para SEMA3 (A-12, Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Cruza, CA, EE.UU.) en una dilucién e 1:100 en TBS-tween 1% leche. Las membranas se
lavaron con TBS-tween y se incubaron 2 h a temperatura ambiente en TBS-tween 5%
leche que contenia anticuerpo secundario de cabra anti-ratén conjugado con peroxidasa
de horseradish en una diluciéon 1:1000. Las bandas de proteina se visualizaron usando
quimioluminiscencia (ECL, Amersham Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido), se
detectaron utilizando un fotodocumentador Uvitec 4.7 Cambridge y se cuantificaron por

densitometria usando Imagen J (NIH, EE. UU.).
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7. Inmunofluorescencia

Para analizar la expresidn y distribucién de distintas proteinas en las lineas celulares,
estas fueron sembradas en portaobjetos multipocillo Lab-tek (Nunc Lab-Tek, Thermo
Scientific) y fijadas con para formaldehido al 4% en PBS. Se lavé con PBS y se permeabilizé
incubando por 15 min en tritén al 0.1% en PBS (PBS-t 0.1%). Luego se bloqued la unidn a
proteinas inespecificas incubando con una solucidn de PBS-t 0.1% con un 2% de albumina
de suero bovina durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd en el
primer anticuerpo primario (PAX6, NESTIN, GFAP, TUJ1, GLUT-1, CD31, OCLN, ZO-1)
diluido en solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C (Las diluciones usadas para
cada anticuerpo se encuentran detalladas en la Tabla S3 del ANEXO1). Se lavé con PBS y
se incubd con el anticuerpo secundario secundario unido a un fluoréforo a eleccién
(Alexa488 o Alexa594) durante 2 h. En caso de requerirlo el citoesqueleto de actina fue
identificado con una solucidon de faloidina incubada junto con el anticuerpo secundario;
los nucleos fueron identificados por tincién con Dapi durante 5 min. Posterior a esto los

cortes fueron lavados y montados en medio de montaje Dako (Agilent Technologies).

Las inmunofluorescencias fueron adquiridas en un microscopio confocal (Carl Zeiss 710)
y fotografiadas utilizando el programa de adquisicion de imagenes Zen (Carl Zeiss).

Dichas imagenes fueron procesadas utilizando el programa ImageJ (NIH).

8. Modelo tridimensional de reclutamiento de células endoteliales
Para modelar el reclutamiento de células endoteliales en las etapas tempranas de la

vascularizacion se realizé un ensayo utilizando un co-cultivo de neuroesferas y células
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endoteliales de la vena del cordén umbilical humano (HUVEC, del inglés Human Umbilical
cord Endothelial Cells) siguiendo el protocolo publicado por Milner en el 2007 7° con

modificaciones.

Para la obtencién de HUVEC las venas del cordén umbilical se lavaron con PBS tibio.
Las células endoteliales se aislaron mediante digestién con colagenasa a una
concentracién de 0.2 mg/ml y se recuperaron con medio 199 (M199). Las células se
sembraron en placas recubiertas de gelatina al 1% y se cultivaron en medio de cultivos
primarios (PCM, M199 con NBCS al 10%, FBS al 10%, L-glutamina 3.2 mM vy penicilina-
estreptomicina 100 U/mL). El medio se cambid cada dos dias hasta alcanzar un 80% de
confluencia. Todos los cultivos primarios de HUVEC se utilizaron entre los pases dos a

cinco.

Para el co-cultivo las HUVEC fueron marcadas con el trazador fluorescente Vybrant
Dil (Invitrogen) acorde a las instrucciones del fabricante. Entre 80-100 neuroesferas
(generadas acorde a lo indicado en el punto 1.3) contenidas en 100 pl de medio NEM,
fueron depositadas en un pocillo de placa de 6 pocillos no adherente, al centro de un
anillo de plastico esterilizado. Después de dejar 15 min las células para que se asentaran
en el plastico se agregaron 40 ul de suspension celular que contenian 80.000 HUVEC
marcadas con Dil. Después de 2 h de incubacién se agregaron 2 ml de medio NEM y se
dejaron en el incubador. 18 h después los cultivos fueron visualizados y fotografiados
bajo un microscopio de fluorescencia EVOS FL (Thermo Fischer Scientific) para evidenciar

la presencia de células marcadas en su superficie. El nimero de células endoteliales no
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adheridas fue calculado al contar las células presentes en el sobrenadante con un
hemocitémetro. Las neuroesferas fueron disgregadas con tripsina-EDTA 0.05% (Sigma)
por 5 min a 37°C y contadas con un hemocitdmetro; el porcentaje de células marcadas
fluorescentemente fue analizado mediante citometria de flujo a través de una
colaboracién con la Dra. Daniela Sauma del Laboratorio de Inmunologia de la Facultad

de Ciencias, Universidad de Chile.

9. Ensayo de formacion de tubulos y ramificaciones
Para evaluar la angiogénesis in vitro, se realizé un ensayo de formacion de tubulos y

ramificaciones utilizando HUVEC o BEC segun lo descrito en ©’.

Las células se sembraron en Matrigel reducido en factores de crecimiento (BD

Biosciences, San José, CA, EE. UU.) en placas de 96 pocillos.

Las HUVEC (55.000 células/pocillo) se sembraron con los siguientes estimulos: MC,
NEM, medio de crecimiento endotelial (EGM-2; Lonza, Verviers, Bélgica; usado como
control positivo), o medio basal endotelial (EBM, Clonetics, Walkersville, MD, EUA,;
control negativo). Para evaluar la contribucion de VEGFA a la angiogénesis inducida por
los MC de NSC y Nsp Ctrl se usd un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a
VEGFA (100 pg / ml de Bevacizumab, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).
Se usaron 50 ng/ml de VEGFA recombinante como control. Cada estimulo se evalud por
triplicado. Después de cuatro h de incubacién, se tomaron imagenes de cinco campos

diferentes por pocillo.
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Las diferentes lineas de BEC (50.000 células /pocillo) se sembraron con los siguientes
estimulos: medio hESFM (como control negativo), medio de cultivo basal (hECSR2:
hESFM suplementado con B27) o medio de cultivo + 50 ng/ml de VEGFA recombinante.
Cada estimulo se evalué por triplicado. Para los primeros analisis se tomaron fotografias
alas 3,4, 5y 24 h de incubacion (ANEXO 1 Figura S1). Seleccionandose las 4 h para el

resto de los experimentos; se tomaron imdagenes de cinco campos diferentes por pocillo.

El nimero de tubulos fue cuantificado contando el nimero de poligonos cerrados
(meshes) presente en las fotografias y las ramificaciones contando el numero de
elongaciones y segmentos (pieces) presentes en las fotografias utilizando la herramienta

Angiogenesis Analyzer en ImageJ (NIH, EE. UU.).

10. Ensayo de angiogénesis en membrana corioalantoidea (CAM) de embridn de pollo

Para una evaluacién in vivo del potencial angiogénico de los MC se realizdé un ensayo
CAM como ha sido descrito anteriormente®’. Brevemente, se incubaron huevos de
gallina fertilizados (Avicola Chorombo, Chile) a 38,5 ° C con una humedad constante del
75%. En el dia embrionario 1 (E1), se extrajeron 2 ml de albumina de cada huevo. En E4
se cred una ventana redonda de 2 cm?. Para entregar los diferentes estimulos se utilizé
una matriz de biocelulosa de origen bacteriano (6 mm de didmetro, donacién Dr. Nelson
Navarrete, Facultad de Medicina, U. Chile), la cual fue cargado con 100 ul de medio. Los
estimulos utilizados fueron: MC, NEM, 100 pg de VEGFA (como control positivo) y PBS
(como control negativo). Se usd un anticuerpo bloqueante de VEGFA (100 pg /ml de

Bevacizumab, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) para evaluar la contribucién de
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VEGFA a la angiogénesis inducida por los MC Ctrl. En E8, se fotografid la vasculatura de
la CAM y posteriormente, cada matriz, llenada con las condiciones experimentales
respectivas, se colocd encima del CAM. Para cada condicion se utilizaron 10 huevos. Se
dejé un grupo de huevos control (Sham), el cual no tenian membrana para evaluar el
efecto de la matriz de biocelulosa sobre la angiogénesis. El dia E12, se inyectd crema
blanca debajo del CAM antes de fotografiar cada huevo, con el fin de mejorar la
visualizacién de los vasos. Se tomaron fotografias con una camara digital HD 1C80 (Leica,
Heidelberg, Alemania) y se conté el nimero de vasos dentro de un radio de 6 mm desde
la membrana de biocelulosa utilizando el software ImageJ (NIH, EE. UU.). En las mismas

fotografias se midié el didametro de 200 vasos por condicidn usando el sowftware ImageJ.

11. Analisis estadistico

Se utilizé el programa Prism v8.0 (GraphPad Software Inc) para realizar el analisis
estadistico descriptivo de los datos. Se evalué normalidad mediante el test de
D’Agostino-Pearson. Para analizar significancia entre grupos muestrales se utilizé el test
Mann-Whitney, Kruskal-Wallis con post test de Dunn o el test de t par datos anidados,
como se indica en cada figura. Para evaluar las diferencias entre distribuciones de datos
de utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizé la correccion de Bonferroni al

comparar mas de dos grupos. Valores de P <0.05 fueron considerados significativos.

Se utilizé el programa Past v4.02 (@, Hammer and D.A.T. Harper) para realizar el

Analisis de Componentes Principales.
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V. RESULTADOS

1. Analizar la diferencia en la expresion de moléculas angiogénicas de células troncales
neurales y células del linaje neural, derivadas de hiPSC SZP e hiPSC Ctrl.

En etapas tempranas del desarrollo, las NSC participan en el reclutamiento de células
endoteliales hacia el tubo neural y posteriormente, junto con otras células del linaje
neural, en la maduracidn de los vasos sanguineos del cerebro ©. La formacién de nuevos
vasos es un proceso complejo que se desarrolla en un balance entre sefales pro y anti-
angiogénicas?’. Dadas las alteraciones funcionales y de expresion de factores reportadas
en la esquizofrenia®%”, se pretendié evaluar si existia un desbalance en la secrecién de
factores angiogénicos en etapas tempranas del desarrollo de parte del sistema nervioso,
recapituladas mediante el cultivo de NSC y otras células del linaje neural, para
posteriormente explorar su potencial impacto sobre la angiogénesis.

A partir de hiPSC se obtuvieron cultivos de NSC (Figura 6A), las cuales se renuevan de
forma clonal y son multipotentes, pudiendo diferenciarse a los principales fenotipos del
sistema nervioso. Las NSC pueden ser cultivadas en suspensién formando agregados
tridimensionales o neuroesferas (Figura 6B), las que se componen tanto de NSC, como
de células progenitoras neurales, gliales y de células en proceso de diferenciacidn. Las
NSC pueden ser diferenciadas de manera especifica a neuronas (Figura 6C) y astrocitos
(Figura 6D). Para el desarrollo de esta tesis se usaron lineas de NSC derivadas de hiPSC
Ctrl (NSC Ctrl) y NSC derivadas de hiPSC SZP (NSC SZP). Importantemente, éstas no

presentan diferencias entre si en términos de expresion de marcadores clasicos, tamano,
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A NSC B Neuroesferas (@ Neuronas D Astrocitos

Figura 6. NSC y linajes derivados. (A) Fotografia representativa de un cultivo de NSC, barra=
400um. (B) Fotografia representativa de neuroesferas cultivadas por 2 dias, barra= 1000um. (C)
Fotografia representativa de tincidn anti-TUB3 en NSC diferenciadas a neuronas por 14 dias,
barra = 250um. (D) Fotografia representativa de astrocitos diferenciados por 5 semanas a partir

de NSC, barra= 400 um.
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forma y tasa de replicacién ¢ (Anexo 2, Figura S2). Sin embargo, en un ensayo de
crecimiento axonal a partir de neuroesferas, aquellas generadas a partir de NSC SZP
presentaban un menor radio de crecimiento axonal que aquellas provenientes de sujetos

controles, tal como ha sido descrito en otras publicaciones %7,

1.1. Las NSC secretan una gran variedad de moléculas angiogénicas

A la fecha, la principal sefial descrita derivada del tubo neural es VEGFA, por lo que
en esta tesis se quiso estudiar la expresidn de otras moléculas angiogénicas candnicas
expresadas por las NSC.

Tres lineas de NSC Ctrl fueron cultivadas en medio de cultivo libre de suero (NEM)
por 48 h. El MC fue recolectado y analizado mediante un array proteédmico comercial
capaz de detectar moléculas angiogénicas (Proteome Profiler Human Angiogenesis Array
Kit, R&D Systems). De los 55 factores ensayados, se detectaron 20 en el secretoma de
las NSC. De éstos, 14 son moléculas pro-angiogénicas y seis son anti-angiogénicas.

La Tabla 1 describe los principales roles de cada uno de los factores y revela que las
proteinas encontradas en el MC de las NSC participan en diversos procesos angiogénicos.
Dentro de estos, identificamos proteinas relacionadas con las etapas tempranas de la
vasculogénesis (VEGFA), la estabilizacién de los vasos sanguineos (Ang-1, Tsp-1, MCP1),
desestabilizacién de los vasos y ramificacion (Ang-2, uPA, PAI-1), asi como también
diversas proteinas que participan comunmente en la migracidn y proliferacién de las
células endoteliales. Debido a que todos estos factores son secretados en el nicho neuro-

angiogénico durante la morfogénesis del cerebro, también se investigo si dichas
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Molécula

Sistema Vascular

Sistema Nervioso

Angiogenin Cicatrizacidn; migracion, invasion, proliferacion Neuroproteccion a través de la astroglia 73
y formacion de estructuras tubulares de EC 72
Ang-1 Estabilizacion de vasos; diferenciacion de EC; Neuroproteccion; neurogénesis 76
neovascularizacién 747>

Ang-2 Desestabilizacion de vasos; angiogénesis 74 Neurogénesis cortical; migracion de la glia radial 77
DPP IV Remodelacion vascular; angiogénesis mediada Reparacidn post-infarto 7°

porY2 /Y578
Endothelin-1 Proliferacion de ECy VSM 80 Comunicacién neuronal 8
IGFBP-2 Produccién y secrecion de VEGFA por las EC 82 Neurogénesis 83
IGFBP-3 Sobrevida de EC 8 Inhibicion de la proliferacion de NPC 8
IL-8 Sobrevida de EC; diferenciacién 8¢ Sobrevida de NSC; quimiotaxia 87
MCP-1 Quimiotaxis; reclutamiento de VSM 88 Migracion de NSC 82
PDGF-AA Promocion de la expresion de VEGFA 9 Diferenciacion de NPC en linaje oligodendrocitico

91

PIGF Regulacion de la angiogénesis patoldgica 22 Neuroprotection; proliferacion de la V-SVZ 9394
Prolactin Actividad pro o anti angiogénica segln Neurogenesis; neuroproteccion

isoformas %5
uPA Promocién de la permeabilidad vascular; Migracion neuronal; neuritogénesis;

proliferaciéon y migracién de las EC %7 neuroproteccién después del dafio %8
VEGFA Sobrevida, proliferacién y migracién de la EC; Neurogénesis; reclutamiento de NSC 100,101
induccion de crecimiento de vasos sanguineos
99
Endostatin Inhibicion de la proliferacidn de la EC 102 Inhibicion del crecimiento de neuritas y la
migracién neuronal 103
PTX3 Antagonismo de la sefializacién de FGF2104 Neurogénesis después de la isquemia cerebral 105
PAI-1 Inhibicion de uPA; Inhibicion de la migracion de Supervivencia neuronal 107
la EC 106

PEDF Inhibicion de la angiogénesis fisioldgica y Renovacion de NSC 109

patologica 108
TIMP-1 Inhibicion de la migracién de la CE 110 Neurogénesis después de la isquemia 111
TSP-1 Inhibicion de la migracién, proliferacion y Mantenimiento del pool de NPC adulto;

sobrevida de las EC 112

diferenciacion neuronal 113

Tabla 1. Rol dual de las moléculas angiogénicas secretadas por las NSC derivadas de hiPSC. La

tabla describe las principales funciones de las moléculas encontradas en el secretoma de NSC,

en el sistema vascular (izquierda) y nervioso (derecha). Las moléculas fueron separadas por sus

caracteristicas pro-angiogénicas (arriba) o anti-angiogénicas (abajo).
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proteinas tenian roles dentro del contexto de la neurogénesis (Tabla 1).
Interesantemente, se ha descrito que la mayoria de las moléculas detectadas tiene un
impacto directo en la neurogénesis, proliferacion y/o migracion de NSC. También se ha
descrito que algunas de ellas, tales como DPP IV, Prolactin, PTX3 y TIMP1, estdn
involucradas en procesos de neuroproteccién y neurogénesis post dafo; sin embargo, a

la fecha, se desconoce su efecto especifico durante el desarrollo.

1.2. Las NSC SZP presentan perfil angiogénico desbalanceado.

Con el objetivo de evaluar si la secrecion de moléculas angiogénicas estaba
desbalanceada en NSC SZP, comparamos los niveles de dichas moléculas en tres medios
condicionados de NSC SZP (MC NSC SZP) con los de tres MC de NSC Ctrl. La Figura 7A
muestra membranas representativas del array protedmico, en las cuales se puede
observar en cada punto las diferencias en abundancia de cada proteina del array. Al
cuantificar los niveles proteicos de los MC de NSC Ctrl y de NSC SZP, se distinguen
diferencias significativas en la expresidon de varias proteinas angiogénicas (Figura 7B).
Comparados con MC de NSC Ctrl, los MC de NSC SZP poseen concentraciones menores
de proteinas pro-angiogénicas tales como Angiogenina, Ang-1, IGFBP-3, PDGF-AA, uPA,
y VEGFA, asi como de proteinas anti-angiogénicas como Endostatina y PEDF.
Contrariamente, la proteina pro-angiogénica IGFBP-2 y la anti-angiogénica PTX3, se

encontraron aumentadas.

Dentro de los factores disminuidos estan VEGFA y Ang-1, los cuales participan en las

etapas iniciales de la vascularizacidon?®. Respecto a VEGFA, otros trabajos han mostrado
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Figura 7. Las NSC SZP presentan un desbalance en la secrecidon de moléculas angiogénicas. (A)
Fotos representativas a membranas del arreglo proteémico realizado a MC de NSC Ctrl y NSC
SZP; los puntos corresponden a los factores detectados (en duplicado). Se indica en cajas rojas a
los controles positivos y en cajas azules a los controles negativos. (B) Cuantificacién de los niveles
proteicos de 3 MC de NSC Ctrl comparado con 3 MC de NSC SZP. La expresidn corresponde a la
intensidad de pixeles de cada molécula normalizada respecto a los controles internos y es
graficada como el promedio + SD; * p< 0.05 segun el test de Mann-Withney. (C y D) Analisis de
la expresidn de los receptores de VEGFA, KDR y NRP1 (C), de factores neuroangiogénicos no
canonicos (D) de 3 NSC Ctrl y 3 NSC SZP por gPCR. Los niveles se expresan como la cantidad de
RNA relativos a los niveles de B2M (gen housekeeping) y son graficados como el promedio * SD;
* p< 0.05 segln el test de Mann-Withney. (E) La expresion de SEMA3A fue evaluada en 3 MC de
NSC Ctrl y 3 MC de NSC SZP mediante Western Blotting (arriba). Los resultados para cada linea
celular (Ctrl #1,#2 #3 and SZP #1,#2,#3) se muestran en orden correlativo. Los niveles se
muestran como la intensidad de pixeles del blot de SEMA3A respecto a la banda control del

Ponceau (abajo). * p<0.05 segun el test de Mann-Withney
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una disminucion de este factor en el plasma de sujetos esquizofrénicos adultos y en
cerebros post-mortem?#*#>, por lo cual este resultado indicaria que los niveles de VEGFA
podrian estar disminuidos incluso desde el periodo de desarrollo embrionario. En linea
con una posible existencia de un loop autocrino en la sefalizacion de VEGFA,
encontramos que la expresidon de dos receptores de VEGFA, KDR y NRP1 esta disminuida

en NSC SZP comparada con NSC Ctrl (Figura 7C).

El desarrollo de la vasculatura neural también depende de vias de sefalizaciéon no-
candnica'?, por lo que evaluamos la expresion de factores secretables de dichas vias a
través de gPCR en NSC Ctrl y SZP. EFNA1 que posee caracteristicas pro-angiogénicas, se
encontrd significativamente disminuida en NSC SZP comparado con Ctrl (Figura 7D)
mientras que la expresidon del factor anti-angiogénico SEMA3A estaba aumentado
(Figura 7D). EFNB2, NTN1 y SLIT2 tienen roles duales actuando como factores pro o anti-
angiogénicos, dependiendo de la presencia de sus receptores especificos?2.
Interesantemente, encontramos que los niveles de expresién de estos tres factores
estaban disminuidos en NSC SZP respecto a NSC Ctrl (Figura 7D). Se ha reportado que los
niveles de SEMA3A son mayores en cerebros esquizofrénicos adultos*’; nosotros
corroboramos este aumento en el secretoma de NSC SZP mediante Western Blot (Figura

7E).
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1.3. Células del linaje neural derivados de NSC SZP presentan un perfil

angiogénico desbalanceado.

La formacién de vasos sanguineos en el cerebro ocurre de manera paralela a la
neurogénesis, por lo que nos preguntamos si las diferencias observadas en los
secretomas de NSC SZP y Ctrl se mantenian cuando éstas eran expuestas a un estimulo
de diferenciacién. Para ello cultivamos las NSC como neuroesferas, las cuales se crecen
de manera tridimensional y corresponden a una combinacién de NSC vy
neuroprogenitores ya comprometidos tanto a neuronas como a glia. Ademas, realizamos

un protocolo de diferenciacién a NPC y a astrocitos.

1.3.1. Neuroesferas

Para realizar el cultivo de neuroesferas cultivamos tres NSC Ctrl y tres NSC SZP en
suspension, en medio de cultivo NEM suplementado con B-27 y N2 para inducir una
diferenciacién mixta''*. Después de 8 dias de cultivo, se colectd el MC de 48 h (MC de
Nsp) y se cuantificé la presencia de proteinas angiogénicas utilizando un array comercial.
A diferencia de los MC de NSC, los MC de Nsp presentan las 55 proteinas evaluadas,
aunque aquellas que no se encontraban en NSC se expresan en baja cantidad (Figura 8A).
No se encontraron diferencias significativas en los niveles de la mayoria de las proteinas
encontradas en MC de Nsp SZP comparado con MC de Nsp Ctrl, a pesar de que se
encontraban en niveles similares o incluso mayores a las analizadas en los MC de NSC,
como por ejemplo IGFBP2 (Figura 8B). Sin embargo, en esta condicién todavia se observa

una reduccion de los niveles de VEGFA en MC de Nsp SZP comparado con MC de Nsp SZP
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Figura 8. Neuroesferas SZP presentan un desbalance en la secrecion de factores angiogénicos.
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(A) Mapa de color ilustra los niveles de las proteinas angiogénicas detectadas en 3 MC de NSC
Ctrl (#1,#2 y #3), 3 MC de NSC SZP (#1,#2 y #3), 3 MC de Nsp Ctrl (#1,#2 y #3) y 3 MC de Nsp SZP
(#1,#2 y #3), mediante un array protedmico angiogénico. Los datos se muestran como el
promedio de la intensidad de pixel respecto a los controles internos. La clave de color se ubica a
la derecha. (B-E) Cuantificacion de los niveles de IGBP-2 (B), VEGFA (C), TIMP-1 (D) y NRG1-B1
(E), en cada uno de los MC. Los valores corresponden al promedio de la intensidad de pixel

respecto al control interno + SD; * p < 0.05, ** p <0.01 segun el test de Mann-Whitney.
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Ctrl; las Nsp SZP secretan un 45% menos de VEGFA que las Nsp Ctrl (Figura 8C).

Sumado a esto, los niveles de la proteina anti-angiogénica TIMP-1 fueron 2 veces
mayores en el MC de Nsp SZP comparado con el MC de Nsp Ctrl (Figura 8D). Cabe notar
que los niveles de NRG1-B1, una proteina de la familia de los receptores de EGF con una
funcién fundamental en el desarrollo del sistema nervioso, resultaron un 53% mayores
en el MC de Nsp SZP que en el MC de Nsp Ctrl (Figure 8E). Se han reportado
anormalidades en la expresion del mRNA de diversas isoformas de NRG1 y un aumento
en su expresion proteica en la corteza prefrontal dorsolateral de cerebros post-mortem

de sujetos esquizofrénicost>116,

1.3.2. NPC

Para la generacién de NPC dos NSC Ctrl y dos NSC SZP fueron sembradas sobre un
recubrimiento de poli-ornitina/laminina y crecidas en medio NEM suplementado con B-
27 y N2 durante dos semanas. En estas condiciones, las células generan procesos de tipo
neuronal y son positivas para marcadores neuronales estructurales comunes, sin
embargo, pese a la adquisicion de estas caracteristicas morfoldgicas, no generan
potenciales de accién hasta los 20 dias de cultivo!!’ por lo que se denominaron en este
estudio como progenitores neuronales. Luego de 14 dias de cultivo se obtuvo el MCy se
analizé la presencia de proteinas angiogénicas mediante un array comercial. El perfil de
expresion de las moléculas angiogénicas detectadas en MC de NPC resulto ser diferente

al de los MC de NSC y de Nsp, sin embargo, se observan niveles similares de las
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principales moléculas detectadas en el MC de NSC (Figura 9A). A diferencia de lo
evidenciado en los MC de NSC, los MC de NPC muestran bajos niveles de VEGFA y no
existe una disminucion significativa en dichos niveles en los MC de NPC SZP respecto al
MC de NPC Ctrl (Figura 9B). No obstante, se observa una disminucién de un 56% en los
niveles de uPA en los MC de NPC SZP en comparacién con los MC de NPC Ctrl; los MC de
NSC SZP presentan un 70% menos de uPA que los MC de NSC Ctrl (Figura 9C). Como se
menciond anteriormente la neuro-angiogénesis depende también, de las vias de
sefializacion no-candnica, las cuales han sido descritas por poseer roles tanto en
angiogénesis como en guia axonal®?, por lo que evaluamos la expresién de factores
secretables de dichas vias a través de gPCR en NPC Ctrl y SZP. Los niveles de mRNA de
SLIT2, que actua como molécula de guia repulsiva, se encontraron significativamente
aumentados (5.8 veces) en las NPC SZP en comparacién con las NPC Ctrl; por el contrario,
los niveles de EFNA1 en NPC SZP son casi indetectables (Figura 9D). Tal como se observo
en los niveles secretados de VEGFA, no existen diferencias significativas en los niveles de

su transcrito entre NPC Ctrl y SZP (Figura 9D).

1.1.1. Astrocitos

Para la generacidon de astrocitos, 2 NSC Ctrl y 3 NSC SZP fueron cultivadas en
medio de diferenciacién de astrocitos (DMEM/F-12, N2 y Suero Fetal Bovino) por 21 dias
y luego mantenidas en medio de astrocitos (DMEM/F-12 con 10%FBS) durante 4
semanas. En estas condiciones, las células adquieren una morfologia clasica de astrocitos

y son positivas para marcadores astrociticos comunes (ANEXO 2 Figura S3). Luego de 5
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Figura 9. Células derivadas de NSC SZP exhiben un desbalance en la secrecion de moléculas
angiogénicas. (A) Mapa de color ilustra los niveles de las proteinas angiogénicas detectadas en
3 MC de NSC Ctrl (#1,#2 y #3), 3 MC de NSC SZP (#1,#2 y #3), 3 MC de Nsp Ctrl (#1,#2 y #3), 3 MC
de Nsp SZP (#1,#2 y #3) 2 MC de NPC Ctrl (#1 y #2), 2 MC de NPC SZP (#1 y #2), 2 MC de Astrocitos
Ctrl (#1 y #2) y 3 de Astrocito SZP (#1, #2 y #3), mediante un array protedmico angiogénico. Los
datos se muestran como el promedio de la intensidad de pixel respecto a los controles internos.
La clave de color se indica a la derecha. (B-C) Cuantificacion de los niveles de VEGFA (B) y uPA (C)
en cada uno de los MC. Los valores corresponden al promedio de la intensidad de pixel respecto
al control interno £ SD; * p < 0.05, ** p <0.01 segun el test de Mann-Whitney. (D) Analisis de la
expresion de factores neuroangiogénicos no candnicos de 2 NPC Ctrl y 2 NPC SZP por gPCR. Los
niveles se expresan como la cantidad de RNA relativos a los niveles de B2M (gen housekeeping)

y son graficados como el promedio + SD; * p< 0.05 segun el test de Mann-Withney
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semanas en cultivo se obtuvo el MC de 48 h y se analizd la presencia de proteinas
angiogénicas mediante un array comercial. El perfil de expresién de las moléculas
angiogénicas detectadas en MC de Astrocitos resulté ser diferente al de los MC de NSC,
neuroesferas y de NPC, encontrandose una mayor expresién de moléculas anti-
angiogénicas, lo cual es concordante con su rol en la mantencién de la BHE. A pesar de
esto se conserva la alta expresion de algunas moléculas pro-angiogénicas tales como
IGFBP-2 y uPA (Figura 9A). Al comparar los niveles de las distintas moléculas detectadas
en el MC de Astrocitos Ctrl y MC de Astrocitos SZP, no se observan diferencias

significativas entre ellos, contrario a lo detectado en los otros tipos celulares.
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2. Evaluar las diferencias en la formacion de vasos inducido por parte de NSC y células
del linaje neural derivadas de hiPSC SZP e hiPSC Ctrl.

La vascularizacion del cerebro es un fendmeno dindmico y complejo *2. El correcto

establecimiento del nicho neuro-angiogénico durante el desarrollo permite la adecuada

estructuracion de la NVU“.

Con el objetivo de investigar si existen diferencias en la formacién de vasos inducida
por derivados celulares de NSC SZP, analizamos su eficacia en ensayos funcionales de

vascularizaciéon temprana, formacién de estructuras capilares y angiogénesis.

2.1. Estudios de la vascularizacion temprana en modelos mixtos
tridimensionales revelan una deficiencia en el reclutamiento de EC por parte de
NSC SzP.

De manera de estudiar las dindmicas tempranas de este proceso de vascularizacion,
implementamos un modelo 3D de reclutamiento de células endoteliales (modificado de
Milner et al.”?), basado en la generacion de neuroesferas de NSC derivadas de hiPSC y su
posterior co-cultivo con cultivos primarios de células endoteliales. A diferencia de otras
células endoteliales, las HUVEC comparten algunas caracteristicas con las BEC, como lo
son la expresidon de proteinas de uniones estrecha, transportadores de eflujo,

transportadores de glucosa GLUT-1y una TEER elevada (ANEXO 3 Figura S4), 11&119),

Las HUVEC fueron marcadas fluorescentemente utilizando Vybrant Dil (Invitrogen) y

sembradas sobre neuroesferas. Los eventos de reclutamiento y adhesion temprana
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fueron evaluados mediante la determinacién del porcentaje de células adheridas a las

neuroesferas luego de 18 h, utilizando citometria de flujo (Figura 10A, B, C).

Dado que los procesos iniciales de reclutamiento ocurren cuando el tubo neural esta
principalmente compuesto de NSC, las que luego sufren procesos de neuro/glio-génesis,
evaluamos dicho proceso en dos tipos de neuroesferas diferentes: NSC crecidas en
suspension en medio NEM, las cuales estan compuestas en su totalidad por NSC (Nsp); y
NSC crecidas en suspension en medio de diferenciacion mixta, las cuales a los 10 dias de
cultivo presentan NSC, progenitores neuronales y gliales y células en proceso de
diferenciacién (Nsp mixta). Al comparar la adhesion de HUVEC a estos dos tipos de
condicidn, observamos que, en promedio, un 45% de las HUVEC sembradas se adhiere a
las Nsp, mientras que, de manera significativamente menor, sélo un 7% se adhiere a las
Nsp mixtas (Figura 10D), corroborando que este proceso es principalmente llevado a
cabo por NSC y, en menor medida, por células diferenciadas o en proceso de

diferenciacion.

Para evaluar si existen diferencias en la vascularizacidon temprana en esquizofrenia,
realizamos un ensayo de reclutamiento y adhesion de células endoteliales a las Nsp SZP.
Para ello realizamos el ensayo utilizando Nsp generadas a partir de cuatro NSC Ctrl y
cuatro NSC SZP, sembradas en medio NEM. Al comparar el porcentaje de células

adheridas, observamos que las distintas lineas de Nsp SZP reclutan una menor
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con Dil fueron sombradas sobre Nsp por 18 h, el nimero de células HUVEC adheridas fue
cuantificado por citometria de flujo. (A) Imagenes representativas de HUVEC (rojo) adheridas a
Nsp luego de 18 h de co-cultivo. Se muestra como control negativo de fluorescencia, Nsp sin
HUVEC. Barra= 100um. (B-C) Diagramas de punto muestran la ausencia de células fluorescentes
en Nsp solas (B) y la presencia de células fluorescentes en el co-cultivo (C); la deteccidn de células
fluorescentes se observa en el sector Q2, respecto a las células en el sector Q1. (D) El porcentaje
de HUVEC adheridas, respecto al total sembrado, fue cuantificado para 4 Nsp y 4 Nsp mixtas.***
p<0.001 segun el test de t para datos pareados. (E) El reclutamiento de células endoteliales fue
calculado como el porcentaje de HUVEC adheridas, respecto al total sembrado, en 4 Nsp Ctrly 4

Nsp SZP; ***p<0.001 segun test de t para datos anidados.



proporcién de HUVEC comparadas con las Nsp Ctrl, adhiriendo, en promedio, un 17%

menos de células (Figura 10E).

2.2, Las NSC SZP inducen una menor angiogénesis in vitro

Debido a que las NSC secretan diversas proteinas angiogénicas y que hay una
diferencia significativa en la expresion y secrecidn de varios de estos factores en NSC SZP
comparado con NSC Ctrl (Figura 7), evaluamos a continuacién los MC de NSC Ctrl y SZP

en un ensayo funcional.

Las células endoteliales pueden ser mezcladas con los MC y sembradas sobre una
matriz extracelular. En estas condiciones, frente a los estimulos angiogénicos presentes
en los MC, éstas migran y desarrollan estructuras similares a los capilares, formando
ramificaciones y estructuras tubulares 1%2°. Por lo tanto, cultivamos HUVEC en presencia
del MC de NSC por cuatro h y evaluamos el nimero de tubulos y ramificaciones
formadas. El control positivo EGM, un medio de cultivo rico en factores angiogénicos,
genera un mayor numero de tubulos y ramificaciones que el medio basal EBM (Figura
11A), lo mismo ocurre con el medio NEM que pese a no contener suero posee numMerosos
factores de crecimiento. Comparado con el medio de cultivo NEM, los MC de NSC Ctrl
generan mas tubulos, por el contrario, el MC de NSC SZP es menos efectivo, produciendo

menos estructuras y no siendo significativamente diferente al NEM (Figura 11A).

Demostramos que los MC de NSC Ctrl son pro-angiogénicos dado que inducen la

formacién de un mayor niumero de ramificaciones (Figura 11B) y de tubulos (Figura 11C)
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Figura 11. El MC de NSC SZP es menos angiogénico in vitro. (A) Para el ensayo de formacion de
tubulos, cultivos primarios de HUVEC fueron sembrados en medio endotelial basal (EBM) y
medio endotelial de crecimiento (EGM) para verificar que poseian una formacién de tdbulos y
ramificaciones normal. Se observan fotos representativas de los tubulos y ramificaciones
formadas por EGM, EBM, NEM, MC de NSC Ctrl y MC de NSC SZP. Barra = 30 um. (B-C)
Cuantificacion de los tubulos y ramificaciones generadas por las condiciones en (A). Los datos
son representados como el promedio por campo £S.D. *, 6 (respecto a EBM) and A (respecto a
EGM) = p < 0.05 segun el test de Kruskal-Wallis. (D-F) Ensayo de dilucion. El MC de NSC SZP fue
diluido en MC de NSC Ctrl; 100% corresponde sélo a MC de NSC SZP y 0% s6lo MC de NSC Ctrl.(D)
Imagenes representativas del ensayo al incubar las HUVEC con las distintas diluciones. (E-F)
Cuantificacion de los tubulos y ramificaciones generadas por las condiciones en (D). Los datos
son representados como el promedio por campo + S.D. * (respecto a NEM) y & (respecto a 100%)

= p < 0.05 segln el test de Kruskal-Wallis
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gue el medio de cultivo NEM. Los MC de NSC SZP no indujeron mayor angiogénesis que
la inducida por el medio de cultivo NEM y presentan una disminucién en un 23% vy 37%
del nimero de ramificaciones y tubos formados, respectivamente, al compararlos con
los formados por el MC de NSC Ctrl (Figura 11B-C). De hecho, al realizar un ensayo de
dosis-respuesta diluyendo MC de NSC SZP con MC de NSC Ctrl a distintas proporciones,
corroboramos que se recupera la capacidad pro-angiogénica a una dilucién de 1:3 (Figura

11D-F).

Como se indicé previamente, se ha reportado una disminucién de VEGFA en
sujetos esquizofrénicos***>. En concordancia con esto, encontramos que las NSC SZP
expresan un 51% menos y secretan un 54% menos de VEGFA que las NSC Ctrl (Figura 7).
Por lo tanto, investigamos la contribucidn de la sefializacidon de VEGFA en la angiogénesis
inducida por los MC de NSC Ctrl. Para ello, inhibimos la actividad de VEGFA al incubar los
MC de NSC Ctrl con bevacizumab (Bvz), un anticuerpo que se une especificamente a
VEGFA, bloqueando su actividad. La suplementacion del medio de cultivo NEM con
VEGFA aumenta de manera significativa la formacién de ramificaciones y tubulos, efecto
que se inhibe al agregar 100 pg/ml de Bvz (Figura 12A). Como era esperado, el
tratamiento de los MC de NSC Ctrl con Bvz disminuye la formacién de ramificaciones y
tubulos en un 10% y 17% respectivamente, resultando a niveles similares a los inducidos
por los MC de NSC SZP (Figura 12B-C). De la misma manera, el tratamiento del MC de
NSC SZP con VEGFA recombinante aumenta la formacién de tubulos y ramificaciones en

un 20% y 10% respectivamente al tratar con 50 ng/ml de VEGFA, y en un 60% y 52%
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Figura 12. VEGFA es relevante para la angiogénesis in vitro inducida por NSC. (A) Imagenes
representativas del ensayo de formacién de tubulos, cuando se incuban HUVEC con NEM, NEM
mas 50 ng/ml de VEGFA, NEM mas 50 ng/ml de VEGFA y 100 pg/ml del inhibidor bevacizumab
(Bvz), MC de NSC Ctrl, MC de NSC Ctrl mas 100 pg/ml Bvz o MC de NSC SZP. (B-C) Cuantificacion
de las ramificaciones (B) y tubulos (C) generados por las condiciones en (A). (D) Imagenes
representativas del ensayo de formacion de tubulos, cuando las células de incuban con MC NSC
SZP, MC NSC SZP + 50 ng/ml de VEGFA y MC NSC SZP + 100 ng/ml de VEGFA. (E-F) Cuantificacién
de las ramificaciones (E) y tubulos (F) generados por las condiciones en (D). Los datos son
representados como el promedio por campo +S.D. * = p < 0.05, **=p< 0.01, *** = p<0.001 seglin

el test de Kruskal-Wallis.
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respectivamente al tratar con 100 ng/ml de VEGFA, alcanzando niveles similares a los

inducidos por el MC de NSC Ctrl (Figura 12D-F).

2.3. Las NSC SZP inducen una menor angiogénesis in vivo
Debido a la complejidad del proceso angiogénico, quisimos evaluar si las deficiencias de
los MC de NSC SZP observadas in vitro también podian ser observadas in vivo. Para
realizar este analisis se utilizé la CAM del embriéon de pollo. Durante el desarrollo
embrionario del pollo, los vasos sanguineos de la CAM estdn en constante angiogénesis,
por lo que durante los dias embrionarios 8 (E8) y 12 (E12) pueden observarse
alteraciones en este proceso las que resultan en un cambio en el nUmero de vasos en la
CAM. Esto nos permite evaluar el efecto de componentes pro-angiogénicos, anti-
angiogénicos y neutros respecto a la angiogénesis. Usamos un biopolimero (biocelulosa)
como matriz para la carga del estimulo, el que, a diferencia de otros métodos de entrega,
nos permite cargar un mayor volumen; la matriz se posiciond sobre la CAM en E8. Cuatro
dias después se conté el nUmero de vasos que cruzaban un perimetro fijo alrededor de
ella (Figura 13A). Al incubar la CAM con el medio de cultivo NEM se observé un aumento
en la vasculatura, la formacion de vasos fue mayor al incubar con MC de NSC Ctrl. La
incubacién con MC de NSC SZP resultd en una vasculatura menos densa y mas delgada
al compararla con la estimulada con MC de NSC Ctrl (Figura 13A, C). La cuantificacién de
los vasos formados revela que el MC de NSC Ctrl genera un 25.8% mas de vasos que el
medio del cultivo NEM y un 29.6% mas que el MC de NSC SZP; los MC de NSC SZP no

aumentan la formacién de vasos al compararlo con el medio de cultivo NEM (Figura 13B).
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Figura 13. MC de NSC SZP induce menos angiogénesis in vivo que el MC de NSC Ctrl. (A) Para el
ensayo de CAM los MC fueron incubados sobre una matriz de biocelulosa en E8. Luego de 4 dias,
se cuantificaron los vasos en el perimetro de la matriz. Imagenes representativas de los vasos en
la CAM en los dias y condiciones indicadas. Sham (sin estimulo), PBS, NEM, 100 ng VEGFA, MC
de NSC Ctrl, MC de NSC SZP, 100 ng VEGFA mas 100 pg/ml Bvz, MC de NSC Ctrl mas 100 pg/ml
Bvz 0 MC de NSC SZP mas 100 ug/ml Bvz. Barra = 2 mm. (B) Cuantificacion del nimero de vasos
en E12 normalizado con respecto a los vasos cuantificados en E8. Los datos son representados
como el promedio por condicién + S.D. * (respecto a Sham), A (respecto a PBS), € (respecto a
VEGF) and & (respecto a Ctrl NSC CM) = p < 0.05 segun el test de Kruskal-Wallis. (C) Magnificacion
de las imagenes en (A) permite observar las diferencias en el diametro de los vasos. Barra= Imm.
(D) Cuantificacion del didmetro de los vasos en E12. El grafico muestra la distribucion de
frecuencia del diametro de los vasos cuando la CAM es estimulada con NEM, MC de NSC Ctrl o
MC de NSC SZP. Para cada condicidn se evaluaron 200 vasos. Las tres distribuciones son

diferentes entre si con un p<0.0001 segun el test de Kolmogorov-Smirnov.
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Al cuantificar el diametro de los vasos formados frente a los distintos estimulos, se
observa que el MC de NSC Ctrl y el MC de NSC SZP induce la formacidn de vasos de mayor
y menos calibre, respectivamente, que el medio de cultivo NEM (Figura 13C-D, Anexo 3
FiguraS5). Asimismo, el MC de NSC SZP induce la formacién de vasos de menor calibre

que el MC de NSC Ctrl (Figura 13C-D, Anexo 3 Figura S5).

Debido a que la sefalizacion de VEGFA es crucial para para la induccidon de
angiogénesis in vitro mediada por el MC de NSC Ctrl, inhibimos la actividad de VEGFA en
el ensayo de CAM al incubar los MC de NSC Ctrl con Bvz (Figura 13). El efecto pro-
angiogénico del MC de NSC Ctrl disminuye de manera significativa con el tratamiento de
100 pg/ml de Bvz, alcanzando niveles similares a los de la incubaciéon con MC de NSC SZP
y NEM (Figura 13B). Interesantemente, la inhibicion de VEGFA en los MC de NSC SZP no
tiene un efecto significativo, sugiriendo que ya hay una reduccion considerable de VEGFA

perse en estos MC (Figura 13B).

2.4. Células del linaje neural derivadas de NSC SZP presentan deficiencias en

la induccion de la angiogénesis in vivo e in vitro.
Debido a las diferencias encontradas en la secrecion de moléculas angiogénicas
candnicas y no candnicas por parte de células derivadas de NSC SZP, tales como
Neuroesferas, NPC y astrocitos (Figuras 8 y 9), quisimos evaluar el impacto funcional de

estos MC en la induccién de la angiogénesis.
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Al evaluar la eficiencia de la angiogénesis in vitro inducida por los MC de Nsp
observamos que no generaban mads ramificaciones que el medio de cultivo NEM
(recordar que este medio esta suplementado con factores troficos) (Figura 14A-B). A
pesar de eso, los MC de Nsp Ctrl generaban un aumento en el niumero de tubulos
respecto al medio de cultivo NEM (Figura 14C). A pesar de que el nimero promedio de
ramificaciones y tubulos formados por los MC de Nsp, es menor que el generado por los
MC de NSC, confirmamos que los MC de Nsp SZP inducen una menor angiogénesis in
vitro que los MC de Nsp Ctrl, formando en promedio un 12% menos de ramificaciones y
un 38% menos de tubulos (Figura 14C-D). Sumado a esto, la inhibicion de VEGFA en los
MC de Nsp Ctrl utilizando bvz, produjo una disminucién del nimero de tubulos, pero no

de la formacidén de ramificaciones (Figura 14C-D).

Respecto a los MC de NPC, observamos que los MC de NPC Ctrl generan un mayor
numero de ramificaciones y tubulos que el medio de cultivo NEM (suplementado), a
pesar de que el nimero promedio de tubulos generados es menor a aquel obtenido
cuando se incuba con MC de NSC Ctrl (Figura 15). Al igual que con los MC de NSC y Nsp,
confirmamos que el nimero de ramificaciones formadas con los MC de NPC SZP es
significativamente menor que el de los MC de NPC Ctrl, formando un 26% menos de
ramificaciones (Figura 15B). No se observan diferencias significativas en la formacién de

tubulos entre ambos MC (Figura 15C).
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suplementos de diferenciacion, NEM’ mas 50 ng/ml de VEGFA, NEM’ mas 50 ng/ml de VEGFA
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Barra= 30 um. (B-C) Cuantificacion del nimero promedio de ramificaciones (B) y tubulos (C)
generados en cada condicion de (A). Los valores corresponden al promedio por campo para cada
condiciéon £ SD con * p < 0.05 segln el test de Kruskal-Wallis.
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Figura 15. MC de NPC SZP induce una menor angiogénesis in vitro que el MC de NPC Ctrl. (A)
Imagenes representativas del ensayo de tubulos al incubar HUVEC con Medio de cultivo (NEM o
AM), MC Ctrl o MC SZP, de NPC y Astrocitos. Barra= 30 um. (B-E) Cuantificacidon del nimero
promedio de ramificaciones (B y D) y tubulos (C y E) generados en cada condicion de (A). Los
valores corresponden al promedio por campo para cada condiciéon + SD con *=p < 0.05y **=p
< 0.01 segun el test de Kruskal-Wallis.
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Al evaluar los MC de astrocitos, observamos que los MC de Astrocitos Ctrl
generan un mayor numero de ramificaciones y tubulos que su medio de cultivo AM
(DMEM/F-12 con 10% FBS), a pesar de que el nimero promedio de tubulos generados
es menor a aquel obtenido cuando se incuba con MC de NSC Ctrl (Figura 15). Al igual que
con los MC de NPC, confirmamos que el nimero de ramificaciones formadas con los MC
de Astrocitos SZP es significativamente menor que el de los MC de Astrocitos Ctrl,
formando un 18% menos de ramificaciones (Figura 15D). Similar a lo observado con los
MC de NPC no se observan diferencias significativas en la formacién de tubulos entre

ambos MC (Figura 15E).

Debido a la participacién de los Astrocitos en la mantencién de la estabilidad de
los vasos sanguineos del cerebro, se evalud la modulacion de la angiogénesis in vivo. Los
resultados muestran que tanto los MC de Astrocitos Ctrl como los de SZP inducen una
mayor formacién de vasos que el medio control AM, formando un 20% y un 25% mas de
vasos, respectivamente (Figura 16B). A pesar de no observarse diferencias significativas
en el nimero de vasos formados al comparar el MC de Astrocitos Ctrl con el SZP (Figura
16A-B), se comprueba que la estimulacién con el MC de Astrocitos SZP genera una mayor
cantidad de vasos de menor calibre (Figura 16A, C), de manera similar a lo observado con

el MC de NSC SZP.
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Figura 16. MC de Atrocitos SZP induce la formacién de una mayor cantidad de vasos de menor
calibre que el MC de Astrocitos Ctrl. (A) Imagenes representativas de los vasos en la CAM en el
dia E12 al ser incubadas con MC de Astrocitos Ctrl y SZP. Barra = 2 mm (arriba), barra = 70 um
(abajo). (B) Cuantificacidon del numero de vasos en E12 normalizado con respecto a los vasos
cuantificados en E8. Los datos son representados como el promedio por condicidon +S.D. *** =p
<0.001, **** = p<0.0001 respecto a AM, segun el test de Kruskal-Wallis. Se indica para cada caso
el nimero identificador del donante (Ctrl #1, #2, #3; SZP #1, #2 y #3) (C) Cuantificacién del
didmetro de los vasos en E12. El grafico muestra la distribucion de frecuencia del didmetro de
los vasos cuando la CAM es estimulada con AM, MC de Astro Ctrl o MC de Astro SZP. Para cada
condicidn se evaluaron 200 vasos. Las distribuciones de al estimular con AM o MC de Astro Ctrl
no son diferentes entre si (b); la distribucion al estimular con MC de Astro SZP es
significativamente diferente tanto a la de AM como de MC Astro Ctrl (a) con un p<0.001 segln

el test de Kolmogorov-Smirnov.
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3. Analizar las diferencias funcionales entre células endoteliales derivadas de

hiPSC SZP e hiPSC Ctrl.

Para que la vascularizacién del cerebro se lleve a cabo, células endoteliales migran
hacia el tubo neural para formar el PNVP y posteriormente forman nuevos vasos
mediante angiogénesis. Durante este proceso dichos vasos interactian con los
componentes neurales, lo que finalmente llevard a la organizaciéon de la NVU vy al
establecimiento de la BHE #4121, En base a una gran recopilacion de evidencia clinica, se
ha propuesto recientemente una posible disfuncién de la NVU y una hiperpermeabilidad

de la BHE en la esquizofrenia 3.

Dado que la correcta angiogénesis y formacion de estructuras neurovasculares
depende no sélo de la secrecién de factores troficos por parte del tejido nervioso, sino
también de la capacidad responsiva inherente de las células endoteliales que llegan al
cerebro, realizamos un protocolo de diferenciacién de hiPSC SZP y Ctrl a BEC, con el
objetivo de evaluar diferencias en la expresion de moléculas cldsicas y en su respuesta

funcional a estimulos angiogénicos.

3.1. hiPSC pueden ser diferenciadas en células endoteliales con
caracteristicas de microvasculatura cerebral
Las BEC, en especial las de la microvasculatura, poseen caracteristicas distintivas
respecto a otras células endoteliales, tales como una mayor expresion de proteinas
relacionadas a uniones estrechas, menor permeabilidad, mayor TEER y expresién de

transportadores de eflujo. Dichas caracteristicas son inducidas en etapas muy tempranas
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por el microambiente del sistema nervioso central y les otorgan propiedades de barrera
9. Por lo cual, se realizé un protocolo de diferenciacién de hiPSC a BEC que poseyeran

estas caracteristicas distintivas de microvasculatura cerebral.

Diferenciamos de manera exitosa diversas lineas de hiPSC basandonos en el protocolo
publicado por Qian y cols. . Dicho protocolo incluye una activacion secuencial de las
vias de Wnt y de acido retinoico, primero con un tratamiento de las hiPSC con
CHIR99021, un inhibidor de GS3K y agonista de la via Wnt candnica que dirige a las hiPSC
a progenitores endoteliales derivados de mesodermo, y posteriormente se induce la
diferenciacidn especifica a BEC mediante el tratamiento con acido retinoico (Figura 17A).
La Figura 17B muestra imdagenes representativas del protocolo. En el dia -3 (D-3) se
representa una colonia caracteristica de hiPSC y al dia 10 (D10) la adquisicion de una
morfologia caracteristica de BEC formando una monocapa con apariencia de empedrado
(Figura 17B, C). Se comprobo mediante PCR, que las BEC obtenidas expresan marcadores
clasicos de células endoteliales como factor de Von Willebrand (VWF), cadherina vascular
endotelial (VECad o CDH5) y receptores de VEGFA (KDR) (Figura 17C); también se
comprobdé mediante inmunofluorescencia la presencia del marcador endotelial CD31
(PCAM, Figura 17F). Estas células, al ser diferenciadas de manera especifica a BEC,
también expresan marcadores caracteristicos de barrera, como proteinas de uniones
estrechas (Ocludina y Claudina) y la presencia del transportador de glucosa GLUT-1,

corroborada por inmunofluorescencia (Figura 17D, G).
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Glut-1

Figura 17. hiPSC puden se diferenciadasa BEC. (A) Diagrama del protocolo de diferenciacién
generado por Qian et al. 2017. Se indican los procesos celulares y el uso de distintos medios de
diferenciacion, asi como los fenotipos resultantes en los distintos dias. (B) Imagenes
representativas de los cultivos en distintos dias del protocolo segun se indica en la esquina
superior izquierda. Las fotos fueron tomadas con un aumento de 200x a excepcién de D-3 que
corresponde a un aumento de 100x. (C) Imagen de BEC con tincion de faloidina (Pha) para actina
y DAPI para nucleo. (D) Evaluacidon de marcadores clasicos de endotelio por PCR en BEC. (E)
Evaluacion de marcadores caracteristicos de barrera por PCR en BEC. (F-G) La presencia y
distribucién de CD31 (F) y GLUT-1 (G) fue evaluada mediante inmunofluorescencia en BEC. Se

us6 tincion DAPI para nucleo. Barra= 100 um.
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3.2. BEC SZP presentan un desbalance en la expresion de moléculas
asociadas a su funcion angiogénica y de barrera
Con el objetivo de evaluar si en la esquizofrenia existe un desbalance en la expresién
de moléculas relacionadas con la funcién de las BEC en los contextos de angiogénesis y

barrera, dos hiPSC Ctrl y cuatro hiPSC SZP fueron diferenciadas a BEC.

La mayor parte de los genes analizados presenta una alta variabilidad en los niveles
de transcrito, siendo dichas variaciones bajas para el caso de las BEC Ctrl y altas para las
BEC SZP (Figura 18 A-J), a excepcion del transcrito de la proteina de unidn estrecha,
Occludina (OCLN), el que presenta una gran variacion tanto dentro del grupo de BEC Ctrl
como dentro del de BEC SZP (Figura 18J). A pesar de esto ultimo, a nivel proteico, no se

observan mayores diferencias en su distribucion celular entre BEC Ctrl y SZP (Figura 18L).

Al analizar los niveles de los receptores clasicos de VEGFA, Fit1 (Figura 18A) y KDR
(Figura 18B), asi como los correceptores Neuropilina-1 (NRP1, Figura 18C) y Neuropilina-
2 (NRP2, Figura 18D), observamos variaciones en la expresién de cada linea SZP respecto
a las lineas Ctrl. Sin embargo, al comparar entre grupos de BEC Ctrl y SZP no observamos

diferencias significativas.

Dada la importancia de HIF1A para la induccion de la angiogénesis y los reportes que
ligan alteraciones en los blancos de esta via en sujetos esquizofrénicos determinamos
los niveles de este transcrito en las BEC'?2. Al analizar las diferencias entre los grupos Ctrl

y SZP pudimos observar un aumento significativo en los niveles de HIF1A por parte de las
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Figura 18. Las BEC SZP presentan alteraciones en la expresion de moléculas asociadas a su

BEC SzZP
BEC SZP

funcion angiogénica y de barrera. Seis hiPSC, dos Ctrl y cuatro SZP, fueron diferenciadas a BEC
dos veces cada una de manera independiente. (A-J) Cuantificacion mediante qPCR de los niveles
de mRNA de FLT-1 (A), KDR (B), NRP-1 (C), NRP2 (D), HIF1A (E), GLUT-1 (F), P-gp (G), CLN5 (H),
Z0O-1(l), OCLN (J), en BEC Ctrl y BEC SZP. Los niveles se expresan como la cantidad de mRNA
relativos a los niveles de B2M (gen housekeeping) y son graficados como el promedio + SD; * p<
0.05 segun el test de t para datos anidados. Se indica para cada caso el nimero identificador del
donante (Ctrl #1 y #2; SZP #2, #3, #4 y #6). (K) Grafico de las componentes 2 en relacién con la
componente 1 del andlisis de componentes principales realizado a los datos obtenidos en (A-J).
Se indican los pesos relativos de cada variable con lineas verdes. Se identifica cada linea celular
como: BEC Ctrl #1e y #2m; BEC SZP #2e#3 A #4my #6 © . (L-M) La expresion y distribucién de
OCLN (H) y ZO-1 (I) fue evaluada mediante inmunofluorescencia en BEC Ctrl y SZP. Se muestran

fotos representativas de cada condicion, barra= 50um.
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BEC SZP, las que, en promedio, expresan un 2.6 veces mas HIF1A que las BEC Ctrl (Figura

18E).

Respecto a la expresion de moléculas relacionadas con la funcién de barrera
hematoencefilica, corroboramos la expresion tanto de GLUT-1, P-gp, Claudina-5 (CLN5),
Z0-1 y Occludina (OCLN) (Figura 18 F-J). Al analizar los niveles de transcrito de dichas
moléculas, se observan variaciones en todos los niveles de estos transcritos entre las BEC
SZP. Comparando los niveles entre los grupos de BEC Ctrl y BEC SZP, corroboramos que
las BEC SZP expresan, en promedio, un 45% menos de GLUT-1 que las BEC Ctrl (Figura
18F). Por el contrario, determinamos que BEC SZP expresan, en promedio, 2.5 veces mas
Z0-1 que las BEC Ctrl (Figura 18I). A pesar de esto ultimo, cuando analizamos la
distribucién celular de la proteina ZO-1, la cual corresponde a una proteina de anclaje
asociada a moléculas de union estrecha, detectamos que en BEC SZP, ésta se distribuye
principalmente en el citoplasma, con concentracidon solo en ciertos puntos de la
membrana, a diferencia de BEC Ctrl en la cual la distribucidon de ZO-1 es cercana a la
membrana celular. Por tanto, hay una distribucion celular anémala de ZO-1 en las BEC

SZP (Figura 18M).

La esquizofrenia es una enfermedad de etiologia multiple, en la cual diferentes
variaciones genéticas pueden afectar vias o procesos similares ®'. Dada la gran
variabilidad en la expresién de los transcritos analizados entre las diferentes BEC,
quisimos evaluar si existian variables, y cuales, que pudiesen explicar en mayor medida

las diferencias entre BEC Ctrl y SZP. Para ello realizamos un Andlisis de Componentes
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Principales de estos datos y observamos que las dos primeras componentes explican
cerca del 80% de la variaciéon, siendo HIF1A, ZO-1 y PGP las variables que mas peso
aportan a estas componentes (Figura 18 K, ANEXO 3 Figura S7). Las diferencias en los
valores de estas componentes permiten discriminar entre las BEC Ctrl y las BEC SZP,
agrupandose las BEC Ctrl en un mismo cuadrante de valores. Las BEC SZP se excluyen de

los parametros de BEC Ctrl, sin embargo, presentan gran variabilidad (Figura 18K).

Sumado a la expresion de transcritos, realizamos un anadlisis de las proteinas
secretadas mediante la cuantificacion de 55 moléculas angiogénicas clasicas en los MC
de una BEC Ctrl y tres BEC SZP, mediante un arreglo protedmico comercial (Figura 19A).
Al analizar los niveles de las diferentes moléculas en el MC observamos que las BEC
secretan diversas proteinas angiogénicas y existe variacion en los niveles de secrecion
para las diferentes lineas (Figura 19B). Al comparar los niveles del MC de BEC Ctrl con el
de BEC SZP encontramos tres moléculas pro-angiogénicas que presentaban niveles
diferenciales entre estos dos grupos. En promedio, los MC de BEC SZP presentan un 45%
menos de IGFBP-2 (Figura 19C) y un 68% menos de uPA (Figura 19D) que los MC de BEC
Ctrl; por otro lado, el MC de BEC SZP presenta 2.2 veces mas MMP-9 que el MC de BEC
Ctrl (Figura 19E). Los niveles de VEGFA no presentaron diferencias significativas entre los
MC de BEC Ctrl y los de BEC SZP (Figura 19F). Cabe notar que, en promedio, las BEC

presentan un 95% menos de VEGFA que lo detectado en NSC Ctrl.
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Figura 19. Las BEC SZP presentan un desbalance en la secrecion de moléculas angiogénicas. (A)
Fotos representativas a membranas del arreglo protedmico realizado a un MC de BEC Ctrl y tres
MC de BEC SZP; los puntos corresponden a los factores detectados (en duplicado). Se indica en

cajas verdes a los controles positivos y en cajas rojas a los controles negativos. (B) Mapa de color
ilustra los niveles de las proteinas angiogénicas detectadas en el MC de BEC Ctrl #1 y en tres
MC de BEC SZP (#3,#4 y #6), mediante un array proteémico angiogénico (A). Los datos se
muestran como el promedio de la intensidad de pixel respecto a los controles internos. La clave
de color se ubica a la derecha. (C-F) Cuantificacion de los niveles de IGBP-2 (C), MMP-9 (D),
uPA (E) y VEGFA (F), en cada uno de los MC. Los valores corresponden al promedio de la
intensidad de pixel respecto al control interno + SD; * p < 0.05 segun el test de t para datos
anidados.
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1.1. BEC SZP generan menor angiogénesis en respuesta a VEGFA
Con el objetivo de evaluar la capacidad angiogénica intrinseca de las BEC derivadas

de hiPSC, se realizé un ensayo de formacién de tubulos y ramificaciones in vitro.

Diferentes cultivos de BEC, tanto Ctrl como SZP, fueron sembrados en matrigel por
4 h, en medio de cultivo basal (hESFM suplementado con B27). Tanto BEC Ctrl como SZP
son capaces de generar estructuras tipo capilar y no se evidencian diferencias
significativas entre ellas en la formacién de ramificaciones (Figura 20A-B) ni de tubulos
(Figura 20 Ay C), a excepcion de BEC SZP #2 que pareciese tener una mayor angiogénesis

basal que el resto de las lineas ensayadas.

Dado que se ha observado una deficiencia en la secrecidn y expresion de VEGFA en
NSC SZP y a que se observa una reduccidon en la expresién de los receptores y co-
receptores de VEGFA en BEC SZP, evaluamos la respuesta angiogénica de dos BEC Ctrl y
cuatro BEC SZP al ser estimuladas con VEGFA (Figura 20 A, D-E). Al comparar las veces de
cambio en el niumero de ramificaciones y tubulos entre los cultivos estimulados con
VEGFA con respecto a una condicidn basal sin estimulacion, observamos que las BEC Ctrl
aumentan el nimero de ramificaciones y tubulos en una mayor proporcién que las BEC
SZP (Figura 20 D-E). En promedio, las BEC Ctrl aumentan el nimero de ramificaciones 1.7
veces al ser estimuladas con VEGFA, en cambio, para las BEC SZP la estimulacién no
provoca un cambio en el nUmero de ramificaciones (Figura 20D). Respecto al nimero de
tubulos, en promedio, las BEC Ctrl aumentan el nimero de tubulos generados 6 veces al

ser estimuladas con VEGFA, en cambio las BEC SZP sélo lo aumentan 2.4 veces (Figura
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Figura 20. Las BEC SZP generan menos angiogénesis en respuesta a VEGFA. (A) Imagenes
representativas del ensayo de tubulos al incubar BEC Ctrl y SZP con medio basal (hESFM + B27)
o medio basal suplementado con 50ng/ml de VEGFA, barra= 30 um. (B-C) Cuantificacion del
numero promedio de ramificaciones (B) y tubulos (C) generados al incubar con medio basal (A).
Los valores corresponden al promedio por campo para cada condicién + SD, n=6. Se indica para
cada caso el numero identificador del donante (Ctrl #1y #2; SZP #2, #3, #4 y #6). (D-E) Los graficos
muestran la razon entre el nimero promedio de ramificaciones (D) y tubulos (E) generados al
estimular con VEGFA respecto al medio basal, para dos BEC Ctrl y cuatro BEC SZP. * p < 0.05,
segun test de t para datos anidados. (F) Cuantificacién mediante gqPCR de los niveles de mRNA
de FLT-1, KDR, NRP-1y NRP2, correspondientes a las muestras de BEC SZP ensayadas en (A). Los
niveles se expresan como la cantidad de mRNA relativos a los niveles de B2M (gen housekeeping)
y son graficados como el promedio + SD; los datos se encuentran normalizados con respecto a

los niveles de las muestras BEC Ctrl, por lo que se presenta una linea segmentada en el valor 1.
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20E). Al analizar la expresion de receptores de VEGFA (FLT-1 y KDR) y de co-receptores
(NRP1y NRP2) en las BEC SZP, notamos que, si bien, no existe un Unico receptor que esté
significativamente alterado en todas las muestras, cada una presenta desbalances en la
expresion de uno o mas de estos receptores (Figura 20F). Ademds, se comprueba que
aquellas lineas que poseen una expresion de receptores de VEGFA, que en su conjunto
es similar a la de BEC Ctrl (cercanas a 1), poseen mayor formacidon de ramificaciones y

tubulos en respuesta a VEGFA (Figura 20F).

La diferencia observada en la capacidad responsiva de BEC SZP frente a VEGFA,

podria tener un efecto sinérgico con lo observado en las NSC.
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VI. DISCUSION

Con el objetivo de satisfacer sus necesidades energéticas, el cerebro requiere una
gran y eficiente vascularizaciéon. La vasculatura cerebral es altamente especializada y se
constituye en la BHE, la cual involucra no solo la participacién de BEC sino de pericitos,
ldmina basal, astrocitos, microglia y neuronas ®!?!. Esta estructura es organizada y
formada durante el desarrollo del cerebro por una combinacién de sefales del tubo

neural y las BEC, reclutadas en el nicho neurovascular2?,

1. Las NSC son reguladoras claves de la angiogénesis

En etapas tempranas del desarrollo, el epitelio neural esta compuesto de NSC, a
partir de las cuales derivan las NPC y todas las células del linaje neural. Por lo tanto, en
un comienzo, el nicho neurovascular depende exclusivamente de una comunicacion
entre NSC y BEC. La vasculogénesis del cerebro en desarrollo comienza cuando las NSC
reclutan angioblastos y BEC para formar el PNVP (o PCAP), donde VEGFA es la principal
sefial involucrada en este proceso®!?3. En esta tesis, se muestra que las NSC derivadas
de hiPSC no sélo producen VEGFA, sino que secretan un amplio espectro de otros
factores angiogénicos clasicos, los cuales participan en diferentes aspectos de la
angiogénesis (Tablal). Esto sugiere que las NSC no sélo pueden regular el reclutamiento
de las BEC para promover la vasculogénesis y la angiogénesis, sino que son participantes
activos en la remodelacién de los vasos y su mantencion. Sumado a lo anterior, otras
células del linaje neural como NPC y astrocitos también secretan un variado perfil de

moléculas angiogénicas (Figuras 8 y 9). Los perfiles de secrecion de estos ultimos tipos
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celulares varian respecto a las NSC y dan cuenta de su funcién especializada dentro del
nicho neurovascular. Por ejemplo, el secretoma de los astrocitos tiende a tener una
mayor presencia de moléculas anti-angiogénicas, lo que se relaciona con la mantencion
de la BHE. Debido a que la angiogénesis es un proceso plastico, las NSC pueden estar
modulando la formacién de vasos en congruencia espaciotemporal con la neurogénesis

y desarrollo cerebral.

La mayoria de las proteinas angiogénicas secretadas por las NSC tienen impacto
sobre variadas funciones dentro del sistema nervioso, tales como, la neurogénesis, la
proliferaciéon y migracion de NSC, la neuroproteccién y la sobrevida (Tabla 1). Debido a
esto, y al hecho de que forman parte del mismo nicho neurovascular, es posible
considerar que todas estas proteinas angiogénicas cldsicas tienen una doble funcion
durante el desarrollo del cerebro y que deben considerarse factores neuroangiogénicos.
Estos resultados permiten reforzar que no sdlo existe una relacidn intrincada e
indispensable entre NSC y la vasculatura en desarrollo, sino también la presencia de
mecanismos moleculares comunes que regulan el cableado tanto de los vasos

sanguineos y como de los nervios.

2. Lavia de seiializacion de VEGFA esta desregulada en SZP
Existe una creciente evidencia tanto clinica como cientifica que describe que, en
al menos en un subconjunto de individuos con esquizofrenia, ocurre una disfuncion
vascular-endotelial. Sin embargo, hasta la fecha, esta hipdtesis no se ha validado

experimentalmente en el contexto de la embriogénesis ni se ha relacionado con un
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establecimiento deficiente del nicho neurovascular durante el desarrollo temprano del

cerebro en estos pacientes.

Al evaluar las diferencias entre las secreciones de proteinas angiogénicas de NSC
SZP y Ctrl, se encontrd una disminucion en la presencia de factores tanto pro como anti-
angiogénicos (Figura 7). Dentro de estos factores, se encuentra VEGFA, el cual es un
regulador maestro de la angiogénesis y es la primera molécula descrita como una sefial
pro-angiogénica derivada del tubo neural, y muchas otras moléculas relacionadas con
esta via. Actualmente, VEGFA sigue siendo el factor mas influyente en la vascularizacion
embrionaria y en los procesos angiogénicos en general 320123124 Se ha reportado
anteriormente que los niveles plasmaticos de VEGFA en esquizofrénicos adultos vy el
mMRNA de VEGFA en cerebros post mortem de esquizofrénicos, se encuentran reducidos
con respecto a individuos sanos #4¢. De manera concordante con lo descrito en la
literatura, en esta tesis, se encontré que tanto la expresién como secrecién de VEGFA
estaba reducida en NSC SZP con respecto a las NSC Ctrl (Figura 7B). Mas alla de las
diferencias en expresion entre sujetos esquizofrénicos y controles, se ha reportado en la
literatura que la aplicacién de algun tratamiento para la enfermedad (farmacolégico o
terapia electroconvulsiva) aumenta los niveles de plasmaticos de VEGFA 44125126 M3s
aun, un trabajo que incluye 118 pacientes encontrd diferencias significativas en los
niveles plasmaticos basales de VEGFA entre pacientes que respondian o no al
tratamiento antisicotico, sugiriendo que los niveles serolégicos altos de VEGFA podrian

ser predictivos para la respuesta a tratamiento®®. En concordancia con lo anterior,
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pareciese haber una correlacion entre los niveles de VEGFA y la severidad de los sintomas
negativos 126, y existir una “gradiente” de expresion, siendo mds baja para aquello
pacientes resistentes al tratamiento (con remisidon de sintomas), mayor en los tratados
que no remiten y normal/alta en los sujetos sanos ?’. Inclusive, se han encontrado loci,
correspondientes a SNPs, asociados a esquizofrenia en el gen de VEGFA, aunque sin
significancia a escala gendmica'?®. Pese a lo anterior, al analizar la presencia de dichos
SNPs en distintos sujetos esquizofrénicos se encuentra que la presencia de uno de ellos
es “protectora” para el desarrollo de sintomas positivos como alucinaciones!?®. Respecto
a los donantes de las células usadas en esta tesis, desconocemos la presencia de SNPs en
el gen de VEGFA. Sin embargo, dada la sintomatologia reportada y la historia clinica, que
indica alta presencia de sintomas positivos con recurrencia, es plausible que dichos
pacientes no posean este SNP protector y que la disminucién en los niveles de VEGFA
vaya en concordancia con lo descrito en la literatura, ubicandose en el grupo de
pacientes con bajos niveles basales de VEGFA y que muestran resistencia al tratamiento.
Interesantemente, se ha sugerido una asociacion entre la disminucién de VEGFA vy la
aparicion de sintomatologia sicética, a raiz de la observacion de efectos adversos a la
medicacién, la cual tendria efectos bloqueantes sobre la via de sefalizacion de VEGFA
129,130 Desde una perspectiva terapéutica, se ha reportado un rol de VEGFA como
tratamiento antidepresivo 31132, En este contexto, el uso de NSC derivado de hiPSC para

el estudio de SZP, puede servir como modelo para el estudio de variantes de VEGFA, su
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efecto predictor ante el tratamiento y respuesta frente a una medicacién que aborde

esta desregulacion.

Sumado a la disminucién en los niveles de VEGFA, se encontrd en este trabajo
una reduccién en la expresion de receptores de VEGFA, KDR y NRP1, en NSC SZP (Figura
7C), concordante a la disminucion de KDR encontrada en cortezas prefrontales post
mortem de esquizofrénicos #’. Esta alteracion en los niveles de receptores de VEGFA no
sélo se observé en NSC sino también en BEC, las que si bien, no expresan de manera
significativamente alterada un solo receptor, presentan variaciones en los niveles de
todos ellos, observandose una disminucion en los niveles de KDR en 3 de las 4 lineas
evaluadas (Figura 20F). Pese a esto, al ensayar la respuesta funcional de estas lineas
frente a la estimulacidon con VEGFA, las BEC SZP responden con una menor formacién de
tubulos y ramificaciones, lo que podria tener una causa en la desregulacién de no sélo
un receptor, sino que en la sumatoria de todos los receptores y ultimamente, el output
funcional disminuido (Figura 20 D-F). Estos resultados nos sugieren la posibilidad de un
efecto sinérgico entre la escaza produccién de VEGFA de las NSC y la baja respuesta de
BEC frente a ella, ergo, una sefializacion VEGFA disminuida en el nicho neuroangiogénico,
gue podria tener profundas consecuencias en el establecimiento de la NVU. Dicho efecto
podria ser abordado utilizando las células derivadas de hiPSC en el modelamiento in vitro
de la NVU, utilizando co-cultivos que nos permitan recrear el ambiente molecular del
nicho y evaluar sus efectos en procesos como la angiogénesis, BHE, neurogénesis, entre

otros.
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Otras proteinas relacionadas con la via de sefializacién de VEGFA también se
encontraron desreguladas. Entre ellas se encuentra la angiogenina, la cual estd
disminuida en los MC de NSC SZP. Angiogenina participa en varios aspectos de la
angiogénesis como por ejemplo en el cierre de heridas al aumentar la transcripcion de
rRNA 72, pero también se ha informado que es secretada por las neuronas y media la
proteccion de las neuronas motoras a través de los astrocitos 73. Mas especificamente,
la angiogenina parece estar involucrada en el desarrollo de la esclerosis lateral
amiotréfica y la enfermedad de Parkinson'33134, La transcripcién de rRNA dependiente
de angiogenina es fundamental para la sefalizacién de VEGFA, por lo tanto, su
disminucion puede actuar de forma sinérgica y, ademas, podria explicar la disminucién
de otros factores angiogénicos . Del mismo modo, PDGF-AA, que promueve la
expresion de VEGFA °, y uPA, una molécula rio abajo de VEGFA que inicia la angiogénesis
al aumentar la permeabilidad vascular!3®, también estan disminuidas en el MC de NSC
SZP. No obstante, encontramos que los niveles de IGFBP-2, que promueve la produccién
y secrecion de VEGFA 22, estaba aumentado en SZP NSC CM. Si bien proponemos que
IGFBP-2 actia como un mecanismo compensatorio tanto para la angiogénesis como para
la neurogénesis, esta aparente disparidad debe aclararse mediante estudios adicionales.
De forma contraria a lo observado en NSC, IGFBP-2 se encuentra disminuido en el

secretoma de BEC SZP.

De todas las moléculas evaluadas, pareciese ser que uPA es la Unica disminuida

de manera consistente en el nicho neurovascular esquizofrénico, puesto que se
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encuentra significativamente reducida en los MC de NSC, NPC y BEC SZP. uPA,
primeramente descrito en esta tesis como un nuevo e interesante candidato
diferencialmente expresado en SZP, participa de la angiogénesis inducida por VEGFA,
permitiendo la accién de metaloproteinasas de matriz extracelular, aumentando la
degradacion de VE-Cadh y asociandose con integrinas, de esta manera favorece la
migracién y proliferacién de las células endoteliales!36.Se ha descrito que VEGFA tiene
un sitio de corte para uPA, y que el procesamiento de VEGFA1s¢ por uPA es necesario
para su difusiéon al medio extracelular y la proliferacién mediada por KDR 37138 junto
con lo anterior, uPA promueve la expresién de los recetores de VEGFA 3. Ademas de su
rol en angiogénesis, se ha descrito que uPA y su receptor uPAR son indispensables
durante el desarrollo del SNC, promoviendo la migracidn neuronal y la neuritogénesis, a
través del desencadenamiento de cambios proteoliticos y no proteoliticos ®8. uPA induce
la reparacién neuronal luego del dafio cerebral tal como evento isquémico o estatus
epiléptico, actuando como neuroprotector %41, M3as aln, en un modelo murino de
epilepsia, la deficiencia de uPA disminuye el nimero de nuevas neuronas luego del dano,
no afectando el largo ni la densidad de los vasos, sugiriendo que su incremento posee un
rol neuroprotector #2. Estos antecedentes indican que la disminucidn de uPA en el nicho
neurovascular puede tener impactos durante el desarrollo embrionario como en la

respuesta al dafio durante periodos postnatales.

SEMA3A es una de las moléculas de la familia de las semaforinas con importantes

funciones en guia axonal y formaciéon de la vasculatura periférica. Dentro de sus
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receptores se encuentran las neuropilinas (Nrpl y Nrp2) que pueden también actuar
como co-receptores de VEGFA 3, Se ha reportado que SEMA3A se sobreexpresa en
cerebelos de esquizofrénicos y cortezas prefrontales post mortem 444 Estas
observaciones estan relacionadas con deficiencias en la neuroplasticidad y la migracion
de neuronas en sujetos esquizofrénicos. Encontramos que la expresién y secrecién de
SEMA3A estd aumentada en NSC SZP, de manera concordante a lo descrito en adultos

esquizofrénicos.

Otras moléculas que a la fecha no tienen una vinculacién directa con la via de
sefializacion de VEGFA también se encontraron alteradas. Dentro de estas estdan IGBP3 y
Endostatin, para las que se ha descrito una relacion con la supervivencia y/o proliferacion
de las células endoteliales y que tienen funciones dentro del sistema nervioso como
proliferacion de NPC, crecimiento de neuritas y migracidon neuronal348>192103 nor o que
su desregulaciéon en SZP NSC probablemente contribuya al deterioro del nicho
neurovascular. Sin duda, investigar el papel que pueden cumplir estas proteinas, y su

sefializacion rio abajo, se vuelve un objetivo atractivo a explorar en el futuro.

3. Induccion disfuncional de la angiogénesis en SZP

La vascularizacion del cerebro es un fendmeno dindmico, el cual comienza cuando,
alrededor de la semana 6-7 de gestacidn, células endoteliales y precursores endoteliales
son reclutados hacia el neuroepitelio, adhiriéndose a este para formar el PNVP (o PCAP)
12 Una vez que el PNVP esté formado, a partir de la semana 8 de gestacion, los procesos

de angiogénesis y ramificacion de vasos van a permitir la formacién e invasién de vasos
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al cerebro embrionario, permitiendo el desarrollo de la microvasculatura cerebral y la
BHE'*>. De manera paralela a estos procesos, las NSC del tubo neural sufrirdn
neurogenesis y gliogénesis 2. Los componentes celulares, moleculares y estructurales
que acompafian estos procesos, se conocen como nicho neurovascular y su

establecimiento durante el desarrollo permite la adecuada estructuracién de la NVU 4.

Debido a la desregulacién de las sefiales angiogénicas producidas por el
secretoma de NSC y otras células del linaje neural provenientes de SZP, se examiné su
efecto en la formacién de vasos. Dada la complejidad y el dinamismo del proceso de
formacién de vasos, para su andlisis, se determind dividirlo en tres partes: la
vascularizacién temprana (reclutamiento de células endoteliales al tubo neural), la

formacion de estructuras capilares y la angiogénesis propiamente tal (ensayo CAM).

En esta tesis se utilizé un modelo tridimensional, cultivando las NSC como Nsp en
suspension y luego agregando células endoteliales (HUVEC), para evaluar la efectividad
de las NSC SZP y Ctrl en el reclutamiento de células endoteliales y su adhesién a la
periferia de Nsp. Este tipo de aproximacidén permite emular esta etapa temprana de la
formacién de PNVP en la cual las células endoteliales se adhieren desde “afuera” y luego
migran “hacia adentro” del tubo neural ’°. De manera similar a lo reportado en modelos
similares con tejido murino, las células endoteliales se adhieren en un gran porcentaje a
las Nsp formadas por NSC. Al comparar este ensayo cuando se utilizan Nsp SZP respecto
a Nsp Ctrl, los resultados indican que un menor porcentaje de células endoteliales se

adhiere a las Nsp SZP (un 17% menos que a las Nsp Ctrl, Figura 10E).
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Estudios han mostrado que las BEC expresan un repertorio limitado de integrinas,
las que incluyen las integrinas B1, a3B1, a5B1 y a6B1 y la integrina aVB3 las que le
permiten adherirse y migrar por la MEC secretada por las NSC?4¢147. Modelos
tridimensionales de vascularizacién in vitro han demostrado que la presencia de
integrina a5B1 es importante para el proceso de adhesion de células endoteliales a las
Nsp, por lo que se presupone que la matriz de fibronectina jugaria un rol fundamental
en este proceso ’°. Desconocemos la expresién de fibronectina por parte de las NSC SZP,
lo cual seria relevante para explicar el resultado de este experimento. Sin embargo, la
evaluacioén del secretoma de las NSC revela que dentro de las moléculas angiogénicas
con mayor representacién se encuentran moléculas relacionadas con la MEC, tales como
TIMP-1, uPA y PAI1, de las cuales sélo uPA se encuentra disminuida en NSC SZP. Junto
con lo anterior, se ha descrito que NTN1, una proteina quimiotactica de la superfamilia
de las lamininas, aumenta la adhesion a fibronectina mediante su interaccion con

integrina aVB3*8, por lo que su disminucién en NSC SZP podria afectar este proceso.

La vascularizacién temprana, que comienza con el reclutamiento de células
endoteliales y angioblastos a la vecindad del tubo neural y termina con la formacién del
PVPN, depende de la sefializacién de VEGFA ©. VEGFA es la principal sefial migratoria
proveniente del tubo neural y su deficiencia no permite la formacion de plexos
vasculares®. VEGFA media diversos procesos angiogénicos, incluyendo la adhesion,
mediante su interaccidon directa (o mediante su receptor) con integrinas y otras

moléculas de adhesién focal 3714°, Mds aun, se ha descrito que la estimulaciéon con
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VEGFA aumenta rapidamente la expresién y activacién de integrina a6pf1 en células
endoteliales cerebrales (HMBEC), favoreciendo su adhesion a laminina®®°. Si bien esta
ultima participaria mas bien en fenotipos de estabilizacidn de los vasos y no en adhesion
temprana, no es posible descartar que los resultados observados se deban, total o
parcialmente, a la deficiencia en la secrecién de VEGFA de las Nsp SZP. Por tanto, se
requeriria analizar los efectos de VEGFA en el proceso de adhesién ya sea por la
suplementacion de este factor a las Nsp SZP o por el uso de anticuerpos bloqueantes y/o

SiRNA en Nsp Ctrl.

Para el experimento realizado en esta tesis se utilizaron HUVEC con el objetivo
de uniformar el componente endotelial y evaluar sdlo la diferencia a nivel del linaje
neural, por lo que las diferencias observadas se deben Unicamente a deficiencias en las
Nsp SZP o diferencias en las HUVEC debido a una diferente induccidn de receptores de
adhesién por parte de las Nsp SZP. De manera independiente a este ensayo, se midieron
los niveles de mRNA de integrina a5 en BEC derivadas de hiPSC (ANEXO4, Figura S6), la
cual se expresa en niveles variables en las distintas lineas, sin evidenciarse una
desregulacién clara entre las lineas de BEC Ctrl y BEC SZP. Por tanto, seria interesante
evaluar el efecto intrinseco de las BEC SZP en este proceso y la evaluacién de otras

moléculas relacionadas con adhesion.

Seguido del ensayo de adhesién a Nsp se evalud la induccidon de estructuras “tipo
capilar” por parte de los secretomas de células de linaje neural en un ensayo de

angiogénesis in vitro. El MC de NSC SZP indujo en menor medida la migracién y formacion
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de estructuras tubulares (Figura 11). Se encontré que varios factores angiogénicos
relacionados con la migracién de las células endoteliales, junto con moléculas neuro-
angiogénicas no canodnicas, estaban desregulados en NSC SZP. La disminucidon en
Angiogenina, uPA y VEGFA, por ejemplo, afecta la migracién endotelial (Tabla 1). Los
factores angiogénicos no candnicos actian predominantemente como agentes
guimioatrayentes o repelentes, promoviendo (o inhibiendo) la migracion de ECy, por lo
tanto, la angiogénesis 1. La proteina EFNA1, que actla como pro-angiogénica, se
encontrd disminuido en NSC SZP, mientras que SEMA-3A, que es anti-angiogénica,
estaba aumentada en NSC SZP, por lo que, en conjunto, reducirian la migracién y la
formacién de tubos de las HUVEC (Figura 7 y 10). Trabajos anteriores han demostrado
gue NTN1 actia como una molécula pro o anti-angiogénica dependiendo de su nivel de
expresion y su unién a receptores de la familia DCC/NEO1 o UNC5 %1, Por lo tanto, la
disminucion de NTN1 podria tener un impacto positivo o negativo en la angiogénesis,
dependiendo de la concentracion y la presencia de receptores, un asunto que requiere

mas investigacion.

Se ha descrito que las NSC promueven la formacidn de tubulos en BEC mediante
un mecanismo que involucra éxido nitrico (NO) y ha sido ampliamente observado que
las especies reactivas de oxigeno (ROS) promueven la angiogénesis 1412, Curiosamente,
en esquizofrenia se ha descrito un aumento de NO y ROS, asociado a dafio neuronal por
estrés oxidativol®>1>*, Esta aparente contradiccién podria deberse en parte a que la

activacion de angiogénesis por parte de ROS por lo general depende de VEGFA, el que se
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encuentra alterado en esquizofrenia, o bien a la dualidad de la sefializacién de ROS, los
cuales pueden promover la angiogénesis cuando se presentan en niveles balanceados o

disminuirla cuando existe estrés oxidativo 1°°.

A modo de emular el desarrollo embrionario, en el cual los procesos angiogénicos
se producen a la par de la neurogénesis, se evalué también la formacidn de tubulos y
ramificaciones al incubar con MC proveniente de neuroesferas (las cuales contienen, NSC
y precursores neuronales y gliales), NPC y astrocitos. En el caso de los MC de Nsp se
observaron resultados similares a las NSC solo que con un menor poder angiogénico. En
cambio, al incubar con MC de NPC SZP y Astrocitos SZP se observd una disminucidn en
el nimero de ramificaciones, mas no de tubulos (Figura 14 y 15). Nuestros resultados
indican que el perfil de moléculas angiogénicas cambia cuando las NSC se someten a
estimulos de diferenciacidon, y esta diferencia en la generacion de tubulos y
ramificaciones puede ser indicativo de que estos secretomas presentan mayores
alteraciones en moléculas quimiotacticas, las que participan en la migracion, que en
moléculas que permiten la formacién de estructuras tubulares, como lo es VEGFA. De
hecho, los niveles de VEGFA en el MC de NPC y Astrocitos son relativamente bajos y no
presentan diferencias entre Ctrl y SZP; en tanto que moléculas neuro-angogénicas como
SLIT2, EFNA1 y SEMA3A se encuentras desreguladas en NPC SZP (Figura 9). Por el
contrario, los MC de Nsp SZP presentan menores niveles de VEGFA vy al utilizar un
inhibidor (bevacizumab) disminuye el numero de tubulos mds no de ramificaciones.

Estos resultados indican que existe una diferencia en la formacién de estructuras
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capilares, la cual se afecta en distintos niveles por los componentes celulares que

participan y su perfil angiogénico especifico.

Para evaluar la complejidad de la angiogénesis y la remodelacion de los vasos mas
alla de la migracién de las células endoteliales y la formacion de estructuras tubulares in
vitro, investigamos la induccién de la angiogénesis in vivo utilizando un ensayo CAM
(Figura 13). A diferencia del MC de NSC Ctrl, el MC de NSC SZP no aumenté de forma
significativa la formacion de nuevos vasos. Concordantemente, moléculas importantes
para la remodelacidn de los vasos y la angiogénesis, como Ang-1, IGBP-3, uPA, VEGFA,
Endostatina y PEDF estaban disminuidas en el MC de NSC SZP (Figura 7 y 13). Como se
discutié anteriormente, la sefializacién de VEGFA se ve afectada de manera importante
en SZP, para lo cual evaluamos la contribucién de VEGFA en la induccién de angiogénesis
de NSC Ctrl usando el inhibidor especifico bevacizumab, tanto in vitro como in vivo. A
pesar del desequilibrio evidente de otros factores angiogénicos, los resultados indican
gue VEGFA es un contribuyente importante en la angiogénesis inducida por NSC y su
disminucion en SZP NSC resulta en una importante disminucién de la angiogénesis en

general.

De manera adicional a las diferencias en el nimero de vasos, se observé que el
MC de NSC SZP y el MC de Astrocitos SZP induce la formaciéon de un mayor niumero de
vasos de menor didmetro. Es mas, el MC de NSC Ctrl genera mdas vasos de mayor
diametro que el medio de cultivo. Los mecanismos asociados al calibre de los vasos no

se encuentran del todo estudiados, sin embargo, es sabido que el calibre de los vasos
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tiene un impacto directo en el flujo sanguineo. Pese a eso, el impacto del calibre de la
microvasculatura sobre el flujo general del cerebro todavia permanece en discusién?. Si
bien a la fecha no existe evidencia de vasos de menor calibre en los cerebros
esquizofrénicos adultos, esta ampliamente reportada la existencia de anomalias en la
microvasculatura y la hipoperfusién en ciertas zonas del cerebro, la cual podria, a su vez,
estar relacionada con la severidad de los sintomas %'. Nuestros datos permiten sugerir
que estas ultimas podrian, al menos en parte, deberse a una menor maduracién y

estabilizacién de los vasos sanguineos durante el desarrollo.

Se ha descrito que las distintas isoformas de VEGFA se asocian a distintos
fenotipos vasculares: isoformas de VEGFA de menor tamafio, como VEGFA1,0, se asocian
a la formacién de vasos de mayor calibre, mientras que isoformas de mayor tamano,
como VEGFAss, forman vasos de menor calibre y favorecen la ramificaciéon 124, El MC de
NSC Ctrl forma vasos de mayor calibre que el uso de un recombinante de VEGFA de alto
peso (VEGFA1es), el cual forma vasos de calibre similar al medio de cultivo y al MC de NSC
SZP (ANEXO 3 Figura S5). Esto nos permite suponer que los MC de NSC Ctrl son ricos en
isoformas de VEGFA1;0, mientras que el MC de NSC SZP ademds de tener menores niveles
de VEGFA podria estar enriquecido en isoformas mas pesadas. La disminucién en los
niveles de uPA, el cual participa en el procesamiento proteolitico de VEGFA, en el MC de
NSC SZP podria en parte explicar este fendmeno. Sin embargo, es necesario un estudio
mas exhaustivo de las isoformas de VEGFA presentes en estos MC para evaluar su

contribucidn en este proceso.
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La diferenciacion y migracion de las células neurales durante la neurogénesis,
depende de la regulacidon provista por los vasos que se forman tempranamente y otorgan
factores tréficos, como parte del nicho neurovascular. Una induccién deficiente de la
angiogénesis altera estos procesos durante el desarrollo embrionario, lo que podria

contribuir al desencadenamiento de la esquizofrenia.

4. Alteracion endotelial y BHE

Tal como ya ha sido discutido, el ingreso de vasos al cerebro depende en un
comienzo de sefiales derivadas del tubo neural, en particular de las NSC que residen alli.
Posteriormente, la angiogénesis va a depender de sefiales derivadas no sélo de las NSC
sino de NPC, precursores gliales, neuronas y glias, junto con sefales autocrinas y
elementos de matriz presentes en el nicho neurovascular. Por otro lado, los vasos en
formacién y las células endoteliales que los componen, proveerdn al tejido neural en
desarrollo de factores tréficos necesarios para la neurogénesis, gliogénesis y mantencion
de nichos troncales®®. Es por esto, que debe considerarse que el desarrollo del cerebro,
gue normalmente se describe como procesos de neurogénesis, sinaptogénesis vy
conectividad, viene acompafiado, e incluso precedido, de una remodelacién vascular

importante®!.

Diversa evidencia clinica y metagendémica ha indicado que existen
desregulaciones en la esquizofrenia asociadas a la microvasculatura y la BHE %43, Es por

ello, que en esta tesis se pretendid evaluar si es que BEC derivadas de SZP poseian
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diferencias transcriptémicas y funcionales asociadas a los procesos angiogénicos y de

BHE.

Desde el punto de vista angiogénico, se evalud la expresién de receptores y co-
receptores de VEGFA (FLT1, KDR, NRP1y NRP2) los cuales se expresaban con variabilidad
en las distintas lineas de BEC SZP, mas, ninguno de ellos en particular se encontré
significativamente alterado en todas las BEC SZP respecto a las BEC Ctrl (Figura 18). A
pesar de lo anterior, al evaluar la respuesta angiogénica de las BEC frente a la
estimulacion con VEGFA, en un ensayo de formacion de tubulos y ramificaciones, se
observé que las BEC SZP generan una menor respuesta (Figura 20). Al observar las
expresiones de los receptores por linea, es decir, por donante, se comprobd que existian
deficiencias en la expresion de uno o mas receptores y correceptores de VEGFA en cada
una de las lineas. En el analisis de componentes principales de las variaciones de
expresion de estos y otros genes, se observo que las BEC Ctrl se excluyen de las BEC SZP,
indicando que existen perfiles de expresion distintivos para estos dos grupos. Pese a ello,
sigue existiendo una gran dispersion en las BEC SZP respecto a los niveles de expresion
de distintos genes (Figura 18K, ANEXO 4 Figura S7). Dadas estas diferencias de expresion
podemos presuponer que los distintos donantes poseen alteraciones genéticas distintas
gue, sin embargo, confluyen en una misma deficiencia funcional, que es la sefializaciéon

angiogénica mediada por VEGFA.

El desarrollo embrionario ocurre como un escenario dindmico en el cual el

crecimiento de los tejidos, a medida que se alcanza el limite de difusidon de O, debe ir
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acompaiado del desarrollo de vasos sanguineos, lo cual ocurre, como ya ha sido
discutido, mediante la sefializacién de VEGFA. La hipoxia es, por tanto, uno de los
principales reguladores transcripcionales de VEGFA. La via de HIF, la mas relevante
mediadora de las respuestas de hipoxia, que promueve adaptaciones tanto a corto como
a largo plazo, regula la expresién y funcionamiento de diversas moléculas angiogénicas
y metabdlicas, tales como NO, GLUT1, VEGF, ANG1, ANG2, Tie2, PDGF, bFGF y MCP-1,

los cuales son solo unos de los cientos de genes regulables por HIF%®,

La suficiencia o falta de O, resulta en la protedlisis o acumulacion de HIFa,
respectivamente. La acumulacién de HIFa permite su dimerizacion con ARNT (HIFB), su
traslocacién al nucleo y la transcripcion de sus genes blanco®’. Se ha descrito en andlisis
metagendmicos que en la esquizofrenia existe una sobreexpresion de muchos blancos
de la via HIF y otros genes ligados a hipoxia'>®1>°. Es mds, un andlisis de metilacion MWAS
arrojé que varios componentes de la via HIF se encuentran hipermetilados en
esquizofrenia’®. En esta tesis, se observd que los niveles de mRNA de HIFIA se
encuentran significativamente elevados en las BEC SZP respecto a las BEC Ctrl (Figura
18). La transcripcion de HIF1A depende directamente del factor NF-kB, el que se ha
encontrado, junto con otras citoquinas reguladas por el mismo, aumentado en
esquizofrenia 1627163, Ademads, se ha reportado que el promotor de HIF1A tiene un
elemento de respuesta a hipoxia (HRE), el que normalmente se encuentra metilado, sin
embargo, en cdncer de colon estd aberrantemente desmetilado, lo que permite una

autorregulacion positiva %4, Se hace necesario conocer, por tanto, los niveles de NF-kB y
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estado de metilacion del promotor, que podrian estar afectando los niveles del transcrito
en estas lineas, ademas de los niveles proteicos de HIF1A y ARNT para establecer la
funcionalidad de este aumento en el transcrito. Cabe destacar que se genera una
paradoja entre los niveles elevados del transcrito de HIF1A (y de NF-kB, segun lo descrito
en la literatura) con una disminucidn en genes blanco de esta via asociados a
angiogénesis como VEGFA y GLUT-1. Las células fueron cultivadas bajo las mismas
concentraciones de oxigeno, por tanto, el aumento de HIF1A pareciese ser una condicion
intrinseca de la esquizofrenia y no radicar en factores ambientales del proceso de cultivo.
Lo anterior, también se sustenta en lo encontrado en pacientes (aumento en la expresién
de genes ligados a hipoxia con bajos niveles de VEGFA). Pareciese entonces, que existe
un desacoplamiento entre estas dos vias, lo cual podria tener una explicacién en la
regulacién traduccional de HIF1A, en modificaciones genéticas o epigenéticas de los

promotores de dichos genes o en la alteracién de otras vias que confluyen con esta.

Existe una creciente evidencia clinica y experimental que propone que en sujetos
con esquizofrenia podria existir una hiperpermeabilidad en la BHE, la cual se encuentra
principalmente fundamentada en una neuroinflamacién y aumento del estrés oxidativo
presente en la enfermedad °. Por esto, se evalué en BEC SZP la expresidn de genes
clasicos que participan en la funcionalidad de la BHE, tales como son las proteinas de
unién estrecha (CLN5, OCLN, Z0-1), transportadores de eflujo (Pgp) y transportadores

metabdlicos (GLUT1).
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Las alteraciones en los niveles de CLN5 han sido reportadas en la corteza
prefrontal de cerebros post-mortem en pacientes esquizofrénicos, estando aumentada
su expresién a nivel de mRNA y disminuida a nivel de proteina, comparada con sujetos
controles %%, Mds aun, ciertos casos de esquizofrenia se han asociado a deleciones en el
cromosoma 22, en la regién 22q11, zona en la que se ubica el gen de CLN5. Un estudio
ha identificado que las anormalidades genéticas encontradas en el gen de CLN5 en
sujetos con deleciones en 22q11, se asocian a una disminucién en la expresiéon de la
molécula, a nivel de proteina, mas no de transcrito ¢7. A diferencia de los sujetos de este
ultimo trabajo, los donantes de las células utilizadas en este trabajo no poseen la
delecion 22q11y los niveles de mMRNA de CLN5 en las BEC SZP derivadas de dichas células
presentan una gran variacion, siendo en algunos casos mayores al control y en algunos
casos similares, no encontrandose diferencias significativas entre el grupo BEC Ctrly BEC
SZP (Figura 18). Este resultado no descarta que puedan existir diferencias tanto en los

niveles proteicos como en la distribucidn celular de CLN5 en estas lineas.

Respecto a OCLN, no existe evidencia que ligue su desregulacion a la esquizofrenia. En
esta tesis no se observaron diferencias significativas ni en los niveles de mRNA ni en su

distribucién celular entre BEC Ctrl y BEC SZP (Figura 18).

Por otro lado, se observé un aumento significativo en los niveles de mRNA de ZO-
1 en BEC SZP, la cual, aparentemente, presenta una localizacién celular defectuosa
(Figura 18). Al igual que con OCLN, no existen otros reportes que hayan observado

desregulaciones a nivel de mRNA en ZO-1. Sin embargo, se ha descrito que para otras
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dos proteinas que poseen dominios PDZ, al igual que ZO-1, la presencia de SNPs en
dichos dominios se asocia a la esquizofrenia. Es mads, el mRNA de dichas proteinas se
encontré elevado en esquizofrenia y la presencia de SNPs en el dominio PDZ se asocio a
defectos en su funcionalidad %816, Cabria preguntarse si a pesar de estar aumentado el
mRNA de ZO-1, podrian existir SNPs en su dominio PDZ que alteren su correcta

localizacion en la membrana plasmatica.

Cabe notar que en un subtipo particular de esquizofrenia llamada esquizofrenia
de deficiencia (Deficit schizophrenia) existen procesos autoinmunes que se dirigen a las
moléculas de uniones estrecha afectando la permeabilidad frente a bacterias en el tracto
gastrointestinal y la permeabilidad de la BHE 70, Se precisa mas investigacion para
esclarecer si este corresponde a un subtipo definido o si bien es un extremo en un
espectro de alteraciones inmunitarias e inflamatorias que confluyen, en mayor o menor

grado, en la alteracion de la BHE a través de defectos en las uniones estrechas.

Respecto a P-gp, se ha reportado a nivel funcional un aumento en su actividad en
el cerebro de pacientes esquizofrénicos, lo que se ha relacionado, en esta y otras
enfermedades del CNS, con un mecanismo de resistencia a drogas terapéuticas 17172,
Los resultados de esta tesis no nos permiten sacar mayores conclusiones respecto a este
transportador, dado que se encontrd que en dos lineas de BEC SZP los niveles de mRNA
eran considerablemente menores a las BEC Ctrl y en dos mayores (Figura 18). Conocer
los niveles proteicos y su localizacidn celular se hace necesario para ver la implicancia de

P-gp en estas lineas.
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Las BEC, a diferencia de células endoteliales periféricas y otro tipo de células,
expresan un tipo particular de transportador de glucosa llamado GLUT-1, el cual no esta
regulado por insulina y permite el transporte continuo de glucosa al cerebro. Dos
investigadores han propuesto, que algunos de los hallazgos clinicos de la esquizofrenia,
incluyendo la pérdida de materia gris, baja actividad neuronal e hipoperfusiéon
prefrontal, podrian ser explicados por una disminucién de la expresién y/o actividad de
GLUT-1, la cual podria explicar también la hiperglicemia observada en algunos pacientes
173 En linea con esto, un estudio mostré una disminucidon en el transcrito de GLUT-1 en
neuronas piramidales de pacientes con esquizofrenial’4. En esta tesis se identificd una
disminucion significativa en los niveles de GLUT-1 en BEC SZP (Figura 18), lo que
implicaria una menor disponibilidad de glucosa hacia los derivados neurales. Cabe
destacar que mutaciones en el gen de GLUT-1 (SCL2A1) pueden desencadenar la

aparicién de otra enfermedad del neurodesarrollo, la epilepsia 7>.

MMP9 es una metaloproteinasa de matriz que degrada material de matriz
extracelular, factores de crecimiento y dominios extracelulares de proteinas
transmembrana, tales como proteinas de adhesidn celular y receptores de membrana.
MPP9 esta involucrada tanto en procesos de angiogénesis como, recientemente
reportado, en plasticidad sinaptica'’®. El gen de MMP9 se encuentra codificado en la
regidon 22q.11, cuya delecion es el factor de riesgo mds comuin en la esquizofrenia,
ademas de interactuar directamente con otras proteinas ligadas a la esquizofrenia como

BDNF o el receptor de NMDA %2177 Se ha ligado un polimorfismo presente en la region
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regulatoria del gen MMP9, el cual altera su tasa de transcripcidn, con la esquizofrenia.
En dos tipos de poblaciones diferentes (polaca y asidtica) se han observado
preponderancias de las formas menos y mads activas respectivamente, tanto que en
modelos animales se ha observado que ya sea el aumento o la disminucidn del transcrito
generan deficiencias en la sinapsis neuronal'’818, Se ha observado en ratones mutantes,
que frente al estrés oxidativo, se produce un aumento de MMP9 el cual pareciese ser
clave para el aumento de NF-kB y la neuroinflamacién 1. A nivel proteico, se ha
reportado que pacientes esquizofrénicos poseen mayores niveles plasmaticos de MMP9
182-184 En linea con estas observaciones se encontré en esta tesis que los niveles de
MMP9 en el secretoma de BEC SZP estaban significativamente elevados (Figura 19).
Interesantemente, el MMP9 secretado por las células endoteliales en el cerebro, juega
un rol importante no sélo en la promocién de la angiogénesis mediante el
remodelamiento de la ME, sino que recluta NPC a sitios de inflamacién y participa en el
procesamiento proteolitico de VEGFA; su expresion reduce el reclutamiento de pericitos
a las células endoteliales y lleva a la disrupcién de la BHE'2414>185 Por |o que su aumento
en el nicho neurovascular podria tener efectos tanto para la integridad de la BHE como

para la plasticidad sindptica.

Ademds de los defectos observados en BEC SZP, la desregulacién del nicho
neurovascular por parte de células del linaje neural también puede tener efectos sobre
la formacién y mantencién de la BHE. En este sentido, se ha reportado ampliamente que

las NSC y NPC derivados de hiPSC SZP expresan menores niveles de ligandos Wnt 414365
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los que participan en la especificacion de caracteristicas de barrera en las BEC °. También
se ha demostrado que SEMA3A, la que se encontré aumentada en el MC de NSC y en
NPC, aumenta la permeabilidad vascular en el cerebro, lo que sugiere que podria

disminuir la funcién de la BHE 186,

Todos estos resultados indicarian que, tal como se ha reportado a nivel clinico en
esquizofrenia, las lineas de BEC SZP utilizadas, poseen alteraciones a nivel vascular que
se ven reflejadas tanto en su capacidad angiogénica como en el perfil de moléculas

expresadas asociadas a inflamacidn, estrés oxidativo y disrupcion de barrera.

5. Significancia biomédica

En general, los hallazgos de esta tesis favorecen la hipdtesis prevalente de
neurodesarrollo, que estipula que la presencia de defectos que contribuyen y/o
desencadenan la enfermedad se encuentran presentes durante el desarrollo
embrionario, mucho antes del inicio de los sintomas clinicos. Dada su interdependencia,
se hace necesario estudiar no sélo los mecanismos que regulan la actividad neuronal,
sino que el nicho neurovascular en su conjunto, para el desarrollo de herramientas
terapéuticas para esta enfermedad. Aqui se han identificado diversas proteinas alteradas
en los diferentes componentes del nicho neurovascular con efectos perjudiciales tanto
para el correcto funcionamiento de la BHE como de la neurogénesis y actividad neuronal.
Muchos de ellos también se han visto implicados en la respuesta al estrés oxidativo, dafio

e isquemia.
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Los diferentes componentes celulares del nicho neurovascular analizados presentan
desregulaciones en un sinnumero de factores, algunos de estos factores se encuentran
desregulados de forma significativa en todos los pacientes y otros no. Sin embargo, se
observa en este estudio que todas esas desregulaciones en su conjunto confluyen en un
impacto en la angiogénesis. La esquizofrenia es una enfermedad en la que muchos loci
poco comunes contribuyen en gran manera al riesgo y muchos muy comunes en poco
porcentaje3*. Dado el alto nimero de mutaciones y variantes presentes en estos
pacientes, desconocemos el impacto que ellos tienen a nivel funcional, sobre todo en

procesos no abordados tradicionalmente, como el angiogénico.

6. Células derivadas de hiPSC como modelo de desarrollo cerebral temprano en
esquizofrenia
La obtencion de muestras de células vivas del cerebro humano, especialmente
durante el desarrollo, es limitada. No obstante, el uso de hiPSC en estudios de
enfermedades complejas como la esquizofrenia, ha facilitado el camino para una mejor
comprension de los mecanismos celulares y moleculares implicados, principalmente, con
la diferenciacion y maduracién neuronal 162, Aunque el potencial de hiPSC para generar
modelos de enfermedades, es una tecnologia poderosa, los procesos de diferenciacion
y la generacion de co-cultivos tridimensionales que reflejen de mejor manera las
dinamicas presentes en el desarrollo, son todavia elementos que estdn en continua

generacion y constante revision °°,
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La esquizofrenia es una enfermedad genéticamente compleja, que reldne a la
fecha 108 loci asociados a esta, con menor o mayor penetrancia 3034, Pese a existir
diversidad en las alteraciones genéticas en los distintos pacientes, muchas de ellas
confluyen a un fenotipo comun, el cual puede ser modelado mediante hiPSC. Las lineas
derivadas de hiPSC usadas en esta tesis recapitulan, con sus respectivas limitaciones,
hallazgos encontrados a nivel clinico en grandes cohortes de pacientes, tales como:
disminucion en VEGFA, disminucidon en KDR, aumento de SEMA3A, aumento en NRG1,
disminucion en GLUT1, aumento en MMP9. Sumado a observacion en la alteracién de
otros factores relacionados con procesos alterados en esquizofrenia como: migracion
neuronal, maduracidn vascular, inflamacién y alteracién en la BHE. Esto revela la utilidad
de usar un enfoque de células pluripotentes para modelar la esquizofrenia, pudiendo
utilizarse para evaluar la desregulacidn en esta y otras vias en la busqueda de una posible
estrategia terapéutica. En este contexto, proponemos que las hiPSC podrian ser
utilizadas para reconstruir la NVU de manera isogénica, permitiendo evaluar los defectos

del nicho en la funcionalidad de la BHE in vitro®°.

Los resultados de esta tesis muestran una base celular para las alteraciones
reportadas en la esquizofrenia a nivel de la microvasculatura, la NVU y la BHE #4343,
poniendo un énfasis en la importancia del nicho neurovascular desde etapas tempranas

del desarrollo, como sustento de la anatomia y funcionalidad adulta (Figura 21).
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Figura 21. Posible desregulacion en el nicho neurovascular en SZP durante el desarrollo
cerebral. En condiciones normales (Control Sano) las sefiales angiogénicas derivadas de los
tejidos neurales promueven la maduracién de los vasos sanguineos, a través de una correcta
sefializacion en el nicho neurovascular que permite la estructuracién de la NVU. Esto se refleja
en un correcto reclutamiento de células endoteliales (EC) a la vecindad del tubo neural, una
formacién de estructuras tipo capilar o tibulos y la remodelacion de los vasos. Ademas, dichas
sefiales permiten la maduracién de la BHE y la entrega de factores que promueven los procesos
de neuro y glio-génesis. Los resultados de esta tesis indican que, en la esquizofrenia, los
derivados neurales presentan una disminucidn en la sefializacidon angiogénica (menor secrecién
de VEGFA, uPA, NTN1, aumento de SEMA3A), esto resulta en una menor induccién de la
angiogénesis. Ademads, se observa una alteracidon en la expresidn de proteinas esenciales para la
funcionalidad de las BEC y la BHE (GLUT1, ZO-1, HIF1A y receptores de VEGFA). Por lo que se
propone una posible disrupcidn de la BHE lo que podria afectar la neuro y/o glio-génesis y por

consiguiente en la funcionalidad de la NVU. Modificado de .
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VIl. CONCLUSIONES
Como resultado de este trabajo se puede concluir, en primer lugar, que es posible
observar diferencias entre células del linaje neural y endotelial, derivadas de hiPSC de

donantes esquizofrénicos y controles, tanto a nivel molecular como funcional.

Las NSC SZP presentan deficiencias en la induccién de la angiogénesis tanto en el
perfil de moléculas secretadas como a nivel funcional, mostrando un menor
reclutamiento de células endoteliales a neuroesferas, una menor formacion de
estructuras capilares, una menor induccién de la angiogénesis tanto in vitro como in vivo
y la formacién de vasos de menor calibre. Se obtienen resultados similares con otras

células diferenciadas a partir de NSC como Nsp, NPC y astrocitos.

Las BEC SZP poseen diferencias en la expresidon y secrecién de moléculas

asociadas a su funcién angiogénica y de barrera.

La via de sefializacion de VEGFA pareciese estar alterada en SZP, lo cual
puede ser observado en una menor expresion de VEGFA y sus receptores en NSC; una
menor respuesta angiogénica de las BEC SZP al ser estimuladas con VEGFA; vy
posiblemente en la formacién de vasos de menor calibre en respuesta al MC de NSC y

Astrocitos SZP.

El estudio de células derivadas de hiPSC SZP muestra hallazgos similares a lo
encontrado en pacientes y alteraciones en vias que podrian estar actuando de forma

sinérgica en el nicho neurovascular.
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IX. ANEXOS
ANEXO 1: Materiales y Métodos

Linea Fuente Técnicade
célular |ldentificacion| Diagnéstico Sintomas Sexo|Edad| celular Reprogramacion | Lineas celulares generadas
Cytotune 1.0 kit
(ThermoFisher)
Cytotune 1.0 kit
(ThermoFisher)
Retrovirus (OCT4,
SOX2, KLF4, MYC)
Endotelio | Cytotune 2.0 kit

Ctrl #1 CF1 Sano Sin sintomas M [ 37 | Fibroblasto NSC [ Nsp [ NPC| Astro | BEC

Ctrl #2 CF2 Sano Sin sintomas M | 31 | Fibroblasto NSC [ Nsp [ NPC| Astro

Ctrl #3 GM23279A Sano Sin sintomas F 36 | Fibroblasto NSC [ Nsp [ NPC| Astro | BEC

Ctrl #4 Sano Sin sintomas M| 31 . i Nsp
ADHD2 urinario (ThermoFisher)
Delirio de Cytotune 2.0 kit
SZP #1 EZQ4 Esquizofrenia - M | 42 | Fibroblasto y i NSC [ Nsp [ NPC| Astro
persecucion (ThermoFisher)
Hermano de
GM23761B.

Lentivirus (OCT4,
Episodios de ( !

SZP #2 GM23760B | Esquizofrenia L, L M | 26 | Fibroblasto | SOX2, KLF4, MYC, | NSC | Nsp | NPC| Astro | BEC
agitacion, delirios LIN28)

de persecuciony
miedo de ser
asesinado.
Hermana de
GM237608B.
Hospitalizeda,
abuso de drogas,
padre afectado,
depresion.
Pensamiento
desorganizado,

Lentivirus (OCT4,
F 27 | Fibroblasto | SOX2, KLF4, MYC, | NSC | Nsp | NPC| Astro | BEC
LIN28)

SZP #3 GM23761B | Esquizofrenia

aislamiento
afectivo,

disociacion i

K Retrovirus (OCT4,
X . afectiva del .
SZP #4 GM23762B | Esquizofrenia ) M | 23 | Fibroblasto [ SOX2, KLF4, MYC, BEC

contenido,
o LIN28)

suspicacia.

Desencadenamie
nto a los 15 afios.
Hospitalizado,
historia familiar.

Padre
SZP #5 EZQ3 Esquizofrenia | diagnosticado M [ 45 | Fibroblasto
con esquizofrenia

Cytotune 2.0 kit

N
(ThermoFisher) sp

Abuso de
sustancias.
Alcoholismo en Cytotune 2.0 kit
SZP#6 EZQ9 Esquizofrenia , M | 44 | Fibroblasto y i
tios paternos, (ThermoFisher)

padre y abuelo

paterno

BEC

Tabla S1. Lineas celulares derivadas de hiPSC. Se indica el nombre de cada linea, el cddigo de
identificacion, diagndstico, sintomas, sexo (M=masculino; F= femenino), edad en afios, célula somatica

reprogramada, técnica de reprogramacion y lineas celulares derivadas usadas en esta tesis.
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Gen Secuecia Fw Secuencia Rv T d'e Conc?ntraaon de Eficiencia R
anealing | partidores [nM]
18S GGGCCCGAAGCGTTTACTTT TTGCGCCGGTCCAAGAATTT 60 750 90,9 0,997
B2M GCTATCCAGCGTACTCCAAA GAAAGACCAGTCCTTGCTGA 60 800 94,4 0,995
CDH5 (VE-Cad)| AGAATGACAATGCCCCGGAGTT GATGTTGGCCGTGTTATCGTGA 60 250 98,1 0,997
CLDN5 GCGGGTGTCAGACTGAGGATT GCCCTGCCGATGGAGTAAAGA 60 250 106,9 0,997
EFNA1 AGCCTCAAAACGGGTCAGTA CATGCCTGCACAGCTTGTTT 60 250 106 0.999
EFNB2 AGGTGCCCTTTAGCCAGAT ACCAAAGTGCTGTGCTACCT 60 250 106,1 0,998
FLT1 (VEGFR1) ATCACTCAGCGCATGGCAAT TCTCCTTCCGTCGGCATTTT 60 500 91 0,999
GADPH CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC CCACCACCCTGTTGCTGTAG 60 500 90,4 0,997
GLUT-1 TGCCTGAAGTCGCACAGTGAA AGGGCAGCTTGACAGCTCATT 60 250 110 0,995
ITGAS AATGGACCAAGGCAGAAGGCA TGGAGGCTTGAGCTGAGCTTT 60 250 99.3 0.998
KDR (VEGFR2) TCATGCACGGCATCTGGGAAT GCACAGCCAAGAACACTGCAT 60 250 99,7 0,996
NEO1 GCTTCATCAAATTGACGTGGCGGA | AGATGTACACGGTCGCTGGCATTA 60 500 91,7 0,998
NRP1 AGCCTGCAACTTGGGAAACT TGGTTACCAGGCGGATGTTT 60 250 106,1 0,998
NRP2 TCTGGCCGGATTGCTAATGA TGGCCGTGAGCATGGTTAAA 60 250 106,8 0,999
NTN1 TGCAAGAAGGACTATGCCGTC GCTCGTGCCCTGCTTATACAC 60 1000 93,9 0,998
OCLN 60 500

P-gp (MDR-1) AACAGTCCAGCTGATGCAGA TTCACGGCCATAGCGAATGT 60 250 109,5 0,991
SEMA3A TGGCCAACAGCTCCAGTTAT TTCCAGCCCACTTGCATTCA 60 250 107.7 0,999
SLIT2 TGTGAGCCATGCCACAAGAA AACGCATTGATGGGCAAGCA 60 250 102.2 0.999
UNC5b (mh) GGGCTGGAGGATTACTGGTG TGCAGGAGAACCTCATGGTC 60 500 92,7 0,994
VEGF A CTCTACCTCCACCATGCCAAG AGACATCCATGAACTTCACCACTTC 60 800 108 0,999
vWF TGCCAGAGCCTGCACATCAAT CCACTGGCTGTTTCGGCAAAT 60 250 99,6 0,998
Zo-1 TCACGCAGTTACGAGCAAGT GAGGCAGTGGTTTGGTGTTT 60 250 99.9 0.991

Tabla S2. Partidores usados para gPCR. Se indican los nombres de los genes cuyo mRNA fue evaluado, la
secuencia nucleotidica del partidor forward (Secuencia Fw) y el partidor reverse (Secuencia Rv), la
temperatura de alineamiento (T° annealing) utilizada, la concentracién de partidores a la cual la eficiencia
de amplificacién es dptima, la eficiencia de amplificacidon lograda en una curva de estandarizacion y el

coeficiente de regresion lineal de la curva de estandarizacion.

Anticuerpo z:::';: N° de catalogo, proveedor
SEMA3A 1:100 sc-74554, Santa Cruz Biotechnology
Nestin 1:200 RA22125, Neuromics
Pax6 1:200 sc-81649, Santa Cruz Biotechnology
Zo-1 1:200 sc- 33725, Santa Cruz Biotechnology
GLUT-1 1:100 MA5-11315, Invitrogen
OCLN 1:200 sc- 133256, Santa Cruz Biotechnology
CD31 1:50 P8590, Sigma
Al ex;:G'”m 1:250 A-11003, Invitrogen
Al ex:gguor 1:250 A-11008, Invitrogen

Tabla S3. Anticuerpos utilizados en Western Blot e inmunofluorescencia. Se indican los nombres de los

anticuerpos, la dilucién utilizada en la incubacién, el nimero de catalogo y proveedor.
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3h

24 h

Figura S1. Optimizacion de los tiempos de incubacion en el ensayo de formaciéon de tubulos y
ramificaciones usando BEC. Imagenes representativas de tres ensayos de formacién de tubulos de BEC en
medio de cultivo basal (hnESFM + B27). Se tomaron fotografias luego de 3, 4, 5y 24 h. Se observa que los
tubulos se comienzan a formar a las 3 h y se estabilizan a las 4 h de incubacién. Después de las 5 h se ve
que algunos poligonos se desestabilizan. La foto de las 24 h tiene la mitad de la magnificacién y se observa
que gran parte de los poligonos se ha desestabilizado.
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ANEXO 2: Resultados Objetivo 1
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Figura S2. Caracterizacion de NSC Ctrl y NSC SZP. (A) Inmunofluorescencias efectuadas a NSC Ctrl (a, c,e)
y NSC SZP (b, d, f) para la deteccidon de marcadores especificos de NSC: (a y b) Nestin (verde) y marcador
nuclear DAPI (azul); (c y d) Pax6 (rojo) y el correspondiente marcador nuclear DAPI (e y f); barra = 100 um.
Imdgenes representativas de N=3 (3 NSC Ctrl y 3 NSC SZP). (B) Porcentajes de células positivas. Los cultivos
de NSC Ctrl y NSC SZP tienen un 98% (+0.003) y 97% (+0.01) de células positivas para Nestina, y un 99%
(£0.002) y 99.7% (+0.002) de células positivas para Pax6, respectivamente. No se detectaron células
positivas para Oct4 ni en los cultivos de NSC Ctrl ni de NSC SZP. Los datos se muestran como el promedio
+ SD de N= 3. (C) La medicidn del drea celular no mostré diferencias significativas entre los grupos de NSC
Ctrly NSC SZP (D) La divisidon celular fue monitoreada por 12 h y no se observaron diferencias significativas
entre NSC Ctrl y NSC SZP. (E) La redondez celular no mostro diferencias significativas entre los grupos de
NSC Ctrl y NSC SZP. (C-E) Los graficos muestran el promedio + SD, de los datos obtenidos de cada linea
celular (NSC Ctrl #1, #2, #3 y NSC SZP #1, #2, #3).

La figura fue adaptada de Casas y col., 2018. 6 y corresponde a los resultados de una colaboracién con el

laboratorio del co-tutor de tesis Dr. Stevens Rehen.
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Figura S3. Caracterizacion de Astrocitos SZP. Imagenes representativas de inmunofluorescencia realizadas

en la linea de astrocitoma U251 (A-D) y astrocitos derivados de hiPSC en pasaje 5 (E-L) para marcador de
astrocitos GFAP (verde, Ay E), marcador neuronal TUJ1 (verde, 1), filamentos de actina Faloidina (rojo B, F
y J) y marca nuclear DAPI (azul C, G y K). (D, H y L) La superposicién de los diferentes canales (MERGE;
amarillo). (N=2, 2 PE). Barra de escala 50um. Las imagenes muestran que los astrocitos derivados de hiPSC

(ES1) son positivos para GFAP y negativos para TUJ1.

Figura adaptada del seminario de titulo “Contribucién de los astrocitos al establecimiento de la
esquizofrenia, mediante la secrecién de factores neuroangiogénicos” realizada por Tomas Monteverde
Faundez (2019) bajo la tutoria de la Dra. Verdnica Palma. Las muestras utilizadas para esta caracterizacion

son las mismas que fueron ensayadas en la presente tesis de doctorado.
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ANEXO 3: Resultados Objetivo 2
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Figura S4. Las HUVEC expresan marcadores clasicos de BEC. Los graficos corresponden a curvas de
disociacién de amplicones producidos por la amplificar los transcritos del transportador de glucosa GLUT1,
el transportador de eflujo PGP, la proteina de anclaje ZO-1 y las proteinas de union estrecha OCLN y CLN5,
mediante qPCR. Los datos mostrados se obtuvieron de muestras representativas de HUVEC () y BEC (m).
Se muestra la curva del gen housekeeping B2M como referencia control. Se observa que HUVEC, asi como

BEC expresan los genes mencionados.
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Figura S5. Efecto de VEGFA sobre el diametro de los vasos en el ensayo CAM. Para el ensayo de CAM los
estimulos fueron incubados sobre una matriz de biocelulosa en E8. Luego de 4 dias, se cuantificé el
diametro los vasos en el perimetro de la matriz. (A) El grafico muestra la distribucién de frecuencia del
diametro de los vasos cuando la CAM es estimulada con NEM, MC de NSC Ctrl o MC de NSC SZP. Se
utilizaron tres MC de donantes diferentes para cada grupo y se evaluaron 220 vasos en cada condicidn. (B)
La tabla indica la diferencia maxima entre las distribuciones acumulativas (D) de cada tratamiento y el P

valor de la comparacion entre las distintas condiciones segun el test de Kolmogorov-Smirnov.
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ANEXO 4: Resultados Objetivo 3
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Figura S6. Las BEC SZP presentan variaciones en la expresion de receptores neuroangiogénicos. (A) La
cuantificacidn mediante qPCR de los niveles de mRNA de NEO1 en HUVEC y BEC muestra que este ultimo
se expresa s6lo en BEC y no en HUVEC, tal como se ha indicado anteriormente. (B-D) Seis hiPSC, dos Ctrl
y cuatro SZP, fueron diferenciadas a BEC dos veces cada una de manera independiente. Cuantificacion
mediante gPCR de los niveles de mRNA de NEO1 (B), UNC5B (C) e ITGA5 (D) en BEC Ctrl y BEC SZP. Los
niveles se expresan como la cantidad de mRNA relativos a los niveles de B2M (gen housekeeping) y son
graficados como el promedio + SD. Se indica para cada caso el nimero identificador del donante (Ctrl #1y
#2; SZP #2, #3, #4 y #6). Se observa que para todos los transcritos cuantificados existe una gran variacién

entre los diferentes donantes y en algunos casos inclusive entre las réplicas celulares del mismo donante.
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Component 2

Figura S7. Los niveles de mRNA de moléculas angiogénicas y de barrera varian entre BEC Ctrl y BEC SZP.
Analisis de Componentes Principales realizado a los niveles de transcrito obtenidos en las BEC Ctrl y BEC
SZP. (A) Grafica del componente 2 en relacién al componente 1, muestra la distribucidn de las diferentes
lineas celulares: BEC Ctrl #1e y #2m; BEC SZP #2e#3 A #4my #6 € . Los pesos de cada variable se indican
con lineas verdes. (B) Tabla muestra el porcentaje de varianza explicado por cada una de las componentes,

donde se comprueba que las componentes 1y 2 explican cerca del 80% de la varianza. (C) Las graficas
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