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RESUMEN

La funcion de las células troncales neurales (CTN) cambia a través del tiempo, durante el
desarrollo del sistema nervioso central (SNC). En etapas tempranas, las CTN del
neuroepitelio se amplifican numéricamente mediante divisiones simétricas (fase de
expansion), posteriormente se dividen asimétricamente para generar células
comprometidas a un linaje especifico: las neuronas se generan primero (fase
neurogénica), luego se producen las células gliales (fase gliogénica). Los mecanismos
que regulan la temporalidad de la transicion, entre una fase y otra, dependen tanto de
senales extracelulares como de la participacion de mecanismos intrinsecos, entre los que
destaca la interaccion de factores de trascripcion neurogénicos y gliogénicos.
Desafortunadamente, los mecanismos que restringen la capacidad de las CTN de generar
neuronas, una vez que la fase de gliogénesis se establece, son poco claros.

En este trabajo se evaludé la correlacién temporal entre la pérdida del potencial
neurogénico, cambios en la actividad de telomerasa y la longitud del ciclo celular, durante
el desarrollo de la médula espinal cervical de ratén. Los resultados aqui presentados
demuestran que durante la transicion de la fase neurogénica a la fase gliogénica, in vivo,
la actividad de la enzima telomerasa disminuye. Posteriormente, se utilizé el cultivo de
neuroesferas para hacer una descripcion mas detallada de esta transicion. Se observo
que las neuroesferas obtenidas de fases tempranas del desarrollo generan
preferencialmente neuronas, mientras que las provenientes de una fase tardia se
diferencian a células gliales; esta diferencia se presenté a pesar de que ambas
poblaciones fueron tratadas y mantenidas en las mismas condiciones de cultivo. Sin
embargo, en estas condiciones la actividad de la enzima telomerasa no cambia. Durante
el establecimiento de la fase de gliogénesis in vitro, la velocidad de proliferacion
disminuyo y la longitud del ciclo celular aumento 1.5 veces. Por ultimo, se utilizd6 un
inhibidor de la progresion del ciclo celular para alargar su duracion en cultivos
neurogénicos y se observd que este alargamiento no modifica su capacidad de
diferenciarse a neuronas.

Con este estudio se pretende contribuir a la descripcion del modelo de regulacién
intrinseca del potencial de diferenciaciéon de las células troncales de la médula espinal. Se
mostrd una correlacion entre el establecimiento de la fase de gliogénesis y la disminucion
de la actividad de telomerasa, in vivo, y el alargamiento del ciclo celular, in vitro.



ABSTRACT

Neural stem cells (NSC) change over time during the embryonic development of the
mammalian central nervous system. At early stages, NSC in the neuroepithelium divide
symmetrically to self-renew (expansion phase), and then divide asymmetrically to generate
differentiated progeny: neurons are generated first (neurogenesis phase), and later glial
cells emerge (gliogenesis phase). The timing mechanisms, that regulate the transition from
one phase to the following, depend on extracellular signals as well as neurogenic and
gliogenic transcription factors interplay. Nevertheless, the mechanisms than restrict the
capability of NSC to generate neurons after the gliogenic phase is established are unclear.

In this work, we assessed the temporal correlation between the loss of the neurogenic
potential and changes in telomerase activity and cell cycle length, in the cervical spinal
cord of mouse embryos. Our results show that the transition from the neurogenic phase to
the gliogenic phase, in vivo, correlates with a decrease in telomerase activity. Then we
used the neurosphere assay, as an in vitro approach, to further characterize this transition.
We observed that neurospheres obtained from an early stage of development give rise
mostly to neurons, whereas those obtained from later stages produce preferentially glial
cells. During the transition from neurogenesis to gliogenesis, we did not observe changes
in telomerase activity in vitro, but the proliferation rate dropped, and the cell cycle length
increased 1.5 fold, as monitored by BrdU incorporation. By using a cell cycle inhibitor, we
artificially lengthened the cell cycle of neurogenic neurospheres; this did not affect their
differentiation potential.

This study aims to provide additional insight on the intrinsic regulation of the gliogenic
switch, by focusing on a region of the central nervous system, where the differentiation
potential of the NSC has been less studied, the spinal cord. We showed a correlation
between the decrease of the telomerase activity and the gliogenic phase onset in vivo, and
a between short cell cycles and the neurogenic phase in vitro.



INTRODUCCION

El potencial de diferenciacion de las células troncales hacia diversos tipos de linajes
celulares las ha convertido en atractivos candidatos para ser utilizadas en tratamientos
médicos, como modelo para desarrollar nuevos farmacos y como fuente de tejidos que
puedan ser usados en trasplantes. En los ultimos afios, se han establecido un gran
numero de protocolos para diferenciar células somaticas a células troncales embrionarias
pues se considera que éstas son las de mayor potencial; a su vez, se han desarrollado
protocolos para diferenciar células troncales embrionarias hacia linajes celulares
especificos. Sin embargo, la existencia de células troncales no es una caracteristica
exclusiva del desarrollo embrionario. Este tipo celular también esta presente en tejidos
adultos. En éstos, las células troncales somaticas se encargan de la restitucion celular
que garantiza la conservacion de la homeostasis e integridad fisica de un organismo. Por
ejemplo, las células troncales hematopoyéticas en la médula 6sea garantizan la
renovacién de células sanguineas; mientras que, el recambio de la epidermis y de la
mucosa intestinal es posible gracias a células troncales epiteliales ubicadas en los
foliculos pilosos y en las criptas intestinales, respectivamente. También se ha mostrado la
presencia de células troncales neurales a lo largo del sistema nervioso central. Los
mecanismos que regulan la funcién de las células troncales somaticas incluyen sefiales
extracelulares del nicho en el que residen, asi como programas genéticos intrinsecos a
cada tipo celular.

No obstante la capacidad regenerativa de las células troncales en varios tejidos adultos,
su potencial de diferenciaciéon se compromete con el paso del tiempo, de forma tal que
pueden perder la habilidad para originar algunos subtipos celulares conforme el
organismo envejece. Esta pérdida de potencial, asociada con el incremento en la edad y
con el numero de divisiones celulares que las células troncales llevan a cabo durante un
periodo determinado, conduce a una disminucion de la capacidad de autorreparacion y
renovacion de un tejido que puede afectar la fisiologia de un organismo adulto. Es por ello
que, el estudio de los mecanismos celulares que regulan la pérdida de potencialidad de
las células troncales, tanto embrionarias como somaticas, se torna fundamental.

Desafortunadamente los mecanismos que regulan la restriccion del potencial de
diferenciacion ligado a la division celular y/o al paso del tiempo son aun poco claros. En el
presente trabajo se evaluaron la actividad de la enzima telomerasa y la progresion del
ciclo celular en el periodo de tiempo en el que las células troncales neurales dejan de
generar neuronas, para determinar de qué manera estos mecanismos participan en la
regulacion del potencial de diferenciacion de estas células.



ANTECEDENTES

CELULAS TRONCALES

La definicion de las células troncales se basa en sus caracteristicas funcionales. Se
consideran células troncales aquellas que tienen capacidad de autorrenovarse y de poder
generar uno o mas linajes celulares especializados. A lo largo del desarrollo de un
organismo, es posible observar diversos tipos de células troncales cuyo potencial de
diferenciacién varia; se ha observado que la progresion del desarrollo es acompanada por
una pérdida gradual de su potencial de generar multiples linajes. Se han establecido
algunos términos para clasificar a las células troncales por su potencial de diferenciacion
(figura 1): son Células Totipotentes aquellas capaces de producir todas las células que
conforman un animal (tejido embrionario), asi como el componente fetal de la placenta
(tejido extraembrionario); el cigoto producto de la fecundacion es considerada la primera
célula totipotente, sin embargo, esta capacidad sélo se conserva hasta el estadio de 8
células. Las Células Pluripotentes no pueden generar tejido extraembrionario, pero dan
origen a las células germinales y a las células troncales de tejido especifico. Las Células
Multipotentes pueden tener un amplio repertorio de diferenciacion, pero Unicamente
dentro de una capa germinal, 6rgano o tejido. Las Células Progenitoras tienen una
capacidad proliferativa limitada y un potencial de diferenciacion mas restringido, pero
sirven para incrementar el nimero de células diferenciadas por cada division de la célula
troncal (Mayani, 2003; Rao and Mattson, 2001). La funcién de las células troncales no se
restringe al desarrollo embrionario; aunque se diluyen conforme el organismo crece,
algunos tejidos conservan células troncales que, durante la vida adulta de un organismo,
mantienen la homeostasis tisular o se activan para reparar algun dafio.

Células Células Células Células
Totipotentes Pluripotentes Multipotentes Progenitoras

F' Restriccion del potencial de diferenciacion >

Figura 1. Tipos de células troncales seglin su potencial de diferenciacion.
Conforme el desarrollo avanza, el potencial de las células troncales disminuye
(basada en Rao y Mattson, 2001).



Los diferentes tipos de células troncales han sido estudiados desde diferentes
perspectivas, para tratar de caracterizar el perfil molecular que les permite conservar su
capacidad de renovarse y que regula la generacién de diversos tipos celulares a partir de
un mismo genoma. Se ha documentado la importancia de los factores SOX-2, OCT-4 y
Nanog como parte de la maquinaria que regula la jerarquia transcripcional que establece
a las células troncales pluripotentes; se prob6 que estos tres factores ocupan las regiones
promotoras de sus genes blanco de manera simultdnea, que éstos pueden ser tanto
genes activos como inactivos, y que codifican para otros factores transcripcionales o
reguladores cromatinicos (Boyer et al., 2005). Células troncales multipotentes también
han sido estudiadas por separado; por ejemplo, en las células troncales hematopoyéticas
se ha demostrado que vias de sefializacion muy conservadas como Wnt, Sonic
hedgehog, la familia TGF@, la familia Notch y BMI1 juegan un papel importante en la
regulacion de su funcién y mantenimiento; también en estas células se ha observado un
proceso de remodelacion cromatinica, asociado a la diferenciacion de las células
troncales a las células sanguineas maduras (Ma et al., 2007). También se ha intentado
caracterizar el perfil molecular de las células troncales neurales. Sin embargo, la mayoria
de los estudios utilizan poblaciones heterogéneas, debido a las dificultades para aislarlas;
en estos estudios destaca la presencia de los reguladores del ciclo celular como la
proteina de retinoblastoma (RB) y las ciclinas D1 y D2, enriquecidas en células
progenitoras (Ma et al., 2007).

Por sus potenciales usos medicinales, el objetivo de muchos laboratorios alrededor del
mundo ha sido aislar o generar células troncales toti o pluripotentes. En 1981, se
derivaron las primeras lineas de células troncales embrionarias de ratén (Evans and
Kaufman, 1981), pero no fue sino hasta 1998 que se pudieron derivar las de origen
humano (Thomson, 1998). Para ese entonces también se habian generado células
pluripotentes mediante la transferencia del ndcleo de una célula somatica a un ovocito
enucleado, en ranas desde 1962 (Gurdon, 1962) y en mamiferos en 1996 (Campbell et
al., 1996). Y en 2007, se logré inducir células troncales pluripotentes humanas
expresando unicamente cuatro factores transcripcionales (OCT3/4, SOX-2, c-MYC y KLF-
4, conocidos como factores Yamanaka) en células somaticas diferenciadas, fibroblastos
humanos (Takahashi et al., 2007).

El funcionamiento adecuado de las células troncales depende tanto de factores y
programas intrinsecos, asi como de sefales regulatorias ambientales. El estudio de la
ubicaciéon de las células troncales ha permitido definir al nicho como los componentes
celulares que conforman el microambiente que rodea a las células troncales, asi como,
las senales liberadas por dichas células de soporte (por ejemplo: BMP, Wnt, FGF, Notch,
etc.). En estos espacios las moléculas de adhesiéon, como las cadherinas, son muy
importantes pues permiten generar cierta asimetria estructural en la que células mas
diferenciadas se separan de las que conservan un mayor potencial (Li and Xie, 2005). La
influencia del nicho, sobre el funcionamiento de las células troncales, es evidenciado por
estudios en los que, al trasplantar células germinales de animales jovenes a génadas de



animales envejecidos, la gametogénesis se ve comprometida. Por otro lado, estudios en
los que se estimula la actividad del nicho con tratamientos hormonales puede incrementar
el numero de células troncales. De esta forma, el estudio del nicho de las células
troncales ha abierto la posibilidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas (Jones
and Wagers, 2008).

CELULAS TRONCALES NEURALES

Las células troncales neurales (CNT) son células multipotentes, derivadas del
neuroectodermo, con capacidad de general las neuronas, los astrocitos y los
oligodendrocitos que conforman el sistema nervioso central (SNC) (Gage, 2000). Los
estudios en los que se ha evaluado sus principales caracteristicas, sostienen que las CNT
adultas son un tipo de células que se desarrollan a partir de la glia radial que presentan
marcadores de astrocitos diferenciados y que conservan propiedades de células troncales
(Alvarez-Buylla et al., 2001; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2011).

Durante la ontogenia del SNC, las CTN se expanden mediante varios ciclos de divisiones
simétricas; luego empiezan a generar progenitores neuronales, mediante divisiones
asimétricas, durante el periodo de neurogénesis; al término de éste empieza la
gliogénesis, en la que se generan todos los progenitores de astrocitos y oligodendrocitos
(figura 2) (Temple, 2001).
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Figura 2. Las células troncales neurales son células multipotentes. Las CTN
tienen la capacidad de renovarse y generar todas las neuronas, los astrocitos y los
oligodendrocitos del SNC, pero no de forma simultanea sino secuencial (basada
en Gage, 2000 y Temple 2001).



El establecimiento del cultivo de neuroesferas (Reynolds and Weiss, 1992) en el que las
CTN se expanden clonalmente en flotacion, ha permitido definirlas experimentalmente y
cuantificar su capacidad de autorrenovacion y multipotencia. Mediante este ensayo, se
pudo identificar a los factores de crecimiento epidermal (EGF) y fibroblastico (FGF) como
los mitdgenos que mantienen su proliferacion a lo largo del desarrollo, y que lo hacen de
manera diferencial pues la respuesta de las células a éstos varia con el paso del tiempo,
conforme se establecen subtipos de CTN (Tropepe et al., 1999). La especificacion del
linaje, al que se diferenciaran las CTN, esta regulada por factores que las mantienen en
un estado no diferenciado, como Notch, y factores que instruyen el tipo celular al que se
diferenciaran, como JAK/Stat y BMP. El efecto de algunos de estos reguladores depende
el contexto celular; por ejemplo: Notch puede inducir la autorrenovacion o la diferenciacion
astrocitica en diferentes etapas del desarrollo. La diferenciacion también depende de los
contactos célula-célula, del estado de la estructura de la cromatina y de grado de
metilacion del DNA (Okano, 2002).

Los factores de la subfamilia de factores transcripcionales SOXB1, SOX-1, SOX-2 y SOX-
3, participan en la especificacion inicial de las CTN. La expresion de SOX-2 es una
propiedad de todos los progenitores neurales que no es influenciada por la posicion de
éstos a lo largo del eje dorso-ventral. Las células que mantienen la expresion de SOX-2,
también mantienen su capacidad proliferativa y no se diferencian (Graham et al., 2003).
La expresion de SOX-2 se observa en la placa neural, se conserva en células
multipotentes en cultivo, posteriormente se limita a la zona ventricular proliferativa del
embrion y del sistema nervioso central adulto; con el uso de este tipo de marcadores se
ha podido identificar las poblaciones de células troncales in vivo (Ellis et al., 2004).
Neuroesferas aisladas de diferentes regiones que expresan SOX-2 en el SNC conservan
la capacidad de autorrenovarse, de generar neuronas, astrocitos y oligodendrocitos y
comparten la expresion de marcadores de células no diferenciadas; sin embargo, en estas
neuroesferas es posible distinguir subpoblaciones de células troncales con diferentes
capacidades de diferenciacion que recapitula la heterogeneidad existente in vivo (Brazel
et al., 2005). La expresion artificial de SOX-1, 2 6 3 mantiene a las CTN en un estado
indiferenciado y su inhibicién induce el cese de su proliferacion (Wegner and Stolt, 2005).

La transicién de célula multipotente a progenitor neuronal o glial conlleva a cambios en la
expresion génica que han sido estudiados tanto in vitro como in vivo. Estos cambios
abarcan genes relacionados con adhesion celular, componentes de matriz extracelular,
citoesqueleto de actina y tubulina, proliferaciéon celular, moléculas de transduccion de
sefales, reguladores cromatinicos y factores de transcripcion, metabolismo, canales
idnicos, transportadores y lipoproteinas (Gurok, 2004). Las fases que se distinguen en el
proceso de diferenciacion son:

- Cese de proliferacion, los genes involucrados en la replicacién del DNA y en la
progresion del ciclo celular disminuyen su expresion.

- Adhesion a la superficie de cultivo, cambios en la expresion de los componentes
de matriz extracelular.



- Desprendimiento de células del nucleo del agregado celular, disminuye la
expresion de moléculas de adhesién célula-célula.

- Migracion celular, cambios en la expresion de genes de citoesqueleto.

- Diferenciacion celular, genes asociados a linajes celulares se expresan de forma
especifica y cambia el perfil de factores de transcripcién expresados (Gurok,
2004).

Se han estudiado también los cambios epigenéticos que regulan la diferenciacion de las
CTN. Multiples genes neuronales comparten un elemento de respuesta que recluta
desacetilasas de histonas y reprime su expresion en células no neuronales; en contraste,
el tratamiento con agentes que promueven la acetilaciéon de nucleosomas, como el acido
valproico, promueve la diferenciacion neuronal y reprime la glial; en otro contexto, la
actividad de las desacetilasas es importante para que los progenitores de
oligondendrocitos se diferencien en oligodendrocitos maduros. La metilacion del DNA que
promueve la represion transcripcional también es importante en el SNC. La proteina de
union a DNA metilado, MeCP2, es abundante en neuronas posmitoticas y las enzimas
que establecen la metilacion y el mantenimiento del DNA metilado, son esenciales para el
funcionamiento neuronal (Hsieh and Gage, 2004).

Otro sistema de remodelacion de cromatina, que regula la expresién génica, es el
formado por los productos del grupo Trithorax (trxG) y del grupo Polycomb (PcG); el gen
MiIl1 del trxG, codifica para una metiltransferasa de histonas, que regula el patron de
expresion de genes homedticos y es necesario para la neurogénesis posnatal (Lim et al.,
2009); el gen Bmi1 del PcG, es necesario para la auto-renovacion de las CTN, tanto en el
sistema nervioso central como en el periférico, pues regula negativamente la expresion de
inhibidores del ciclo celular codificados en el locus INK4A (Molofsky et al., 2003).

Otro elemento regulador del balance entre proliferacion y diferenciacion son los
microRNAs. Por ejemplo: miR-9 y let-7b son microRNAs que se expresan tanto en zonas
neurogénicas embrionarias como en adultas; su expresion aumenta para favorecer la
diferenciacién, ya que bloquea la funcion del receptor nuclear TLX, el cual es necesario
para regular la expresion de genes encargados de la proliferacion de las células troncales
neurales (Shi et al., 2010).

El estado oxidativo de las células troncales también puede influir en su potencial de
diferenciacién. Condiciones oxidativas favorecen la diferenciacién de las CTN hacia
astrocitos; éstas condiciones pueden ser inducidas mediante la activacion con resveratrol
de la desacetilasa dependiente de NAD®, SIRT1. SIRT1 es capaz de reclutar a los
represores HES1 y TLE1 a la region promotora del gen responsable del programa
transcripcional de diferenciacion neuronal, Mash1. Por el contrario, en condiciones
reductoras, donde SIRT1 no se expresa o es inactivado, la transcripcion de Mash1,
promueve la diferenciacion neuronal (Prozorovski et al., 2008).



La descripcion de todos los factores antes mencionados no ha sido suficiente para definir
la secuencia de eventos que ocurren durante la producciéon de neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos a partir de CTN. Unicamente en células troncales de telencéfalo, aisladas
al dia embrionario 14.5, se ha observado la existencia de progenitores bipotentes que son
intermediarios entre la célula troncal neural tripotente y las células diferenciadas, in vitro.
Se vio también que la especificacion del linaje final es temprana, se da en células que
estan proliferando, antes de la aparicion de marcadores de diferenciacion, y no es
aleatoria pero en ciertas condiciones puede ser modificada (Ravin et al., 2008). Es por
eso por lo que, es necesario revisar los mecanismos encargados de promover la
autorrenovacion y regular el potencial de diferenciacion, de las células troncales neurales,
en funcion del desarrollo del sistema nervioso central.

DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central (SNC) es un tejido complejo que se forma a partir del
ectodermo, una de las tres capas germinales. Durante la gastrulacion, el ectodermo se
establece como la capa exterior del embrion. El SNC se genera en la region dorsal que se
engruesa y aplana para formar la placa neural, el resto del ectodermo formara la
epidermis; al establecimiento de las ceélulas ectodermales en neuroectodermales se le
conoce como induccion neural y es el evento mas temprano en el desarrollo del SNC
(Gilbert, 2013). Las sefales que inducen la neurulacién, es decir, la formacién del tubo
neural, son secretadas por la notocorda, que es el tejido del mesodermo dorsal que se
ubica debajo de la futura placa neural después de la gastrulacion. Las moléculas
secretadas por la notocorda son inhibidores de los ligandos de las vias de sefializacion
inducidas por BMP y TGFf tales como: nogina (noggin), cordina (chordin), folistatina
(follistatin) o cerberus. El efecto de las BMP en el resto del ectodermo es inducir el
fenotipo epidermal, sin estas sefiales instructivas el ectodermo formaria tejido neural
exclusivamente. Otras moléculas que participan en la inducciéon del neuroectodermo son
los factores de crecimiento fibroblastico (FGF) y tipo insulina (IGF) (Christie et al., 2013;
Ozair et al., 2013).

Conforme el embrion crece longitudinalmente, la placa neural se alarga en el eje
antero-posterior y se adelgaza por extension convergente. A estos cambios le siguen el
plegamiento de la placa y la formacion del surco neural, por la accion coordinada de las
células localizadas en los puntos de bisagra medial y dorsolaterales. La progresiéon del
plegamiento de los bordes del surco neural conlleva a que éstos se unan en la linea
media dorsal dando origen al tubo neural. El proceso de cierre del tubo, sin embargo, no
es simultaneo a lo largo de la extension rostro-caudal del surco neural; los extremos son
los ultimos sitios en cerrarse. Al paso del tiempo, la estructura cilindrica del tubo neural se
pierde con la aparicién de tres vesiculas primarias en la porcién anterior del tubo: el
proscencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo. Posteriormente, el prosencéfalo se
subdivide en telencéfalo (en la regién rostral) y diencéfalo (en la regién caudal) y el



rombencéfalo lo hace en el metencéfalo (en la region rostral) y mielencéfalo (en la region
caudal) dando origen a las cinco vesiculas secundarias que formaran el cerebro. El
segmento restante del tubo neural dara origen a la médula espinal (Gilbert, 2013).

Hasta la formacion del tubo neural, las células troncales neurales (CTN), que forman el
neuroepitelio pseudoestratificado, se expanden mediante divisiones simétricas. El epitelio
de una sola capa parece estratificado porque durante cada divisién el nudcleo celular se
desplaza a lo largo del eje apical-basal; el contenido citoplasmatico de las células
neuroectodermales esta polarizado en este mismo eje, por lo que es importante que la
division de su contenido sea simétrica, perpendicular a la membrana basal, para que
ambas células resultantes conserven las propiedades de célula troncal. Un factor
importante en el mantenimiento de la simetria son las uniones adherentes entre las
células neuroepiteliales, las cuales dependen de la expresion de N-cadherinas (Gétz and
Huttner, 2005). La via de Notch, mediante los efectores HES1 y HES5, es la encargada
de reprimir la expresion de los genes de diferenciacion y de esta forma mantiene la fase
de expansion en la que las CTN se dividen activamente; otros factores de transcripcion
que promueven la auto-renovacion en esta fase son GLI2 y GLI3 que activan la expresion
de los factores Hes y SOXB1, en particular SOX-2 (Christie et al., 2013). El extremo
anterior del tubo neural, que se distingue por ser mas grueso, dara origen al cerebro,
mientras que la region posterior, que es mas delgada, dara origen a la médula espinal. El
establecimiento de estas estructuras a lo largo del eje antero-posterior responde a la
formacion de gradientes de morfégenos tipo WNT, FGF y acido retinoico (Christie et al.,
2013; Ozair et al., 2013).

Conforme el desarrollo progresa, las divisiones simétricas son remplazadas por divisiones
asimétricas, paralelas a la membrana basal; las caracteristicas que distinguen a este tipo
de divisiones son: la orientacion de los polos del huso mitético y la division asimétrica de
los componentes membranales debida a la fusién de proteinas membranales apical-lateral
en lugar de apical-basal (G6tz and Huttner, 2005). En esta transicion las caracteristicas
epiteliales de las CTN disminuyen y se empiezan a distinguir las caracteristicas gliales;
ademas, el epitelio simple se convierte en un tejido de varias capas. En este punto las
células troncales adquieren el fenotipo de la glia radial y da inicio la fase de
neurogénesis.

La transicion de la fase de expansién a la fase de neurogénesis se caracteriza por el
cambio en el perfil transcripcional de las CTN. Este est4 mediado, principalmente, por los
factores tipo hélice-asa-hélice (HLH) de la familia bHLH: Mash1 y la familia de
neurogeninas (NGN1, NGN2 y NGN3). Los cuales inducen la delaminacion y la salida del
ciclo celular de los progenitores neuronales, asi como la inhibicion de genes asociados a
la diferenciacién glial (Christie et al., 2013; Kintner, 2002). La expresion de los factores
bHLH es activada por el factor PAX6. Se han caracterizado algunos de los genes blanco
de cada uno de estos factores, por ejemplo, en el caso de Mash1 se ha visto que éstos
abarcan genes de diferenciacion, migracion, guia axonal y formacion de sinapsis
(Vasconcelos and Castro, 2014).



Otra caracteristica relevante de la transicion de la fase de expansion a la fase de
neurogénesis es el alargamiento del ciclo celular el cual se asocia a un alargamiento de la
fase G1 (el resto de las fases parecen permanecer constantes). El hecho de que el
alargamiento inducido por inhibidores del ciclo celular pueda a su vez inducir la
diferenciacién neurogénica, llevo a plantear la hipotesis de la longitud del ciclo celular, la
cual propone que el alargamiento de la duracién le da tiempo a los determinantes
neurogénicos de ejercer su efecto (Calegari, 2003).

En etapas posteriores, el estado de la cromatina correspondiente a los promotores de
genes de la diferenciacion glial (como GFAP y S1008) se vuelven mas accesibles debido
a la desmetilacion de los sitios de union de las proteina STAT (Fan, 2005); de esta
manera las CTN pueden responder a citocinas gliogénicas como las BMP, LIF y CNTF, y
da inicio la fase de gliogénesis (Christie et al., 2013). Las BMP, al unirse a su receptor,
activan la fosforilacién directa de las proteinas SMAD1 y 4; por su parte LIF y CNTF
activan a la cinasa JAK1 que a su vez induce la dimerizacién y translocacion al nucleo de
los factores STAT. Las actividad de SMADs y STATs es facilitada por la familia de
proteinas co-activadoras p300/CBP para inducir la expresion de los genes responsables
de la generacion de astrocitos (He et al., 2005; Sun et al., 2001). Por su parte, la
diferenciaciéon de oligodendrocitos depende de factores de transcripcion especificos:
OLIG2, OLIG1, SOX-10, NKX2.2 entre otros (Christie et al., 2013). Se han descrito
diversos tipos de progenitores gliales, los cuales se distinguen por los antigenos que
expresan y por la etapa del desarrollo en la que parecen (Liu et al., 2002); los que
generan oligodendrocitos predominan la region ventral del tubo neural mientras que los
que dan origen a astrocitos se asocian a la regién dorsal; esta polarizacion obedece a los
gradientes de morfégenos como Sonic hedgehog, BMP y FGF (Lee et al., 2000).

En la fase gliogénesis son fundamentales los factores transcripcionales de la subfamilia
SOXE tales como SOX-8, SOX-9 y SOX-10; aunque estos factores son esenciales para la
diferenciacion de astrocitos y oligodendrocitos, no son necesarios para el mantenimiento
de las células troncales neurales como los son los de la familia SOXB1 (Wegner and Stolt,
2005). A SOX-9, en particular, se le ha atribuido la capacidad de regular el inicio del a
transicion de neurogénesis a gliogénesis (Stolt et al., 2003). En el perfil transcripcional de
la transicion de neurogénesis a gliogénesis destacan los factores nucleares NFIA y NFIB.
Aunque en etapas tempranas de la gliogénesis NFIA es necesario y suficiente para la
especificacion del linaje glial en precursores de astrocitos y oligodendrocitos, en etapas
posteriores, promueve la diferenciacion final de astrocitos e inhibe la generacion de
oligodendrocitos (Deneen et al., 2006).

El control espaciotemporal de la neurogénesis y la gliogénesis depende en gran medida
del efecto combinatorio de factores transcripcionales tipo HLH; éstos han sido propuestos
como el vinculo entre sefales extracelulares, reguladores transcripcionales intracelulares
y la identidad posicional. Como ya se menciond, Mash1 y las neurogeninas, en etapas
distintas, inducen la diferenciacion a neuronas y oligodendrocitos, mientras que Id1 y HES
inducen a los astrocitos pero la regulacion de su efecto depende de PAX6, OLIG2 y



NKX2.2; estos ultimos tienen un patrén de expresion diferencial a lo largo del eje dorso
ventral del tubo neural, lo que les confiere la capacidad de regular a los factores bHLH.
Por ejemplo, en dominios donde se expresa PAX6, Mash1 es neurogeénico, pero es
oligodendrogénico donde la expresion de OLIG2 es mayor. Células que expresan tanto
PAX6, OLIG2 y NKX2.2, como los factores bHLH, se mantienen en un estado no
diferenciado; para que la diferenciacion astrocitica sea posible debe disminuir la expresion
de PAX6, OLIG2 y NKX2.2, lo cual explica que los astrocitos aparezcan en las ultimas
etapas del desarrollo del SNC (Sugimori et al., 2007).

En general la neurogénesis precede a la gliogénesis, en algunas regiones del SNC
pueden sobrelaparse, pero en la mayoria de los casos la generacién de neuronas termina
antes y la generacién de células gliales, particularmente astrocitos, continia durante toda
la vida. Esta secuencia ha sido recapitulada invariablemente in vitro; incluso en modelos
experimentales donde se ha utilizado tejido humano para generar organoides cerebrales
(Velasco et al., 2019). Dado que la capacidad de generar neuronas y glia varia
dependiendo de la edad del tejido del que las células troncales fueron aisladas, se ha
planteado que el potencial neurogénico puede ser regulado por factores ambientales pero
que en determinado momento las células dejan de responder a los factores neurogénicos
y sOlo generan glia (Qian et al., 2000). El efecto del tiempo como factor intrinseco
regulador de esta transicion ha sido probado de diferentes maneras; por ejemplo, CTN
aisladas de estadios tempranos del desarrollo que son co-cultivadas en rebanadas
corticales embrionarias adoptan el fenotipo neuronal, pero si son co-cultivadas con
rebanadas posnatales sélo generan glia (evidenciando el efecto de los factores
ambientales). Sin embargo, CTN aisladas en estadios posnatales so6lo generan células
gliales sin importar la edad del tejido cortical con el que se co-cultiven. Ademas, CTN
aisladas en estados gliogénicos generan astrocitos en menos de 24 horas tras ser
expuestos al factor CNTF in vitro, pero si son aisladas de estadios neurogénicos, se
demoran un par de dias (Miller and Gauthier, 2007; Sauvageot and Stiles, 2002). Otro
mecanismo que ayuda a mantener el orden en que se generan neuronas y glia es la
cardiotropinal, que es un factor sintetizado y secretado por las neuronas recién
diferenciadas y que funciona como un mecanismo de retroalimentacién que instruye a las
células troncales a generar astrocitos (Barnabé-Heider et al., 2005).

Ademas de que el periodo de neurogénesis, para la mayoria de las células troncales
neurales, es muy breve, su duracién e inicio varia entre las distintas regiones del sistema
nervioso central. En mamiferos, unicamente en el bulbo olfatorio y en el hipocampo la
neurogenesis se prolonga hasta edades adultas avanzadas. En la siguiente seccion se
abordan caracteristicas exclusivas de los nichos que mantienen la neurogénesis adulta y
que distinguen a las CTN adultas.



NEUROGENESIS ADULTA

Por mucho tiempo se pens6é que la generacion de neuronas ocurria exclusivamente
durante el desarrollo embrionario y que las células que proliferaban en el sistema nervioso
central (SNC) adulto daban origen unicamente a células gliales. El desarrollo de analogos
de timidina, que se incorporan al DNA de células que proliferan, permitié identificar areas
del SNC en las que las neuronas se siguen generando en edades adultas avanzadas, que
sobreviven por largos periodos y que se integran a circuitos neuronales ya establecidos,
formando sinapsis y extendiendo proyecciones axonales (Fuentealba et al., 2012).
Estudios comparativos enfocadas a la neurogénesis adulta en aves, peces y mamiferos,
incluido el humano, han permitido indagar en la relevancia evolutiva de este fendmeno
(Kempermann, 2016); sin embargo aun es controversial si su funcion es regenerativa o
parte de los mecanismos de plasticidad que favorecerian procesos cognitivos en humanos
(Kempermann, 2016; Kempermann et al., 2015).

A principios de los afios noventa se lograron aislar células troncales neurales (CTN) de
animales adultos y se logré demostrar la importancia funcional de la generaciéon de
nuevas neuronas para el aprendizaje del canto estacional en canarios adultos (Kirn et al.,
1991; Ming and Song, 2005; Nottebohm, 2004; Reynolds and Weiss, 1992). Aunque se ha
logrado aislar CTN multipotentes de todo el eje neuroventricular y de la médula espinal,
las unicas dos regiones que, desde roedores hasta primates, generan neuronas en
condiciones no patoldgicas, in vivo, de forma continua durante toda la vida son: la zona
subventricular que limita los ventriculos laterales telencefalicos (ZSV) y la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo (ZSG) (Hagg, 2005; Weiss et al.,
1996)(Obernier and Alvarez-Buylla, 2019).

La naturaleza de las CTN adultas ha sido dificil de establecer; hoy en dia, la hipotesis
mejor aceptada es que en se trata de un subtipo celular con propiedades astrogliales (que
expresan marcadores como GFAP y tienen caracteristicas ultraestructurales de astrocitos)
y largos procesos celulares que les permite mantener contacto con compartimentos del
nicho, que proveen factores especificos para regular su funcioén (Fuentealba et al., 2012).

Las fases que se distinguen en el proceso de neurogénesis adulta son:

- Proliferacion: Los mitogenos EGF y FGF mantienen la proliferacion de células
troncales adultas in vitro e in vivo. EI CNTF activa la expresién de Notch para
promover su autorrenovacion. La actividad de Notch y de otras proteinas
transmembranales de la familia de TGFp, que estimulan la proliferacién depende
de su procesamiento por metaloproteasas, las cuales son particularmente
abundantes en las zonas neurogénicas.

- Especificacion de linaje. La diferenciacién neuronal en los nichos neurogénico es
posible gracias a la secrecion de moléculas como Noggin, que antagoniza los
efectos de las BMP que inducen la diferenciacion a astrocitos.



- Migracion. Los neuroblastos generados en la ZSV migran por la corriente rostral
migratoria para llegar al bubo olfatorio donde terminan su diferenciacion a
interneuronas granulares y periglomerulares. Para desplazarse, los neuroblastos
se deslizan uno sobre otro (migracion en cadena), el proceso puede tomarles 14
dias. La migracion de las células generadas en la ZSG es mucho mas breve pues
solo deben desplazarse a la capa granular.

- Incorporacion funcional. En el bulbo olfatorio las nuevas interneuronas no tienen
axén y liberan su neurotransmisor por las espinas dendriticas, en sinapsis
especializadas entre ellas y las células mitrales o las células en penacho; Las
nuevas neuronas del hipocampo extienden sus axones hacia la capa de células
piramidales en CA3 y sus dendritas en direccion opuesta hacia la capa molecular;
éstas reciben estimulos de la corteza entorrinal y los proyectan hacia la region
CAS.

En las regiones neurogénicas del cerebro adulto existe un microambiente muy
especializado que favorece el mantenimiento de células troncales neurales activas. En la
ZSV adulta se han caracterizado los principales componentes celulares de este nicho:
Células tipo A (precursores neuronales migratorios; forman grupos de hasta 4 células a lo
largo de la pared lateral del ventriculo y en la corriente rostral migratoria; presentan
inmunomarcaje para las proteinas PSA-NCAM, TUJ1 y nestina), Células tipo B (astrocitos
con propiedades de célula troncal; forman trabéculas, aislan y dan soporte a las células
tipo A; son positivas al inmunomarcaje de GFAP, vimentina y nestina), Células tipo C
(células amplificadoras; solo estan presentes en la ZSV y son positivas al marcaje con
nestina) Células tipo D: tanacitos; células poco abundantes que se intercalan entre las
células ependimales) y Células tipo E (células ependimales que forman el epitelio que
recubre los ventriculos) (Doetsch et al., 1997; Garcia-Verdugo et al., 1998). Ademas de
los componentes celulares, la vasculatura y la matriz extracelular de la ZSV y de la ZSG
juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la neurogénesis adulta a través
de la secrecion de factores que promueven la autorrenovacion y la diferenciacién neuronal
tales como BDNF, VEGF y BMP (Alvarez-Buylla and Lim, 2004).

También se han descrito algunos mecanismos intracelulares que distinguen a las regiones
neurogénicas. Para mantener su proliferaciéon, las células troncales neurales adultas
conservan la expresion del factor transcripcional SOX-2, dependen del factor del grupo
polycomb, BMI1, y de la proteina que se une a DNA metilado, MBD1; para promover la
expresion de genes encargados de la diferenciacion neuronal, las células troncales
neurales adultas expresan a la metiltransferasa, Mll1, y poseen una baja actividad de
desacetilasas de histonas; ademas, diversos RNAs pequeios como miR-184, miR-137 y
miR-124 regulan los programas epigenéticos asociados con el proceso de diferenciacion
(Komitova and Eriksson, 2004; Ma et al., 2010). El analisis de la actividad transcripcional
de la ZSV permitié identificar a los genes que codifican para la maquinaria del splicing de
RNAs mensajeros, asi como a los genes que codifican para moléculas reguladoras del
estado de compactacion de la cromatina, como mecanismos relevantes para la
neurogénesis adulta (Lim et al., 2006).



Pérdida del potencial neurogénico de las células troncales neurales durante el

desarrollo del sistema nervioso central

Como ya se menciond, durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) la
neurogénesis precede a la gliogénesis; una vez que termina la fase de generacion de
neuronas que permite el establecimiento de la circuiteria neuronal, las células troncales
neurales (CTN) pierden su potencial neurogénico. Esta es una caracteristica distintiva de
las CTN pues, en contraste con la concepcion candnica de que una célula troncal
multipotente puede generar diversos tipos celulares a lo largo de la vida de un organismo,
la multipotencialidad de las CTN se manifiesta de forma secuencial (figura 2).

En los ultimos afos se han descrito algunos de los mecanismos que regulan la
diferenciacion secuencial de las CTN durante el desarrollo del SNC (Miller and Gauthier,
2007; Okano and Temple, 2009). Es claro que la especificidad espaciotemporal de la
generacién de los multiples linajes neuronales y gliales se debe a la interaccion de
sefiales extracelulares provistas por el nicho (como factores de crecimiento o citocinas) y
mecanismos intracelulares (como reguladores epigenéticos o la expresion diferencial de
factores de transcripcion). El estudio de la generacion de neuronas durante el desarrollo
de la corteza cerebral muestra que existe un mecanismo intrinseco a las células que
codifica la temporalidad de la neurogénesis, y que la pérdida de la multipotencialidad es
un fendmeno gradual (Shen et al., 2006); sin embargo, la naturaleza restrictiva de estos
mecanismos aun no se conoce.

Ademas de las dos regiones del cerebro murino adulto que conservan CTN con la
capacidad de generar neuronas en edades adultas avanzadas: la zona subventricular de
los ventriculos laterales y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, diversos
experimentos han mostrado la presencia de CTN capaces de autorrenovarse y de generar
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos in vitro, en las cavidades del eje neuro-ventricular
e incluso en la médula espinal de animales de distintas edades postnatales, en las que los
circuitos neuronales ya estan establecidos (Johansson et al., 1999; Weiss et al., 1996). Se
ha documentado que éstas residen en la capa de células ependimales que delinean la
pared ventricular o en el subepéndima ventricular. Sin embargo, cuando el potencial de
diferenciacion de la mayor parte de estas CTN se prueba in vivo, los experimentos
demuestran que estas células carecen de la habilidad para generar neuronas como
consecuencia de la temprana restricciéon en su potencial de diferenciacion; sugiriendo que
el mecanismo de regulaciéon se mantiene incluso cuando las células estan fuera de su
nicho (Johansson et al., 1999; Martens et al., 2002).

Por otro lado, no es del todo claro si las CTN adultas conservan las propiedades de
autorrenovacion y multipotencia que define a las células troncales, algunos estudios
sugieren que la capacidad de autorrenovacién se pierde rapidamente con la edad
(Fuentealba et al., 2012; Luo et al., 2006), otros estudios cuestionan la existencia de
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células unipotentes o si estas células conservan la capacidad de generar tanto el linaje
glial como el neuronal (Fuentealba et al., 2012; Schneider et al., 2019; Seaberg and van
der Kooy, 2002). Lo que es un hecho es que el descubrimiento de la neurogénesis adulta
abrio la posibilidad de entender mejor los mecanismos de desarrollo y plasticidad del
SNC.

Por lo anterior, para el planteamiento de este trabajo se revisaron algunos de los
mecanismos moleculares que distinguen a la ZSV (descritos a continuacién) durante el
desarrollo temprano del SNC, como modelo para estudiar los mecanismos celulares que
restringen el potencial de diferenciacion en células troncales multipotentes.

La zona subventricular, una zona de excepciéon

Un importante numero de CTN con capacidad de generar neuronas persiste, hasta
edades avanzadas en la zona subventricular (ZSV) que delinea las paredes de los
ventriculos laterales en el cerebro murino adulto. En la ZSV existe un microambiente
permisivo para la constante produccién de neuronas. Este se caracteriza por 1) una
poblacion de astrocitos que proveen tanto soporte estructural como sefiales inductivas de
la especificacion de linajes (estas ultimas pueden estar asociadas a la membrana celular
o ser secretadas, incluyen citocinas, factores de crecimiento y neurotransmisores); 2) un
sistema vascular que, junto con los astrocitos, brinda sustento a los procesos de
proliferacion y coordina distintos eventos de la neurogénesis; 3) sefiales moleculares que
regulan la autorrenovacion y especificacion de linajes (Obernier and Alvarez-Buylla,
2019). Entre las sefiales moleculares asociadas a la neurogénesis en la ZSV destacan:

¢ Notch: Regula la permanencia de las CTN en estado quiescente

e FGF-2: Induce la autorrenovacion de las CTN

e EGF y Sonic hedgehog: Promueven la proliferacion de las células amplificadoras

¢ Noggin: Inhibe la via de sefializacién que induce la diferenciacion glial, mediada
por BMP, para promover la diferenciacion a neuronas

Estudios in vivo han mostrado que sélo un 20% de las divisiones de las CTN en la ZSV
adulta son simétricas (como en la fase de expansion , durante el temprano desarrollo del
sistema nervioso central)(Obernier et al., 2018). El resto de las divisiones asimétricas no
permiten la renovacion de las CTN, lo cual provoca la disminucién de gradual de estas
células en animales adultos.

Los componentes del microambiente mencionados, tienen una funcién importante en la
regulacion del potencial neurogénico de las CTN en la ZSV adulta, pero no son el unico
mecanismo que facilita la diferenciacidon neuronal. Esto fue demostrado mediante
experimentos que evaluaron el efecto del microambiente en el potencial de diferenciaciéon
de progenitores neurales obtenidos de diferentes regiones del SNC durante el periodo
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posnatal temprano in vitro. A pesar de que todas las células mostraron multipotencialidad
y capacidad de autorrenovarse en los primeros pasajes de cultivo, la restriccion del
potencial neurogénico fue evidente en todos los progenitores evaluados,
independientemente del medio en el que se realizaron los cultivos, excepto en los
progenitores obtenidos de la ZSV. Ademas, los estudios referidos mostraron que la
restriccion del potencial neurogénico depende de la region del sistema nervioso y de la
edad del animal en la que las células fueron obtenidas. En estas condiciones, la
manipulacion del microambiente de cultivo fue incapaz de rescatar el potencial de
diferenciacion a neuronas de las CTN ajenas a la ZSV. Estos resultados apoyan que las
CTN de la ZSV poseen mecanismos moleculares intrinsecos a que les permiten conservar
su potencial neurogénico (Seaberg et al., 2005).

Dado que, ademas de un microambiente favorecedor, se requieren mecanismos
intracelulares para conservar el potencial neurogénico de las CTN adultas, es necesario
revisar algunas caracteristicas moleculares que so6lo se manifiesten en la ZSV; una de
éstas es la actividad de la enzima telomerasa. Es interesante destacar que la actividad
de esta enzima disminuye drasticamente en etapas muy tempranas del desarrollo del
cerebro y, con excepcion de la ZSV, desaparece en los primeros dias de vida postnatal
(Caporaso et al., 2003; Klapper et al., 2001). Asi, la reduccion de la actividad de esta
enzima podria estar relacionada temporal y espacialmente con el decremento del
potencial neurogénico de las CTN durante el desarrollo y/o en CTN que han sido aisladas
de otras regiones del SNC que no conservan el potencial de generar neuronas en
animales adultos.

Otra caracteristica molecular que distingue a las CTN de la ZSV adulta es la expresion del
factor transcripcional BMI1 (Zencak, 2005). Durante la vida embrionaria y postnatal
temprana de roedores, se mostr6 que la expresion de este factor, en las CTN
telencefalicas, es necesaria para que éstas conserven su capacidad de autorrenovarse,
pues éste mantiene reprimida la expresion del locus INK4A y, como consecuencia, la
acumulacién del regulador del ciclo celular p16™K** (Molofsky et al., 2003). La
acumulacion de p16™K*A en la ZSV, que incrementa de forma gradual con el paso del
tiempo, se ha asociado a la pérdida progresiva de la neurogénesis que se presenta en
esta zona en edades adultas avanzadas (Molofsky et al., 2006). Ademas, estudios
muestran que la deficiencia de BMI1 no tiene consecuencias en el tamafio corporal o del
cerebro de los ratones al nacimiento. Sin embargo, el cerebro de los animales adultos,
que no expresan este factor, es mas pequeno que el de los animales que si lo expresan,
lo cual se asocia con una disminucion de la proliferacion y la autorrenovacion de las CTN
de la ZSV (Zencak, 2005). También resulta interesante que, los animales deficientes en
dicho factor, poseen un mayor niumero de astrocitos en el cerebro anterior al nacimiento y
en edades adultas, y que las CTN derivadas de la ZSV de ratones deficientes en BMI1
muestran que la progenie resultante se diferencia preferencialmente a astrocitos (Zencak,
2005). Estos datos indican que este factor no sélo regula la capacidad de autorrenovacion
de las CTN de la ZSV, sino que es un componente relacionado con su capacidad de
generar neuronas hasta edades adultas avanzadas.



Asi, es posible que mecanismos asociados con el mantenimiento de la actividad de
telomerasa y de reguladores del ciclo celular pudiesen participar en la regulacién del
potencial de las CTN en otras regiones del SNC durante el desarrollo temprano, cuando
éstas pierden la capacidad de generar células del linaje neuronal.

TELOMEROS Y TELOMERASA

Los telémeros son complejos nucleoprotéicos (de DNA y proteinas) que protegen los
extremos de los cromosomas lineales en organismos eucariontes. En los mamiferos,
estas estructuras estan formadas por multiples repeticiones contiguas de la secuencia
TTAGGG. La extension de la region de secuencias repetidas puede ser de 10 mil a 100
mil pares de bases (componente de DNA de doble cadena), seguida por una extension de
50 a 300 nucledtidos con la misma secuencia (region de cadena sencilla). Esta region de
cadena sencilla, rica en guaninas, puede adquirir las estructuras secundarias que
distinguen a los extremos de DNA protegidos, tales como la estructura tipo bucle (T-loop
en inglés), en la que la regién de cadena sencilla invade la region de DNA doble de la que
también es complementaria, o los cuadruplos-G (G-quadruplex en inglés) en los que una
tétrada de guaninas puede formar una estructura cuadrada con hasta 4 asas de DNA
plegado. Las regiones teloméricas son de poca afinidad para los nucleosomas, pero
reclutan a un complejo protéico formado por seis diferentes proteinas: TRF1 y TRF2 se
unen a la regién telomérica de doble cadena, POT1 a la extension de cadena sencilla;
TPP1 y TIN2 forman el vinculo entre estas dos regiones; RAP1 interacciona directamente
con TRF2. La funcion de este grupo de proteinas es: regular la longitud, proteger de
enzimas de degradacién, controlar cascadas de sefializacion y reclutar las enzimas
necesarias para la funcion telomérica. EI DNA telomérico también es transcrito, el RNA
telomérico (TERRA por sus siglas en inglés) consiste en multiples repeticiones de la
secuencia UUAGGG vy tiene una funcion estructural mediante su interaccion con TRF2 o
mediante la formacion de complejos DNA-RNA (O’Sullivan and Karlseder, 2010).

La replicacion del DNA durante la fase S del ciclo celular se lleva a cabo de forma
semiconservativa. Las DNA polimerasas sintetizan DNA en direcciéon 5’ a 3’, usando como
templado la cadena de DNA original; para iniciar la polimerizacién de nucle6tidos
requieren de un oligdbmero de DNA o RNA que es degradado posteriormente. Conforme la
horquilla de replicacion se desplaza, una de las cadenas se sintetiza de forma continua
(hebra lider) y la otra en fragmentos discontinuos que son posteriormente ligados (hebra
rezagada). La degradacion de los primeros nucleétidos que dan inicio a la polimerizacion
representa un problema para la replicacion de moléculas de DNA lineal pues, en la hebra
rezagada, siempre quedara inconclusa la copia de los extremos. Se estima que se
pierden entre 100 y 200 nucledtidos con cada division celular, debido a este fendmeno.
Esta pérdida limita el nUmero de veces que una célula puede dividirse en funcion de la
longitud telomérica que posee. EIl descubrimiento de la enzima telomerasa representé



una solucion al problema de la replicacion de dichos extremos (Chan and Blackburn,
2004; O’Sullivan and Karlseder, 2010).

La telomerasa es un complejo ribonucleoprotéico con actividad de transcriptasa reversa,
es decir, sintetiza DNA a partir de un templado de RNA. Esta enzima puede extender la
region de cadena sencilla de DNA telomérico para compensar la pérdida de nucleétidos
en la region de los extremos que no se pueden replicar. Los componentes esenciales de
la enzima son el protéico de 127 KDa y aproximadamente 112 aminoacidos, TERT, vy el
componente de RNA de aproximadamente 430 nucledtidos, TERC. TERT cataliza la
polimerizacion de nucledtidos y TERC funciona como templado. Otras proteinas auxiliares
a la funciéon de telomerasa son: DKC1 (dyskerin), TCAB1 (proteina de los cuerpos de
Cajal), RUVBL1 (pontin) y RUVBL2 (reptin); los complejos TERT, TER y DKC1 se forman
en los cuerpos de Cajal y son transportados a las regiones teloméricas por TCAB1, donde
RUVBL1 y 2 funcionan como ATPasas (Chan and Blackburn, 2004; O’Sullivan and
Karlseder, 2010; Ozturk et al., 2014).

La expresion y actividad de telomerasa se restringe a células y tejidos que estan
proliferando activamente, tales como: células troncales, células de la linea germinal,
células cancerosas, parte de las células hematopoyéticas, el endometrio, la placenta, el
higado y la epidermis. Pero no se expresa en células somaticas diferenciadas o
envejecidas; lo cual significa que las células somaticas que se dividen activamente
pueden acumular la pérdida de hasta 5 mil pares de bases de sus extremos teloméricos
durante toda la vida. Dado que en estos casos el acortamiento de los teldbmeros es
progresivo con cada ronda de duplicacion del DNA, los telomeros son considerados un
reloj biolégico que cuenta el numero de divisiones celulares. Si eventualmente los
teldomeros se reducen a una longitud critica, son procesados mediante la respuesta de
dafno a DNA mediada por p53 (a través de la cinasa ATM si el dafio se interpreta como un
corte de doble cadena, o através de ATR si el acortamiento deja libre DNA de cadena
sencilla). Independiente de la respuesta mediada por p53, el acortamiento telomérico
también puede promove la acumulacién del CKI p16™“* (Morgan, 2007). La principal
repercusion es la pausa, o incluso la salida del ciclo celular, que puede culminar en
apoptosis o senescencia replicativa. Debido a esto, la longitud telomérica es considerada
reflejo de la edad y mecanismo supresor de tumores (Campisi and D’Adda Di Fagagna,
2007; Collado et al., 2007).
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Si la respuesta mediada por p53 falla y las células siguen proliferando a pesar del
acortamiento telomérico, los extremos de los cromosomas no protegidos ocasionan la
inestabilidad del genoma que puede resultar en rearreglos cromosomales que pueden
promover el desarrollo y la progresion tumoral (Morgan, 2007). De ahi que entender los
mecanismos que regulan la actividad de telomerasa en condiciones no patdélogicas, como
mecanismo que permite la replicacion de cromosomas lineales durante el desarrollo
(cuando el material genético se replica contantemente), también tiene implicaciones para
el entendimiento de condiciones patolégicas relacionadas con rearreglos cromosomales.

Telomeros en el sistema nervioso central

Dada la importancia de entender los mecanismos que conservan la estabilidad genémica
y la longitud telomérica durante el desarrollo embrionario, cuando se llevan a cabo rapidas
divisiones celulares que permiten la organogénesis, diversos estudios han descrito la
expresion y regulacion de las subunidades de la enzima telomerasa, TERT y TERC,
durante el desarrollo embrionario en roedores (Blasco et al., 1998). De forma mas
especifica, durante el desarrollo del cerebro también se ha caracterizado la expresion de
la enzima telomerasa. Se ha observado que la mayor disminucion de su actividad ocurre
de forma rapida y temprana en el desarrollo, alrededor del dia 18 en el embrién murino;
este fendmeno coincide con la disminucion de la proliferacion de los progenitores neurales
(Klapper et al., 2001). Como ya se menciono, sélo la ZSV conserva la actividad de
telomerasa en roedores adultos, en el resto del cerebro la expresién y actividad se pierde
poco después del nacimiento (Caporaso et al., 2003); en este estudio se probd que la
expresion corresponde a la porcién celular que incluye a los progenitores neurales. Otra
diferencia entre las CTN de distintas etapas de desarrollo del cerebro, son los
mecanismos para contender con la inestabilidad gendémica relacionada con el
acortamiento telomérico; CTN adultas, deficientes de telomerasa, proliferan a menor
velocidad que las CTN aisladas de un embrion de 14.5 dias (Ferron, 2004) lo cual sugiere
que la proliferacion de las CTN adultas esta sujeta a la regulacion de otros mecanismos
moleculares intracelulares.

Otros estudios han demostrado el efecto del factor de crecimiento fibroblastico (FGF-2),
que es un regulador importante de la neurogénesis, para inducir la proliferaciéon y la
actividad de telomerasa en progenitores neurales de la corteza cerebral, evidenciando
otro mecanismo por el que es un factor importante durante el desarrollo del SNC (Haik et
al., 2000).

La relevancia de la estabilidad telomérica también se ha descrito durante el proceso de
diferenciacién neuronal, en el que la mayor parte de las neuronas recién generadas se
elimina por apoptosis y solo una pequefa fraccion se trasforma en neuronas maduras con
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conexiones sinapticas. Se ha visto que las neuronas recién generadas son
particularmente sensibles a dafio al DNA telomérico por una disminuida expresion de
telomerasa y de la proteina TRF2; la expresion de TRF2 aumenta en neuronas maduras y
su sobreexpresion puede proteger a la neuronas recién generadas del proceso de
apoptosis (Cheng et al., 2007). Cabe resaltar que, en células no mitéticas, como las
neuronas maduras, inducir la inestabilidad telomérica mediante la inhibicion de TRF2 no
activa la via de reparacion de dafio al DNA mediada por p53 pero si incrementa la
expresion del inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas, p21°® (Zhang et al., 2006).

Por otro lado, también se ha demostrado como el acortamiento telomérico afecta el
numero de neuronas que se puede obtener de progenitores multipotentes de la SZV, asi
como induce un desarrollo deficiente de las ramificaciones neuriticas; este fendmeno esta
asociado a la actividad de p53 y es de mayor intensidad en organismos de edad
avanzada (Ferron et al., 2009).

Aunque el efecto de la regulacion telomérica se ha estudiado desde diferentes
perspectivas, no se ha evaluado su papel en la regulacion de potencial de diferenciacion
de CTN multipotentes.

CICLO CELULAR

El ciclo celular es el proceso mediante el cual una célula se multiplica; se trata de una
secuencia ordenada de eventos altamente regulados, que permite la trasmision de la
informacion genética de una célula a otra, y en la que los componentes celulares son
duplicados y distribuidos en las dos células resultantes (Morgan, 2007).

Las fases del ciclo celular se definen en funcién de la cantidad de DNA presente: en la
Fase S el DNA se replica para duplicar todos los cromosomas; en la fase M se distribuyen
los componentes celulares duplicados. Durante la Fase M se da lleva a cabo la division
nuclear (mitosis) y, en la mayoria de los casos, la division celular (citocinesis); al periodo
entre el final de la mitosis y el inicio de la siguiente se le conoce como interfase. En la
mayoria de las divisiones celulares se distinguen dos fases adicionales denominadas Gap
1 0 G1 (que precede a la Fase S) y Gap 2 o G2 (que precede a la mitosis); las fases Gap
son fases de crecimiento para la célula, en la que se concluye la duplicacion de
componentes y en la que se presentan importantes eventos regulatorios. Muchas células
son funcionales sin dividirse por largos periodos o salen definitivamente del ciclo celular
cuando alcanzan su diferenciacion terminal y entran a lo que se denomina estado GO; a
este estado se le define como una fase G1 extendida.

El ciclo celular debe llevarse a cabo de forma rapida y muy precisa. La fidelidad, con la
que se transmite la informacién genética de una célula a otra, depende de un sistema de
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control basado en reacciones bioquimicas finamente cronometradas que no permiten el
inicio de una fase hasta que la anterior se concluya adecuadamente.

Los componentes centrales del sistema de control del ciclo celular son las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK por sus siglas en inglés), las cuales catalizan la
fosforilacion dependiente de ATP de diversos sustratos proteicos. Aunque su expresion es
constante, la actividad de las CDK oscila a lo largo del ciclo en funcién de las
fluctuaciones en la expresion de las ciclinas, sus reguladores. Se pueden formar multiples
complejos ciclina/CDK al combinar los diversos tipos de cinasas y ciclinas; diferentes
complejos actuan en cada una de las etapas del ciclo celular por lo que se les identifica
como G1, G1/S, S y M; cada complejo promueve la activacién de la fase que sigue,
fosforilando sustratos especificos.

Las CDK son una familia de cinasas de serina/treonina de entre 30 y 40 KDa que en
células animales consta de 9 miembros, de los cuales sdlo 4 participan directamente en la
regulacion del ciclo celular (CDK1, 2 ,4 y 6). Su actividad, ademas de depender de la
unién de la ciclina correspondiente.

, €s también regulada por la fosforilacion de un residuo de treonina cerca de su sitio activo
la cual es catalizada por las cinasas activadoras de CDK (CAK por sus siglas en inglés)
asi como por la fosforilacién/desfosforilacion de uno o dos residuos en el sitio activo de la
enzima mediadas por las cinasas Wee1 y Myt1 y la fosfatasa CDC25.

Las ciclinas también se clasifican en los mismos cuatro grupos que las CDK: G1, G1/S, S
y M, sin embargo, la misma ciclina puede tener diferentes funciones, diferentes patrones
de expresion en diferentes tipos celulares o contribuir a diferentes procesos. Aunque
todas poseen una estructura terciaria similar, la longitud de la region amino-terminal es
particularmente variable pues contiene los dominios reguladores especificos de cada
ciclina.

Figura 4. Fases del ciclo celular. En
cada fase se activa un complejo
B Ciclina-CDK encardado de fosforilar
proteinas especificas de las que
m depende la progresion del ciclo.

CiclinaD CDK4y6
CiclinaE CDK2
CiclinaA CDK2
CiclinaA CDK1
CiclinaB CDK1
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La actividad de los complejos de ciclina/CDK también es regulada por sus respectivos
inhibidores (CKI por sus siglas en inglés), los cuales se pueden clasificar en dos familias
de acuerdo con su estructura. Los miembros de la familia INK4 inhiben especificamente
las subunidades cataliticas de los complejos CDK4 y CDK®6, este grupo incluye a las
proteinas p15 N8 p16/NK4A p18 INKAC y n1QINK4D | 3 familia Cip/Kip incluye a p21P, p27KP!
y p57€"2, y su actividad afecta las cinasas dependientes de ciclina D, E y A. Los miembros
de la familia INK4 actuan interfiriendo con la uniéon de las ciclinas pues se unen a las
formas monomeéricas de la CDK; mientras que los miembros de la familia Cip/Kip
interactuan tanto con la cinasa como con la ciclina, modificando asi la estructura del
complejo y bloqueando el sitio de union de ATP. Contraria a su funcion inhibitoria, la union
de las proteinas Cip/Kip a los complejos de CDK4 y 6 con la ciclina D aumenta su
interaccion y promueve su actividad en lugar de inhibirla en la fase G1 temprana (Sherr
and Roberts, 1999; Vidal and Koff, 2000).

Existen tres puntos de control cruciales para la progresion del ciclo celular. El primero es
el G1/S en el cual se requiere que se cumplan las condiciones apropiadas para la
proliferacion, se activan los complejos ciclina/CDK de Fase S e incluso algunos de la Fase
M. El segundo es el G2/M en el que se requiere la fosforilacion de las proteinas que
ensamblan el huso mitético. Y el tercero es el de la transicion entre metafase y anafase,
en el que se da la degradacién de las ciclinas y proteinas que mantienen unidas a las
cromatides hermanas por parte del sistema de protedlisis denominado complejo promotor
de la anafase (APC por sus siglas en inglés), permitiendo asi que se complete la mitosis.

El punto de control G1/S determina la tasa de proliferacion de un organismo unicelular o
de las células que forman un tejido; depende de factores tanto intrinsecos como
extrinsecos. En la mayoria de las células, mitdgenos extracelulares activan las cascadas
de sefnalizacion que repercuten en la activacion y desinhibicién de los complejos ciclina-
CDK de G1; uno de los blancos principales de estos complejos son las proteinas de la
familia RB que, al estar desfosforilados en células quiescentes, se unen a los factores de
transcripcion de la familia E2F manteniéndolos inactivos. Pero una vez que RB es
fosforilada por el complejo ciclina D-CDK4/6, se activa la transcripcion de los genes de
G1/S mediada por E2F.

Figura 5. Reguladores del punto
de control G1/S. Principales
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reguladores del complejo ciclina D-

CDK4/6, cuyo efecto es fosforilar a
zl E2F RB para que E2F pueda activar la
RB

trascripcion

Proteinas I CiclinaD
N4 CKDA4/6
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El ciclo celular se puede describir como la secuencia de los siguientes eventos (Israels
and Israels, 2001; Morgan, 2007; Sherr and Roberts, 1999):

- Mitdégenos extracelulares activan la cascada de proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK por sus siglas en inglés) la cual promueve la expresion de las
ciclinas tipo D.

- El ciclo comienza con un incremento en la expresion de las ciclinas D que se
asocian a las CDK 4 y 6.

- Los complejos ciclina D-CDK4/6 se trasportan al nucleo donde son fosforlilados y
activados por las CAK y donde fosforilan a la proteina RB, lo cual la disocia del
factor de transcripcion E2F.

- Al ser liberado, E2F activa la expresion de genes como las ciclinas E que se
asocian a la CDK2 permitiendo la transicion G1/S; este complejo también
contribuye al mantenimiento de RB fosforilado.

- Los complejos ciclina E-CDK2 promueven la transcripcion de la maquinaria
necesaria para la replicacion de DNA durante la fase S, asi como la transcripcion
de la ciclina A.

- Con la unién de la ciclina A-CDK2 procede la sintesis de DNA e incrementan los
niveles de ciclinas Ay B.

- Los complejos ciclina A/B-CDK1 dirigen la progresion de la mitosis y activan al
complejo promotor de la anafase (APC).

- EI APC degrada a las proteinas que mantienen unidas a las cromatides hermanas
para que concluya la mitosis.

- El APC degrada las ciclinas de fase S y M para que las condiciones sean
apropiadas para que el ciclo pueda reiniciar.

A lo largo de todo el ciclo celular, el contenido de DNA de una célula esta expuesto a
cambios quimicos que pueden ir desde una modificaciéon sutil en la estructura de un
nucledtido tales como: depurinacién, deaminacion, alquilacién o la formacién de enlaces
entre pirimidinas adyacentes, hasta cortes en ambas cadenas de la doble hélice; la
respuesta celular a éstos es proporcional a la magnitud del dafio, para reparar
alteraciones de nucleodtidos, la célula cuenta con los sistemas de escision de bases o de
nucledtidos que simplemente remueven la region del DNA dafado y la vuelven a sintetizar
utilizando a la cadena no dafada como templado. Los cortes de doble cadena son
reparados por ligasas de DNA que simplemente reunen los extremos rotos; esta unién de
extremos no homdlogos no es ideal pues se corre el riesgo de perder algunas bases si los
extremos de DNA fueron degradados antes de ser reunidos. Un método mas preciso de
reparacion es mediante la recombinacion homdloga entre cromatides hermanas o
cromosomas homaologos.

En casos extremos, cuando el dafo al DNA es extenso o dificil de reparar, se activa la
respuesta especializada de dafio a DNA con la cual la progresion del ciclo celular se
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detiene. Esta respuesta esta centrada en las cinasas ATR y ATM. La union de estas
cinasas al DNA dafado sirve como plataforma para el ensamblaje de los componentes de
los complejos de reparacion de DNA que a su vez unen y activan a las cinasas efectoras
Chk1 y Chk2, las cuales transmiten la sefal de dafio a los componentes del sistema de
control del ciclo celular para inhibirlo. Dado que la respuesta de dafio a DNA se puede
activar en cualquier fase del ciclo, ésta puede interferir sobre los tres puntos de control del
ciclo celular.

En células animales, la proteina reguladora p53 es de particular importancia en la
respuesta de dafio a DNA. p53 se une directamente a los promotores de sus genes
blanco para regular su tasa de transcripcion; el resultado de la activaciéon de p53 es un
incremento en las proteinas que inhiben la progresion del ciclo celular (como p21°P y RB)
o estimulan apoptosis, asi como una disminucion de los inhibidores de muerte celular.
Dado que la falta de p53 genera una respuesta de dafio a DNA deficiente y la
acumulacion de mutaciones que incrementan la posibilidad de perder el control de la
proliferacion, se le considera un supresor de tumores. El principal regulador de p53 es la
ligasa de ubiquitinas MDM2, que promueve su degradacion proteosomal y mantiene los
niveles de p53 al minimo cuando no hay dafo al DNA; la actividad de MDM2 es a su vez
regulada negativamente por la proteina ARF (producto de splicing alternativo del gen que
codifica para el CKI p16™“*). Tanto MDM2 como p53 son blancos de fosforilacion por
parte de las cinasas de la respuesta a dafio a DNA: |a fosforilacion de MDM2 en la Ser395
mediada por ATR inhibe su unién a p53; la fosforilacion de p53 en las Serinas 15y 20 por
ATR y Chk2 respectivamente, inhibe también la unién de MDMZ2; la fosforilacion de p53
también promueve su tetramerizacion, lo cual garantiza su localizacién nuclear.

—Ddhoa
< DNA_—

Lt Figura 6. Activacién de p53 como
respuesta a dafno al DNA. La
activacion de las cinasas
correspondientes permite la
fosforilacién que activa p53, inhibe
su degradacion, permite  su
tetramerizacién y su translocacion al

l Chk1 ][ chi2) nacleo.

p53 &

pS3
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El resultado de un ciclo celular que progresa sin contratiempos son dos células hijas; sin
embargo, hay que recalcar que no todas las células de un organismo se encuentran
proliferando permanentemente; una célula puede entrar a un estado de quiescencia o de
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senescencia, puede diferenciarse o puede morir por apoptosis. Estas alternativas del ciclo
celular son cruciales durante toda la vida de un organismo multicelular y son producto de
la actividad de los mismos reguladores de proliferacion ya descritos (Blomen and
Boonstra, 2007):

Un desbalance en estimulos mitogénicos o la acumulacion de cierto tipo de dafio al DNA

que no comprometa la integridad celular pueden inducir un estado de senescencia
replicativa en el cual las células dejan de dividirse.

Control del ciclo celular en las células troncales neurales

Como se mencioné anteriormente, una de las caracteristicas moleculares que distingue a
las CTN es la expresion del factor transcripcional BMI1. Este silencia de forma directa la
expresion del locus INK4A, el cudl codifica a los reguladores p16™“A que inhibe los
complejos ciclina-CDK, y p19°fF, que promueve la acumulaciéon de p53; lo cual implica
que la expresion de BMI1 previene la expresion de factores que interfieren con la
progresion del ciclo celular.

Diversos estudios han mostrado que interferir con la progresion del ciclo celular afecta el
potencial de diferenciacion de las CTN. La olomoucina es un derivado de purina que actia
como un potente inhibidor del complejo ciclina B-CDK1, pues compite con el sitio de union
de ATP de la cinasa; de esta forma inhibe la progresion del ciclo celular y en dosis
elevadas puede incluso bloquearlo (Schutte et al., 1997). Este compuesto se ha usado
como inhibidor de la fase G1 para hacer que la duracion de la division celular se alargue e
inducir la anticipacion de la fase de neurogénesis en CTN aisladas del telencéfalo
embrionario (Calegari, 2003, 2005). A la inversa, acortar la fase G1, mediante la
sobreexpresion del complejo CDK4-ciclina1, retarda el establecimiento de la fase
neurogénica y permite una mayor expansion de la poblacion de CTN (Lange et al., 2009).
Lo que estos estudios plantean es que modificar la duracién del ciclo celular representa
un mecanismo para modular la transicién entre la fase de expansiéon y la fase de
neurogénesis, argumentado que el tiempo al que la maquinaria celular esta expuesta a los
determinantes de una fase u otra, es fundamental. Estos estudios se enfocan a la fase del
desarrollo en que las CTN dejan de expandirse como poblacién y empiezan a generar
células del linaje neuronal, no existen estudios enfocados a la fase en la que la capacidad
neurogénica se pierde y las CTN adoptan un perfil gliogénico.

Otros estudios han mostrado que la regulacion del ciclo celular de las CTN depende de
los inhibidores del ciclo celular clasicos; por ejemplo: la salida del ciclo celular de las CTN
al adoptar el linaje neuronal en la médula espinal, depende de los inhibidores de cinasas
dependientes de ciclinas de la familia Cip/Kip (Gui et al., 2007). Se ha caracterizado
también la expresion del inhibidor p19™“P durante el desarrollo embrionario del SNC en
neuronas postmitéticas (Coskun and Luskin, 2001). La importancia de regular el ciclo
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celular no sélo tiene que ver con mecanismos antitumorales, también se ha visto que la
carencia de inhibidores de la progresién del ciclo celular, como p21°P, afecta el
mantenimiento de la poblacion de CTN que se requiere durante etapas avanzadas de la
vida de un organismo pues, sin éste, las células tienen un limite de proliferacion que se
agota en edades tempranas, si el ciclo celular no se regula negativamente (Kippin et al.,
2005).

p53 también tiene un papel importante en el control del ciclo celular de las CTN. In vitro, la
deficiencia de p53 favorece la expansion de progenitores neurales en forma de
neuroesferas y éstas tienen una preferencial capacidad de diferenciarse a neuronas;
como se esperaba, éstas tienen una menor respuesta a dafo a DNA (Armesilla-Diaz et
al., 2009). La via p19”*F-p53 ha sido descrita como esencial para el establecimiento de la
fase de gliogénesis en CTN telencefalicas. El mecanismo de accion de esta via parece
ser similar al de los farmacos que al alargar la duracion del ciclo celular promueven una
mayor exposicion a determinantes de linaje celular; en este caso, la via p19°RfF-p53
favorece el efecto de factores gliogénicos tales como el factor ciliar neurotréfico o CNTF,
por sus siglas en inglés (Nagao et al., 2008).

Se han medido cinéticas de proliferacion durante el desarrollo del SNC desde los afios
60s con lo cual se ha mostrado una gran variabilidad en la duracién del ciclo celular, la
cual depende, principalmente, de la regién del tubo neural que se evalue, y de la edad del
organismo (Molina and Pituello, 2017). A la duracion del ciclo celular incluso se le ha dado
la atribucion de determinar el fenotipo cortical entre especies, pues resulta que no soélo la
duracién del desarrollo cortical es mayor en primates que en roedores, también lo es la
duracion del ciclo celular (Borrell and Calegari, 2014). Aunque esta ultima s6lo sea una
hipotesis evolutiva, lo que si es un hecho es que la duracién de la division proliferativa
para expandir una poblacion celular es siempre menor que la division cuando las células
van a diferenciarse; por ejemplo, en el embrién de pollo, la duraciéon del ciclo celular
durante la fase de expansion de las CTN es de 8 horas, sin embargo, al iniciar la fase
neurogénica la duracion se duplica a 16 horas (Olivera-Martinez and Storey, 2007). No
existen estudios que describan posibles cambios en la duracion del ciclo celular durante la
transicion de la fase neurogénica a la fase gliogénica cuando las CTN pierden el potencial
de generar neuronas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mecanismos moleculares que, hasta el momento, se conocen como reguladores de la
transicion de la fase de neurogénesis a la fase de gliogénesis, durante el desarrollo del
sistema nervioso central, no explican la irreversibilidad de la pérdida del potencial
neurogénico de las células troncales neurales.

El acortamiento telomérico es una modificacion a la estructura del DNA que es irreversible
cuando las células dejan de expresar la enzima telomerasa, y su efecto se puede ver
reflejado en el producto de las subsecuentes divisiones celulares. Aunque éste podria
estar asociado con el potencial de diferenciacion, se desconoce el estado de la regulacién
telomérica y del ciclo celular de las células troncales neurales durante la transicion de la
fase de neurogénesis a la fase de gliogénesis.

Resulta interesante que dos de los mecanismos capaces de interferir con la progresion
del ciclo celular, a través del punto de revision en la fase G1, estén abatidos en la zona
subventricular, la unica region del sistema nervioso central donde las células troncales
neurales conservan la capacidad de generar neuronas hasta edades adultas avanzadas.
Por un lado, la actividad de telomerasa previene la erosion telomérica que activaria la via
p53/ p21°P; por otra parte, la expresion preferencial de BMI1 evita la acumulacion del
CDKI p16™%*A y de p192RF. Es por esto que, en este trabajo, se decidi6 evaluar la longitud
telomérica y el estado de los reguladores del ciclo celular en las células troncales
neurales, de otras regiones del sistema nervioso, que no conservan el potencial
neurogénico, y probar si éstos estan relacionados con el proceso de diferenciacion
celular.

Gliogénesis
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HIPOTESIS

La transicion de neurogénesis a gliogénesis esta regulada por la duracién del ciclo celular
de las células troncales neurales que, a su vez, depende de que éstas conserven la
actividad de telomerasa.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el estado de la regulacién telomérica y del ciclo celular de las células
troncales neurales, durante el desarrollo del sistema nervioso central para determinar si,
conforme el desarrollo procede y el potencial de diferenciaciéon se restringe, la actividad
de la enzima telomerasa disminuye y los telémeros se acortan; asi como, evaluar si se
activan vias de regulacion del ciclo celular, alargando la longitud de éste, mientras se da
la transicidn de neurogénesis a gliogénesis.

Para alcanzar este objetivo se plantean los siguientes:

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Caracterizar la expresion y actividad de la enzima telomerasa durante las fases de
neurogénesis, de transicion y de gliogénesis.

2) Determinar la longitud telomérica en células troncales neurales durante el
desarrollo.

3) Evaluar la expresion de reguladores del ciclo celular y la duracion de la longitud del
ciclo en estadios neurogénicos, de transicion y gliogénicos.

4) De encontrarse cambios significativos alrededor de la transicion de neurogénesis a
gliogénesis, evaluar el potencial de diferenciacion modificando alguno de los
reguladores de la longitud telomérica o del ciclo celular.
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MODELO DE ESTUDIO

Por su relativa simplicidad anatémica en este estudio se utilizé la médula espinal cervical
de ratébn como modelo para alcanzar los objetivos planteados.

La médula espinal ha sido ampliamente utilizada como modelo de diferenciaciéon neuronal,
se han hecho descripciones muy detalladas del establecimiento de los diferentes linajes
neuronales a lo largo del eje dorso-ventral durante el desarrollo embrionario (Jessell,
2000). Se ha descrito la relevancia de las sefales inductivas y la posicion de los
progenitores neuronales a lo largo de los ejes dorso-ventral y rostro-caudal para la
diferenciacion y el establecimiento de los distintos subtipos neuronales, encargados de la
transmisién sensorial, la integracion de sefiales propioceptivas y el control motor. La
organizacion estereotipica de la médula espinal se debe a la integracion de sefales
extrinsecas (gradientes de Sonic hedgehog y BMP) y sefiales intrinsecas (regulacion
transcripcional mediada por factores de homeodominio y factores hélice-asa-hélice) que
controlan la proliferacién y la diferenciacion celular (Helms and Johnson, 2003).

Ademas, respecto a las células troncales neurales presentes en la médula espinal adulta,
se ha estimado que su tiempo de duplicacion in vivo es de cinco a siete dias, que las
células resultantes expresan marcadores de progenitores gliales inmaduros y que hasta
las cuatro semanas empiezan a expresar marcadores especificos de astrocitos u
oligodendrocitos diferenciados (Horner et al., 2000). La actividad mitética de las CTN en la
médula espinal puede ser estimulada en respuesta a un dafio tisular o por la infusién de
factores de crecimiento. Sin embargo, las células diferenciadas que resultan son de las
estirpes astrocitica y oligodendrogial, en ningun caso son neuronas, debido a la restriccidon
generalizada del potencial neurogénico (Martens et al., 2002).
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MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron ratones de la cepa CD1 provistos por la Unidad de Modelos
Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM o por la compafia
comercial Harlan México S.A de C.V. Se solicitaron ratonas gestantes cronometradas,
donde el dia que se observo el tapén vaginal fue considerado como dia postconcepcion 1.

Las ratonas gestantes se sacrificaron por dislocacion cervical y se realizaron las cirugias
necesarias para obtener las muestras embrionarias al dia postconcepcion 11 (E11) y al
dia postconcepcion 14 (E14). Para la obtencion de las muestras postnatales, se monitore6
el nacimiento de la camada y los animales se sacrificaron por hipotermia 24 horas
después del nacimiento, dia postnatal 1 (P1). Los protocolos utilizados fueron aprobados
por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Caracterizaciéon inmunohistoquimica de la médula espinal cervical

Embriones completos del E11 y E14, asi como el segmento cervical de la columna
vertebral de ratones del P1, se fijaron por inmersiéon en paraformaldehido al 4% por 48
horas a 4°C. Después de la fijacion todas las muestras se lavaron con amortiguador de
fosfatos y solucion salina 0.1 M (PBS), se crioprotegieron deshidratandolas mediante un
gradiente de sacarosa (10, 20 y 30%) y se congelaron en metilbutano. Se realizaron
cortes histologicos de 20 um en criostato, s6lo se colectaron los correspondientes a la
seccion cervical.

El tratamiento de los cortes previo a la inmunotincion consistié en: incubacion de 60
minutos en desenmascarador de antigenos comercial (immunoretriever, Bio-SB) a 65°C;
incubacién de 15 minutos en desenmascarador de antigenos comercial a temperatura
ambiente; 3 lavados de 20 minutos con Triton al 0.5% en PBS (PBST).

Para la inmunotincion se utilizé una soluciéon de suero de caballo al 8% en PBST como
solucion de bloqueo; los cortes se incubaron en anticuerpo primario, diluido en solucién de
bloqueo, en las condiciones descritas en la Tabla 1 para cada anticuerpo (como control
negativo, los cortes se incubaron en solucién de; después de 3 lavados de 10 minutos con
PBST, los cortes se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente en anticuerpo
secundario, acoplado a peroxidasa o al fluoréforo Alexa 488 o Alexa 594, diluido en
solucion de bloqueo y se hicieron 3 lavados de 10 minutos con PBS.

En los cortes que fueron procesados con microscopia de luz blanca se realizd la
contratincion nuclear con verde de metilo al 0.5% en acetato de sodio; el tejido que fue
observado con fluorescencia se contratind con DAPI 1 ug/ml en PBS. Las imagenes se
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capturaron en un microscopio de epifluorescencia marca Olympus BX51-WI acoplado a
unidad de disco giratorio.

Tabla 1. Especificaciones de cada anticuerpo primario utilizado

Marca y Duracién  Temperatura

Antigeno Hospedero num.de Dilucion de la de la

cat. incubacion  incubacion

TERT Conejo Santa Cruz 1:400 48 horas 4°C
SC-7212

DCX Cabra Santa Cruz 1:500 15 horas Ambiente
SC-8066

GFAP Pollo Millipore 1:1000 15 horas Ambiente
AB5541

SOX-2 Cabra Santa Cruz 1:500 15 horas Ambiente
SC-17320

Extraccion de proteinas para cuantificacion o ensayo de actividad enzimatica

Se reunio el tejido resultante de la diseccion de la médula espinal cervical de 4 animales
por edad para cada muestra destinada a Western blot, o0 de un animal para cada muestra
del ensayo de actividad enzimatica.

El tejido se lisd6 y homogeneiz6 en soluciéon CHAPS (Tris-HCI 10 mM, MgCl> 1 mM, EGTA
1 mM, Benzamidina 0.1 mM, B-Mercaptoetanol 5 mM, CHAPS 0.5% y glicerol 10%) con
inhibidor de RNAsas (160 U/ml). Las muestras se homogeneizaron mecanicamente con
micropistilos de plastico, se incubaron 30 minutos a 4°C y se centrifugaron a 12000 rpm
por 20 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se determind la concentracion de
proteinas mediante el ensayo de acido bicinconinico, segun las indicaciones del
proveedor (Pierce, ThermoFisher) utilizando una curva de albumina como referencia. La
absorbancia se determind con un espectrofotometro tipo NanoDrop 1000, las lecturas se
realizaron a una longitud de 562nm

Cuantificacion de proteinas mediante Western blot

Se separaron 25 ug de proteina por muestra mediante electroforesis a 175 V en un gel de
poliacrilamida al 10%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
usando un sistema de transferencia semiseca a 300 mA por 1.5 horas. La eficiencia de la
transferencia se evalué con la tincion de Ponceau. Después de destefiirla, la membrana
se incubo en solucién de bloqueo (leche descremada al 5% y suero bovino fetal al 3% en
amortiguador Tris y solucion salina (TBS) con Tween-20 al 0.1%) por 1 hora.
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Para el inmunoblot, la membrana se incub6é simultdneamente con los anticuerpos
primarios anti-Telomerasa (Santa Cruz sc-7212, hecho en conejo) y anti-Actina (abcam
16039, hecho en conejo), diluido en solucion de bloqueo, por 15 horas; después de 3
lavados de 10 minutos con TBS con Tween-20 al 0.1%, la membrana se incubd en
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano anti-IgG de conejo (Chemicon
AP182P, generado en burro), diluido en soluciéon de bloqueo, por 2 horas a temperatura
ambiente y se hicieron 3 lavados de 10 minutos con TBS. La actividad de peroxidasa se
reveld usando como sustrato luminol segun las instrucciones del proveedor (Millipore).

La luminiscencia se capturd6 en un documentador digital marca GelLogic 1500 y la
intensidad se cuantific6 en la imagen digital con el software ImageJ. Los valores de
densidad de telomerasa se normalizaron con respecto a los de actina, que se uso como
control de carga.

Cuantificacion de actividad de telomerasa: ensayo TRAPeze

Para medir la actividad de telomerasa se utilizo el kit TRAPeze segun las instrucciones del
proveedor (Chemicon). La solucién incluida en el kit contiene un templado sintético de 50
nucledtidos (TS) que sirve como sustrato de la actividad catalitica de telomerasa y como
oligonucledtido para la reaccion de PCR, un oligonucleétido reverso, dNTPs y taq
polimerasa. El ensayo consta de dos etapas, en la primera, la telomerasa presente en la
muestra de interés o en el control positivo, extiende el TS afiadiendo repeticiones de 6
nucledtidos (GGTTAG) por 30 minutos; en la segunda etapa, los oligonucleétidos de
diferentes longitudes (50, 56, 62, 68, etc.) se amplifican por PCR. Se preparé la mezcla
indicada con los reactivos contenidos en el kit y a cada tubo se le agregaron 500 ng de
proteina por muestra (para que las reacciones fueran comparables). La reaccion se llevo
a cabo con el programa para termociclador recomendado en el kit que consiste en: Ciclo 1
(1x) 30 minutos a 30°C. Ciclo 2 (30x) 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 55°C; 60
segundos a 72°C. Los productos de PCR se separaron por electroforesis a 300 V en un
gel de acrilamida al 17% en TBE 1x.

El gel se tifld con una solucién de Bromuro de Etidio para su visualizacion con luz UV y se

documentd en el equipo digital marca GelLogic 1500; la intensidad se cuantifico en la
imagen digital con el software ImageJ.

Cultivo de células troncales neurales: modelo de neuroesferas

Se reunio el tejido resultante de la diseccion de la médula espinal cervical de 5 animales
de los dias E11, E14 y P1 para cada muestra destinada a este ensayo.
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El tejido obtenido de los animales de edades embrionarias se disgregd mediante digestion
enzimatica con tripsina 0.1% (20 minutos a 37°C); para disgregar el tejido obtenido de los
animales de edad posnatal se utilizd una solucion de digestion con tripsina 1.33 mg/ml,
hialuronidasa 0.67 mg/ml, acido quinurénico 0.2 mg/ml y DNAsa 0.02 mg/ml. Al cabo de la
digestion, el tejido se dispersé mecanicamente con 20 pases por micropipeta de 200 pl y
30 pases por pipeta Pasteur con la punta redondeada. Posteriormente, el tejido
disgregado se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
elimind el sobrenadante; el pellet se resuspendié en 1 ml de medio definido (DMEM/F12
con Hepes sin suero, suplementado con Glutamax y una mezcla hormonal que contiene:
insulina 25 pg/ml, transferrina 100 pg/ml, progesterona 20 nM, putrescina 60 uM, selenito
de sodio 30 nM y heparina 1 ug/ml). Las células se contaron y se sembraron, en cajas de
multiples pozos de baja adherencia, en medio definido con EGF y FGF-2 (20ng/ml de
cada uno) a una densidad de 250 mil células viables por mililitro. Se almacenaron en una
incubadora a 37 °C y 5% CO2. La misma dosis de factores de crecimiento se agregé cada
tercer dia para mantener las células en estado no diferenciado. A partir del dia 7, después
de sembradas, se reviso la formacion de neuroesferas.

La neuroesferas generadas se recolectaron y se disociaron con Tripsina al 0.025% (10
minutos a 37°C) para obtener un subcultivo a partir de las células remanentes. Las células
se contaron y se sembraron, en cajas de multiples pozos de baja adherencia, en medio
definido con EGF y FGF-2 (20 ng/ml de cada uno) a una densidad de 100 mil células
viables por mililitro. El subcultivo se almacend en las mismas condiciones que el cultivo
primario y también se le adicionaron factores de crecimiento cada tercer dia y se dio
seguimiento a la formacion de neuroesferas secundarias a partir del dia 7.

Olomoucina es un derivado de purina que actua como un potente inhibidor del complejo
ciclina B-CDK1, pues compite con el sitio de unién de ATP de la cinasa; de esta forma
inhibe la progresion del ciclo celular y en dosis elevadas puede incluso bloquearlo
(Schutte et al., 1997). Este inhibidor especifico de CDK de la fase G1 alarga el ciclo
celular de células progenitoras neurales. Se agregd al medio de cultivo de neuroesferas
secundarias de E11 a una concentracion de 50 uM (a partir de una solucion stock 50 mM
en DMSO). El mismo volumen de DMSO fue afiadido a cultivos control. Estos cultivos
fueron mantenidos en las mismas condiciones que el cultivo primario por siete dias.

Caracterizacion inmunohistoquimica de las neuroesferas

Para realizar las inmunotinciones, las neuroesferas formadas en el subcultivo se
sembraron en portaobjetos tratados con poli-L-lisina, se incubaron con Suero Bovino Fetal
al 1% en medio definido, para promover su diferenciacion por 48 horas y se fijaron con
paraformaldehido al 2% en PBS por 30 minutos. Se hicieron tres lavados de 5 minutos
con PBS. Se incubaron 20 minutos en solucion de bloqueo (glicina al 1%, tritén X-100 al
0.2% y suero de caballo al 10% en PBS); posteriormente se incubaron los anticuerpos
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primarios en solucion de bloqueo durante 2 horas: anti-MAP2 (1:500, AB5622, Millipore) y
anti-GFAP (1:500, AB5541, Millipore). Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y se
incubaron los anticuerpos secundarios por 1.5 horas en solucion de bloqueo, se hicieron
nuevamente 3 lavados con PBS y se contratifieron con DAPI 1 pg/ml. Las imagenes se
capturaron en un microscopio de epifluorescencia marca Olympus BX51-WI acoplado a
unidad de disco giratorio.

Ensayo para medir proliferacion celular

El subcultivo de neuroesferas de las tres edades de interés fue tratado con BrdU (5 uM)
durante las ultimas 1, 3, 6, 12, 6 24 h de cultivo, tras las cuales, las neuroesferas fueron
colectadas, el medio con BrdU fue remplazado por solucion de disgregacion en la que se
incubaron por 10 minutos a 37°C; la disgregacion enzimatica fue inactivada y la
suspension celular fue disociada y centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente; el pellet fue resuspendido en medio definido para hacer el conteo
celular; se sembraron 100,000 células en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina a una
densidad de 1000 células por microlitro y se incubaron por 2 horas a 37°C, en una
atmosfera de 5% CO2; posteriormente, las células fueron fijadas con paraformaldehido al
2% por 30 minutos. Para la inmunodeteccion de BrdU, las células fijadas se trataron
secuencialmente con acido clorhidrico 0.5 N por 20 minutos a 37°C, borato de sodio 0.1 M
por 10 minutos, PBS por 10 minutos, PBS con Tritén X-100 al 0.2% por 20 minutos y
solucién de bloqueo por 30 minutos. El anticuerpo primario anti-BrdU se diluyé 1:500 en
solucioén de bloqueo y se incubo por dos horas. Después de 3 lavados con PBS, se incubd
el anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa 488 por 90 minutos. Por ultimo, las
células se contra-tifieron con DAPI 1 pg/ml. Las imagenes se capturaron en un
microscopio de epifluorescencia marca Olympus BX51-WI acoplado a unidad de disco
giratorio, con el cual se realizé el muestreo de 10 campos visuales elegidos de manera
sistematica y aleatoria (software Stereolnvestigator, MBF). Los nucleos con tincion
positiva de BrdU fueron contados manualmente y en los resultados se representan como
la proporcidn del total de nucleos.

Extraccion, cuantificacion de mRNA y PCR

El subcultivo de neuroesferas de las tres edades fue colectado después de 7 dias de
cultivo y las neuroesferas fueron disgregadas; un millén de células fueron colectadas en
un tubo de 1.5 ml. La suspensién fue centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos y lavada con
PBS, después fue centrifugada y se congelé el pellet sin sobrenadante. El pellet
descongelado fue resuspendido en Trizol y el RNA se extrajo mediante el método de fenol
y cloroformo, siguiendo las instrucciones del proveedor (Invitrogen). Se determiné la
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concentracion de RNA por espectrofotometria en NanoDrop. EI cDNA se sintetizd
utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).

Se utilizaron 100 ng de cDNA para cada reaccion de PCR con la mezcla Kapataq (KAPA
Biosystems) y las siguientes condiciones de amplificacion: 2 min a 94°C; 25 ciclos de 30 s
a 95°C, 30 sa55°C,y 1 mina72°C; 5 mina 72°C.

Las siguientes parejas de oligonucledtidos (5' -> 3’) se utilizaron para amplificar cada gen
de interés:

p16INK4A, TCACACGACTGGGCGATTG y AGCTCTGCTCTTGGGATTGG (amplicon de 79 pb),
p19ARF, TGAAGTTCGTGCGATCCCGG y TGAGCAGAAGAGCTGCTACG (amplicon de 160 pb),
p19INK4D, TCCCCATCCATCTGGCGATA y ATGGCTGTTGCCTGTAGGAG (amplicén de 400 pb),
p21CIP, GGAACATCTCAGGGCCGAAA y CTGAGGATCACCCCCAGGTA (amplicon de 519 pb),
p27KIP, AGATACGAGTGGCAGGAGGT y TGTTTACGTCTGGCGTCGAA (amplicon de 381 pb),
p53 ATTCAGGCCCTCATCCTCCT and GAAGCCATAGTTGCCCTGGT.

Se utilizé el gen de actina como control interno de carga. Como control negativo, las
reacciones se incubaron sin anadir el cDNA de las muestras.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. El gel
se tind con una solucion de bromuro de etidio para su visualizacion y documentacion con
luz UV en el equipo digital marca GelLogic 1500; la intensidad se cuantificé en la imagen
digital con el software ImagedJ.

Analisis estadistico

El analisis se realizé6 con el programa Prism 8 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). Los datos se presentan como el promedio (+ error estandar). Las comparaciones
entre edades se hicieron con una prueba de ANOVA de una via. El analisis post hoc de la
densidad integrada del Western blot, del ensayo TRAPeze, y de los niveles de mRNA se
hicieron con la prueba Kruskal-Walis; para el diametro de neuroesferas se usé la prueba
de Tukey.
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RESULTADOS

Validacion del modelo de estudio: Al dia embrionario 11, las células progenitoras
neurales son neurogénicas y expresan de forma abundante la subunidad catalitica

de la enzima telomerasa

Estudios radiograficos de los afios 70’s evaluaron los patrones de neurogénesis en
distintas areas del SNC, incluida la médula espinal cervical en la que el nivel mas alto de
produccion neuronal se da entre los dias 10 y 14 de desarrollo murino (Nornes and Carry,
1978). Para este trabajo se validaron las edades de estudio con marcadores moleculares
asociados a progenitores neurales y relacionados al linaje neuronal y astrocitico.

SOX-2 es un factor de trascripcion que se expresa tempranamente durante el desarrollo
del tubo neural. Se le atribuye la induccién neural del ectodermo y el mantenimiento de los
progenitores neurales tempranos. Es incluso considerado un buen marcador de
progenitores neurales en el cerebro adulto (Komitova and Eriksson, 2004). En las figuras
7 y 8 podemos observar que SOX-2 es expresado por las células que rodean la luz del
tubo neural al dia embrionario 11 (E11) y 14 (E14), asi como por un menor numero de
células que rodean el canal central de la médula espinal cervical, al dia postnatal 1 (P1).

Doblecortina (DCX) es una proteina asociada a microtubulos que es indispensable para la
migracion neuronal durante el desarrollo del SNC y es utilizado como marcador de
neuroblastos. En la figura 7 podemos observar que solo esta presente en la médula
espinal cervical del E11, etapa a la que se le atribuimos una neurogénesis activa.

Figura 7. Expresion de SOX-2 y doblecortina (DCX) durante el desarrollo de la
médula espinal cervical. Fotomicrografias que ilustran cortes transversales de 20
pMm de médula espinal cervical inmunotefiidos para DCX (verde) y SOX-2 (rojo),
contratefidos con DAPI (azul). A: E11; B: E14; C: P1 (escala= 50 pm).

La proteina acidica glial fibrilar (GFAP) es una proteina asociada a filamentos intermedios
que modula la forma y el movimiento de los astrocitos; es utilizada como un método de
identificacion de rutina de astrocitos maduros. En la figura 8 podemos ver que soélo esta
presente en las regiones externas de la médula espinal cervical del P1, en las células
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ubicadas en la regién correspondiente a la materia blanca. El hecho de que no esté
presente en las etapas fetales, E11 y E14, confirma que en éstas aun no estan presentes
células maduras de la estirpe astrocitica.

Figura 8. Expresion de SOX-2 y la proteina acidica glial fibrilar (GFAP)
durante el desarrollo de la médula espinal cervical. Fotomicrografias que
ilustran cortes transversales de 20 ym de médula espinal cervical inmunotefidos
para GFAP (verde) y SOX-2 (rojo), contratefiidos con DAPI (azul). A: E11; B: E14;
C: P1 (escala= 50 uym).

Visualizar la localizacion de estos marcadores de diferenciacion en el tejido neural,
permitié confirmar que E11 es un estadio neurogénico, P1 gliogénico y E14 un estado de
transicion; de esta forma se establecieron estas edades para realizar la evaluacion de los
mecanismos moleculares de interés.

De forma equivalente, se visualizé la presencia de la subunidad proteica de la enzima
telomerasa (TERT) para validar el modelo de estudio. En la figura 9 se puede observar
que la expresion de TERT es muy abundante en los nucleos de toda la médula espinal en
E11, ésta disminuye para E14 pero muchos de los nucleos de la zona ventricular la
conservan y para P1 la expresion se concentra en los nucleos de las células que rodean
el canal central, pero la intensidad de la marca y la frecuencia de los foci por nucleo es
menor si se compara con los nucleos de la zona ventricular de E11.

Es importante sefialar que TERT en E14 y P1 parece expresarse en la misma poblacion
que presento expresion de SOX-2, pero no se realizaron las tinciones dobles para validar
que fueran las mismas células.

Con estos resultados se valido la caracterizacion de estas tres etapas del desarrollo como
representativas de la fase neurogénica, el dia embrionario 11 (E11), de la fase gliogénica,
el dia posnatal 1 (P1) y de transicion, el dia embrionario 14 (E14).
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Figura 9. Expresion de telomerasa durante el desarrollo de la médula espinal
cervical. Fotomicrografias que ilustran cortes transversales de 20 ym de médula
espinal cervical inmunotenidos para TERT (precipitados especificos de color negro)
y contratefiidos con verde de metilo. Ay D: E11; By E: E14; Cy F: P1. Insertos D’ E’
y F’ muestran nucleos de los controles negativos como referencia (escala= 100 pm
en ABC; 10 um en DEF).

El nivel de la enzima telomerasa y su actividad disminuyen durante la transicién de

neurogénesis a gliogénesis in vivo

Ademas de la evaluacion cualitativa en el tejido, se cuantifico el nivel de TERT durante el
desarrollo de la médula espinal cervical mediante Western blot y la actividad de
telomerasa con el ensayo enzimatico correspondiente.

En la figura 10 se muestra una imagen representativa de los resultados obtenidos con la
inmunodeteccion, asi como la cuantificacion respectiva; la cantidad del componente
proteico de la enzima telomerasa (TERT) se determind normalizando la densidad
integrada de su inmunodeteccion, con la densidad integrada de la inmunodeteccion de la
proteina actina. Es posible observar una clara disminucién de la subunidad catalitica de la
enzima de E11 a E14 que se mantiene disminuida en P1. Resulta también importante
evaluar cuantitativamente en estas etapas la actividad enzimatica o la longitud telomérica,
para entender las posibles consecuencias de la disminucién de la expresion de la enzima.
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Figura 10. Anadlisis por Western blot de la subunidad catalitica de la enzima
telomerasa. A. Inmunoblot para TERT y para actina, representativos de las tres
edades estudiadas. B. Representacion grafica de la cuantificacion hecha de la
densidad integrada de la inmunodeteccion de TERT normalizada con la
inmunodeteccion de actina. Los datos se presentan como el promedio (+/- error
estandar) de 4 experimentos independientes. **p=0.006 y *p=0.049 tras prueba
Kruskal-Walis respecto a E11.

Para medir la actividad de telomerasa se utilizé el kit TRAPeze segun las instrucciones del
proveedor (Chemicon). Como parte de este protocolo, los componentes de la reaccion in
vitro incluyen un sustrato de DNA sintético que contiene la secuencia que reconoce la
enzima telomerasa y nucleétidos que son usados por la enzima que esté presente en 500
ng de proteina de la muestra de interés, para ampliar la longitud del sustrato mediante la
adicion repetida de seis nucleétidos por ciclo. Como resultado se obtienen fragmentos de
DNA de multiples tamafios que son amplificados por PCR vy visualizados en un gel de
acrilamida. El analisis de los productos obtenidos se realizé con el programa Imaged, el
cual permite graficar el patron de bandeo que se observa en la figura 11A. Para el analisis
estadistico de la figura 11B, se analiz6 la densidad de cada carril en funcién del area
(Densidad Integrada) en tres muestras por edad.
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Figura 11. Andlisis de la actividad de la enzima telomerasa in vivo. A. Gel de
acrilamida con los productos de la PCR de los oligonucleétidos extendidos por la
telomerasa de las siguientes muestras: Carril 1 marcador de peso molecular; carriles
2, 3 y 4 productos obtenidos con muestras de E11. Carriles 5, 6 y 7 productos
obtenidos con muestras de E14. Carriles 8, 9 y 10 productos obtenidos con muestras
de P1. B. Representacion grafica de la cuantificacion hecha de la densidad integrada
de la actividad de la enzima telomerasa. Los datos se presentan como el promedio
(+/- error estandar) de 3 experimentos independientes. *p=0.03 tras prueba Kruskal-
Wallis respecto a E11.

En el gel se puede observar que el patron de bandeo mas abundante se presenta en las
muestras de E11, lo cual refleja una mayor actividad de telomerasa respecto a las otras
edades; aunque los productos de las muestras de E14 alcanzan la misma longitud
maxima que los de E11, los de menor longitud no parecen ser tan abundantes y en
general la intensidad de todos los productos es menor; con las muestras de P1 no se
obtiene un patron de bandeo constante, lo cual se puede atribuir a la baja actividad de
telomerasa en la muestra, misma que correlaciona con la disminucién en la expresion de
la subunidad catalitica que se habia observado anteriormente por Western blot.

En ambos casos, debe tomarse en cuenta que la disminucion de TERT y de la actividad
enzimatica pueden estar influenciada por la dilucién de la poblaciéon de CTN conforme el
desarrollo avanza. Lo cual se puede constatar con la disminucion en el nUmero de células
positivas a SOX-2 en las figuras 7 y 8. Seria ideal poder medir estos parametros en CTN
aisladas. Una alternativa es el uso de un modelo in vitro.

Validacion del modelo de neuroesferas: el potencial de diferenciacion observado in

vivo se conserva in vitro

Para profundizar la caracterizacion de los mecanismos moleculares de diferenciacion se
utilizé una aproximacion in vitro mediante el cultivo de neuroesferas. Lo primero que se
valido fue el patrén de diferenciacion que se habia observado in vivo. Se aislaron CTN del
segmento cervical de las tres edades de interés, se expandié la poblacién por una
semana y después se disgregaron las neuroesferas primarias y se hizo un subcultivo a
menor densidad celular. Las neuroesferas secundarias se fijaron y tifieron con los
marcadores de diferenciacion neuronal y glial, MAP2 y GFAP, respectivamente (figura
12A). De la poblacion total de neuroesferas obtenidas, se cuantificd la proporcién con
capacidad de generar ambos linajes, o que mostraban una diferenciacion preferencial
hacia el linaje neuronal o glial. Como se observa en la figura 12B, casi 60% de las
neuroesferas secundarias obtenidas del tejido E11 muestran inmunoreactividad neuronal
(positivas para MAP2); una proporcion similar de neuroesferas de E14 muestran un doble
inmunomarcaje para MAP2 y GFAP vy, por ultimo, las neuroesferas de P1 dan origen, de
forma preferencial, a células del linaje glial (que expresan GFAP).
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Estos resultados confirman las observaciones de otros autores respecto al efecto de los
factores intrinsecos que conservan el potencial de diferenciacion sin importar el
microambiente de cultivo (Seaberg et al., 2005). Por lo que consideramos que las
neuroesferas son un modelo util para evaluar los mecanismos de restriccion del potencial
de diferenciacion.
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Figura 12. Potencial de diferenciacion de CTN de médula espinal cervical
durante el desarrollo. A. Fotomicrografias de neuroesferas representativas de las
tres edades de interés, inmunotefiidas para MAP2 (rojo), GFAP (verde) y
contratefiidos con DAPI (azul) escala= 100 ym. B. Representacion grafica de la
cuantificacion de las subpoblaciones de neuroesferas con diferentes potenciales de
diferenciacion (E11 n=43; E14 n=28; P1 n=40).
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La actividad de telomerasa no disminuye durante la transicion de neurogénesis a

gliogénesis in vitro

Se repitid el analisis de actividad enzimatica descrito anteriormente, pero para éste, los
500 ng de proteina de la muestra de interés se obtuvieron del extracto de un millon de
células provenientes de la disgregacion del subcultivo de neuroesferas secundarias de las
edades de interés.
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Figura 13. Analisis de la actividad de la enzima telomerasa in vitro. A. Gel de
acrilamida con los productos de la PCR de los oligonucleétidos extendidos por la
telomerasa de las siguientes muestras: Carril 1 marcador de peso molecular; carriles
2, 3 y 4 productos obtenidos con muestras de E11. Carril 5, 6 y 7 productos obtenidos
con muestras de E14. Carril 8, 9 y 10 productos obtenidos con muestras de P1. B.
Representacion grafica de la cuantificacion hecha de la densidad integrada de la
actividad de la enzima telomerasa. Los datos se presentan como el promedio (+/- error
estandar) de tres experimentos independientes.

A diferencia de lo observado in vivo, la actividad de telomerasa no disminuye in vitro. Con
esta observacion surge la duda de si la falta de la correlacion entre lo observado in vivo e
in vitro se podria explicar como un artefacto del cultivo celular; no podemos descartar que
alguno de los componentes del medio de cultivo active a la telomerasa, o que el medio
carezca del componente del microambiente encargado de inhibir a la enzima in vivo;
aunque asi fuera, no tenemos la resolucion experimental para medir la longitud telomérica
en los cultivos y por lo tanto no podemos evaluar el efecto de estas estructuras sobre el
potencial de diferenciacion.
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Las células troncales neurales con potencial neurogénico se dividen mas rapido, su

ciclo celular es mas corto

Al dia 7 de cultivo, las neuroesferas secundarias obtenidas de la médula espinal del dia
embrionario 11 son de mayor tamafio que las obtenidas de la médula de E14 y P1 (figuras
12A y 14A). La reduccion del tamafo de las neuroesferas se ha asociado a una
disminucion en la capacidad de autorrenovacion, pero no a un incremento en la muerte
celular (Molofsky et al., 2003). Para evaluar si en este modelo el ciclo celular se alarga y
la proliferacion disminuye, se utilizé un marcaje con BrdU. Se agregé BrdU al medio de
cultivo, durante las ultimas 24, 12, 6, 3 6 1 hora de cultivo (todos los cultivos se
procesaron de manera simultanea después de 7 dias). EIl numero de células que
incorporaron este analogo de timidina fue mayor en neuroesferas de E11, respecto a las
de E14 y P1 (figura 14B). Mediante un analisis de regresién descrito anteriormente
(Kippin et al., 2005; Smith and Luskin, 1998), en el que se utiliza el reciproco de la
pendiente de la regresion lineal que se genera en cada ensayo para cada edad de interés,
se calcul6 con un intervalo de confianza del 95%, que la duracion del ciclo celular para las
tres edades es de 34.7 horas para E11, 51.4 horas para E14 y 52.8 horas para P1. Con lo
que se puede aseverar que el establecimiento de la fase gliogénica esta acompafiado de
un alargamiento del ciclo celular.
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Figura 14. Analisis del tamafo de las neuroesferas y su velocidad de
proliferacion. A. Representacion grafica de la cuantificacion del diametro de las
neuroesferas secundarias de las tres edades de interés a los 7 dias de cultivo. Los
datos se presentan como el promedio (+/- error estandar). E11 = 439.9 + 18.94 ym
(n=43); E14 = 407 + 15.95 pm (n=28); P1 = 355.5 + 17.47 ym (n=40). *p = 0.0021 tras
analisis de varianza con prueba de Tukey. B. Representacion grafica del curso
temporal en el que se observé el marcaje con BrdU. Los datos se presentan como el
promedio de tres experimentos (+/- error estandar).
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El nivel de algunos reguladores del ciclo celular aumenta durante la transicién a

gliogénesis in vitro

Se ha observado que algunos inhibidores de los complejos de cinasas dependientes de
ciclinas (CKI) se activan durante el establecimiento de la fase gliogénica en estructuras
telencefalicas, en particular los asociados a la via p19*%F-p53 (Nagao et al., 2008). Dado
el alargamiento de la longitud del ciclo celular observado en el modelo de neuroesferas de
la médula espinal, se decidié evaluar los niveles de expresion del mRNA que codifica para
algunos CKI: p27X*1 p21CP p19NKD n16NKA gand p19ARF; estas moléculas representan a
las familias Cip/Kip e INK4. En la figura 15 se puede observar que la expresion de p27K*!,
p21°P y p19™NK4D no cambia en las neuroesferas obtenidas de las tres edades de interés
(aunque p21°P parece aumentar la tendencia no es significativa). La expresion de p16™N<#A
no fue detectada consistentemente. Si se observd un incremento significativo en la
expresion de p19°7F por lo que suponemos que la via de sefializacion de p53 podria
también participar en el establecimiento de la fase gliogénica de la médula espinal. Sin
embargo, el mMRNA que codifica para p53 esta presente en las tres edades de forma
equiparable.
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Figura 15. Expresion de reguladores del ciclo celular en neuroesferas de la médula
espinal. A. Representacion grafica de la cuantificacion de los niveles de expresion de los
diferentes reguladores del ciclo celular en neuroesferas de las tres edades de interés.
Los datos se presentan como el promedio de tres experimentos (+/- error estandar)
**p=0.0048. Las fotografias alineadas en la parte inferior corresponden a los geles
respectivos a cada gen analizado. Los datos se normalizaron con la expresion de actina.

45



Alargar el ciclo celular no afecta el potencial de diferencicion de las neuroesferas

neurogénicas

Los resultados obtenidos correlacionan la pérdida del potencial neurogénico de las
CTN de la médula espinal y el establecimiento de la fase gliogénica, con el incremento
de la duracion del ciclo celular y la disminucion de la capacidad proliferativa. Para
evaluar la relaciéon se trataron neuroesferas neurogénicas del dia embrionario 11 con
el farmaco olomoucina, que es un inhibidor especifico de los complejos de cinasas
dependientes de ciclinas que alarga la duracion de la fase G1 del ciclo celular.

Los cultivos tratados generaron, como se esperaba, neuroesferas de menor tamano
respecto a las generadas en cultivos control (figura 16A). De la poblacién total de
neuroesferas obtenidas, se cuantificé la proporcién formada principalmente por neuronas,
por astrocitos o por células de ambos linajes (figura 16B). A pesar del efecto en el tamano
de las neuroesferas, el tratamiento con olomoucina no genero diferencias significativas en
el potencial de diferenciacion. Las neuroesferas ilustradas en la figura 16C representan
los perfiles de diferenciacion mas representativos en ambos tratamientos.

Fue sorprendente encontrar neuroesferas pequefias con potencial de diferenciacion
neurogénico, pues las neuroesferas de tamafo equivalente obtenidas de la médula de P1
estan formadas principalmente por astrocitos. Este resultado parece descartar que el
establecimiento de la fase gliogénica esté asociado a la longitud del ciclo celular. Sin
embargo, cabe la posibilidad de que el alargamiento de la fase G1 del ciclo celular sea
insuficiente para eliminar el potencial neurogénico, si el mecanismo que subyace la
irreversibilidad no se ha establecido.

Desafortunadamente, para la realizacion de este trabajo no se conté con la resolucion
técnica que nos permitiera medir la longitud telomérica en nuestro modelo de estudio, ni in
vivo, ni in vitro. Por lo que no es posible descartar la posibilidad de que éste sea el
mecanismo que regula la irreversibilidad de la pérdida del potencial neurogénico de las
células troncales neurales durante el desarrollo del sistema nervioso.
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Figura 16. Tamano de las neuroesferas y potencial de diferenciacion de CTN
tratadas con olomoucina. A. Representacion grafica de la cuantificaciéon del diametro
de neuroesferas tratadas con olomoucina, con el vehiculo o sin tratamiento. Los datos
se presentan como el promedio (+/- error estandar). *p = 0.0001 tras analisis de

varianza con prueba de Tukey Control = 471.3 £ 20.37 pm (n = 68); DMSO = 4954 +

19.48 pm (n=58); Olomoucina = 322 + 9.665 pm (n=63). B. Representacion grafica de

la cuantificacion de las subpoblaciones de neuroesferas con diferentes potenciales de
diferenciacion. C. Fotomicrografias de neuroesferas representativas de las tres edades
de interés, inmunotefidos para MAP2 (rojo), GFAP (verde) y contratefiidos con DAPI
(azul) escala= 100um.
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DISCUSION

MODELO DE REGULACION INTRINSECA DEL POTENCIAL DE DIFERENCIACION

La diferenciacién secuencial de las células troncales neurales, durante el desarrollo del
sistema nervioso central, las hace un modelo muy interesante para estudiar la
diferenciacion y el establecimiento de linajes celulares. En este trabajo se plante6 como
objetivo aprovechar que, en la médula espinal, en una ventana de tiempo corta se
observa la pérdida de potencial de diferenciacion de las células troncales neurales, que en
otros tejidos se presenta en etapas mucho mas avanzadas de la vida de un organismo.

El disefio experimental de este trabajo estuvo basado en el modelo conceptual descrito en
la figura 17. En este modelo se esperaba que la pérdida gradual del potencial neurogénico
y el establecimiento de la fase gliogénica estuvieran acompafados de un decremento en
la actividad de telomerasa, que promoveria el acortamiento telomérico, y una acumulacion
de las sefiales de dafio al DNA, que tendria como consecuencia un aumento en la
duracion del ciclo celular. Desafortunadamente, no se contd con la capacidad
experimental de evaluar el elemento que pudiera fungir como el mecanismo regulador de
la irreversibilidad de la pérdida del potencial neurogénico, la longitud telomérica.

Gliogénesis

Actividad de telomerasa

Acortamiento telomérico

Figura 17. Modelo de la regulacion intrinseca de la transicion de neurogénesis a
gliogénesis.



Hubo dos instancias en particular en las que medir la longitud telomérica hubiese sido
fundamental para la validacion de este modelo: 1) al obtener neuroesferas de las tres
edades de interés (figura 12); y 2) después de tratar neuroesferas neurogénicas con
olomoucina (figura 16). El no observar diferencias en la actividad de telomerasa en los
cultivos de neuroesferas, pone en duda la validez del modelo. Sin embargo, existe la
posibilidad de que la actividad de telomerasa documentada en la figura 13 sea un
artefacto del cultivo celular, debido a que los modelos in vitro no recapitulan todos los
componentes del microambiente. Los dos factores de crecimiento utilizados en el cultivo
de neuroesferas, EGF y FGF-2, activan la expresion de telomerasa (Haik et al., 2000; Hsu
et al., 2015). De ser asi, la activacion enzimatica parece no ser suficiente para restaurar el
potencial de diferenciacion neurogénico en las neuroesferas aisladas del dia postnatal 1,
que muestran un inmunomarcaje glial; una posibilidad es que la duracion del cultivo no
haya sido suficiente para recuperar la longitud telomérica equiparable a las de las
neuroesferas neurogénicas. De forma analoga, que el tratamiento de olomoucina no
afecte el potencial de diferenciacion de las neuroesferas aisladas a partir del tejido del dia
embrionario 11, como se observa en la figura 16, también hace cuestionable el modelo
planteado. Pero esto pudo deberse a que este tratamiento no afecta la longitud telomérica
y por lo tanto no se activen en su totalidad los mecanismos de diferenciacion glial. Los
datos obtenidos que apoyan el modelo son: 1) la disminucion de la actividad de
telomerasa durante la transicion de la fase de neurogénesis a gliogénesis in vivo, 2) la
conservacion de los perfiles de diferenciacion en las neuroesferas de las tres edades,
generadas en las mismas condiciones de cultivo, que corresponden a las observaciones
in vivo, 3) el alargamiento del ciclo celular en neuroesferas que se diferencian
preferencialmente al linaje glial.

Un modelo similar en el que el alargamiento del ciclo celular regula la diferenciacion
durante el desarrollo del sistema nervioso central fue propuesto por Federico Calegari y
Wieland Huttner en el afio 2003. Su modelo de estudio fue el establecimiento de la fase
de neurogénesis en el telencéfalo. Su propuesta fue que el alargamiento de la fase G1 del
ciclo celular es causa y no consecuencia de la diferenciacion neuronal pues, segun su
propuesta, para que un determinante de linaje induzca la transicion de la fase proliferativa
a la fase neurogénica se requiere un tiempo determinado en el que la molécula se
produzca, alcance la localizacion subcelular en la que tendra efecto y/o se genere el
producto suficiente que regula la diferenciacion. La principal similitud con el modelo
planteado en esta tesis es la relevancia que se le da a los mecanismos moleculares
intrinsecos que regulan el potencial de diferenciacion de las células troncales. Una
notable diferencia respecto al modelo planteado en este trabajo es la region del sistema
nervioso estudiada, los estudios sobre la regulacion de ciclo celular, que no implican la
salida de éste, y la determinacién de los linajes neuronales en telencéfalo, que dan origen
a la corteza cerebral, son mucho mas abundantes que los enfocados en la médula
espinal. Gracias a los estudios enfocados en CTN se han podido establecer
comparaciones evolutivas enfocadas a entender cdmo se ha dado la evolucién de
funciones cognitivas complejas en los humanos. Entre las caracteristicas distintivas de la
corticogénesis en primates resaltan: 1) la presencia de zonas germinales adicionales, 2)
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un retraso relativo en el establecimiento de la neurogénesis y 3) cambios en la longitud
del ciclo celular neurogénico (Salomoni and Calegari, 2010). Ademas del efecto en el
desarrollo de la neocorteza, se ha sugerido que la longitud del ciclo celular permite el
refinamiento en la distincion de subtipos neuronales entre células hermanas (Borrell and
Calegari, 2014).

El principal aporte de este trabajo es contribuir al modelo de regulacion de la
diferenciacion celular mediada por factores intrinsecos, asi como a la descripcion de la
médula espinal y la transicion de la etapa de neurogénesis a la de gliogénesis que han
sido menos estudiadas con esta perspectiva.

ALTERNATIVAS EXPERIMENTALES Y FUTUROS EXPERIMENTOS

Una alternativa experimental interesante para evaluar la longitud telomérica, como
mecanismo regulador de la irreversibilidad de la pérdida del potencial neurogénico, seria
evaluar la transicién de la fase de neurogénesis a la fase de gliogénesis en animales
deficientes de telomerasa.

Un modelo murino que carece del gen que codifica para el componente de RNA de la
enzima telomerasa, TERC, ha permitido la descripcion de efecto fisiologico del
acortamiento telomérico (Lee et al., 1998). En estos ratones, la deficiencia de la enzima
telomerasa per se no afecta el desarrollo embrionario, es posible obtener hasta cinco
generaciones de estos animales. Sin embargo, la funciéon gonadal disminuye en ambos
sexos y la funciéon hematopoyética también se ve afectada en generaciones tardias. Al
estudiar otro tejido de alta proliferacion en estos animales, la piel, se observé que son
mas resistentes al desarrollo tumoral (Gonzalez-Suarez et al., 2000). En estos animales
se observd que la neurogénesis disminuye en células troncales neurales telencefalicas
adultas, pero no en las embrionarias (Ferron, 2004). En este modelo también se
establecio que p53 es un regulador fundamental de los efectos del acortamiento
telomérico en las células troncales neurales adultas (Ferron et al., 2009). Sin embargo, no
se ha caracterizado el establecimiento de la fase gliégenica en el desarrollo del sistema
nervioso central de estos animales. Seria interesante evaluar si la duraciéon de las fases
se mantiene y si la relacion entre el numero de neuronas y células gliales conserva su
proporcion.

El hecho de que los animales que no expresan telomerasa sean viables haria
cuestionable la funcion del acortamiento telomérico como mecanismo de regulacion de la
irreversibilidad de la pérdida del potencial neurogénico de las células troncales neurales.
Sin embargo, cabe la posibilidad de que el mecanismo dependa de una longitud
telomérica relativa; es decir, que la longitud telomérica para activar la fase de gliogénesis
deba ser proporcionalmente mas corta, que la longitud telomérica de la fase neurogénica,
puede ser suficiente para la activacion de las vias de dafio a DNA que alentarian el ciclo
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celular. Aunque la via de p53 esté mucho mas activa en las generaciones tardias de
animales deficiente en telomerasa que presentan defectos de viabilidad, las vias de dafio
también se activan tanto en generaciones tempranas como en animales control (Ferron,
2004).

Otro motivo para considerar relevante la longitud telomérica como regulador del potencial
de diferenciacion es el efecto de la reactivacion de la enzima telomerasa en los animales
deficientes de TERC. Si se producen generaciones tardias de animales deficientes de
esta enzima y posteriormente, en éstas se induce la expresion del gen que codifica para
telomerasa, el dafio al DNA se puede reducir in vitro, y cultivos que estarian en un estado
quiescente pueden reactivar proliferacion celular (Jaskelioff et al., 2011). In vivo, la
reactivacion de la expresion de la enzima telomerasa en estos animales puede revertir los
fenotipos degenerativos observados en 6rganos reproductivos, bazo e intestino. Respecto
al sistema nervioso, los defectos observados, in vitro e in vivo, en la capacidad
proliferativa de las células troncales neurales que no expresan telomerasa, también se
pueden revertir (Jaskelioff et al., 2011).

Es importante recalcar que estos estudios se han enfocado principalmente a las células
troncales neurales ubicadas en el telencéfalo de animales adultos por lo que es posible
plantear, como futuras direcciones, el estudio de la transicién de la fase neurogénica a la
fase gliogénica de la médula espinal en ambos modelos, tanto en los animales deficientes
de la actividad de telomerasa como en aquellos en que ésta se puede reintroducir.

MECANISMOS DE ENVEJECIMIENTO EN CELULAS TRONCALES

Aunque el modelo de estudio de este trabajo no implica la salida del ciclo celular, los
mecanismos moleculares aqui planteados se han asociado con mecanismos de
envejecimiento celular y senescencia replicativa (Collado et al., 2007).

Desde los afios 60’s se planted la existencia de mecanismos moleculares que permiten el
conteo de divisiones celulares, una especie de reloj bioldgico que indica en qué momento
las células deben dejar de dividirse. Los primeros mecanismos considerados como parte
del reloj biolégico fueron la longitud telomérica, la acumulacién de dafo al DNA vy la
activacion del locus INK4A/ARF (que codifica para p16™** y p192RF). El principal efecto
de estos mecanismos es como supresor de tumores, multiples lineas de investigacion han
documentado la deficiencia de al menos uno de estos mecanismos en células
cancerosas. Por otro lado, la activacion de estos mecanismos tiene como consecuencia el
envejecimiento de los organismos, esto se debe a que la acumulacion de células
senescentes puede comprometer la funcionalidad de un 6rgano o tejido y a que la
senescencia de las células troncales puede limitar su funcién regenerativa (Collado et al.,
2007).
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Cambios en el funcionamiento de las células troncales, asociados con la edad, han sido
documentados en diversos organos Yy tejidos, tales como: el intestino, la piel, el tejido
hematopoyético, el tejido nervioso y las células germinales (Schultz and Sinclair, 2016;
Signer and Morrison, 2013). Los cambios en el funcionamiento de las células troncales a
lo largo de la vida de un organismo se consideran adaptaciones a la velocidad de
crecimiento, es decir, proliferan a alta velocidad durante el desarrollo embrionario; son
quiescentes durante casi toda la vida adulta de un organismo que deja de crecer, pero se
dividen intermitentemente para garantizar la homeostasis o reparacién de un tejido; en
edades avanzadas, entran en un estado de senescencia replicativa para prevenir la
aparicion de tumores. Sin embargo, dichos cambios también son consecuencia de la
acumulacion a través del tiempo de diferentes tipos de dafio en macromoléculas y
organelos, derivados de la exposicion a especies reactivas de oxigeno, mutagenos
exdgenos, errores en la replicacion del DNA o en la sintesis y degradacién de proteinas
(Signer and Morrison, 2013). Otros mecanismos que afectan la funcion de las células
troncales estan relacionados con reguladores epigenéticos que desregulan la expresién
genética, deficiencia mitocondrial que afecta el estado oxidativo de las células, asi como
influencias extrinsecas relacionadas con cambios en el microambiente (Schultz and
Sinclair, 2016).

Resulta interesante que muchos de los mecanismos moleculares y las vias de
sefializaciéon que regulan longevidad y funcionamiento de células troncales se han
descrito principalmente en levadura, Saccharomyces cerevisiae, y modelos invertebrados
como el nematodo, Caenorhabditis elegans, y la mosca, Drosophila melanogaster (Jones
and Rando, 2011). En estos modelos, los principales cambios asociados al
envejecimiento que afectan el funcionamiento de las células troncales se atribuyen a: la
pérdida de la capacidad de renovarse; la deficiencia en los mecanismos de sefializacion
extrinseca o a la deficiencia en la respuesta a estos; la pérdida de multipotencialidad que
sesga la diferenciaciéon de las células resultantes; el desencadenamiento de las vias de
senescencia replicativa o apoptosis.

En el caso especifico de las células troncales neurales, la mayoria de los estudios que
describen cambios asociados al paso del tiempo estan enfocados a la poblacion que
conserva la funcidon neurogénica en el cerebro adulto. Analisis transcripcionales de la
zona subventricular muestran que los genes que expresan cambian poco a lo largo del
tiempo, aunque el numero de CTN disminuya, como consecuencia de la activacion de las
vias de quiescencia, inducidas por el microambiente (Kalamakis et al., 2019). Analisis de
célula unica han mostrado que las poblaciones de CTN, tanto en los ventriculos laterales
como en el hipocampo, son heterogéneas (lbrayeva et al., 2021; Mizrak et al., 2019). La
heterogeneidad de la zona subventricular se manifiesta en los linajes que generan las
CTN de esta zona; la heterogeneidad en el hipocampo repercute en la velocidad a la que
cada subpoblacién entra en quiescencia y muestra sefiales de envejecimiento.
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No todos los mecanismos que regulan el envejecimiento celular se presentan de igual
forma en todos los modelos ni en todos los tejidos y 6érganos que conforman a un
organismo de forma simultanea. En la caracterizacion del desarrollo de la médula espinal
de este trabajo, se observé un subtipo de estos cambios: la pérdida de la capacidad de
generar el linaje neuronal asociada a la disminucion de la actividad de la enzima
telomerasa y al alargamiento de la longitud del ciclo celular. No se descarta que haya
otras modificaciones como cambios en la regulacion epigenética o cambios en el estado
oxidativo que pudieran también influir en la regulacion del potencial de diferenciacion.

LA SENESCENCIA CELULAR COMO PARTE DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Los mecanismos de envejecimiento, mencionados en la seccion anterior, se han descrito
principalmente en células troncales somaticas de organismo adultos. Sin embargo, en
este trabajo se estudiaron mecanismos asociado al envejecimiento durante el desarrollo
embrionario.

En el afio 2013, dos grupos reportaron eventos de senescencia celular durante el
desarrollo embrionario murino en multiples tejidos tales como: el mesonefros, el saco
endolinfatico, y el oido interno (Mufioz-Espin et al., 2013), asi como la cresta ectodermal y
el techo de la placa neural (Storer et al., 2013). En ambos trabajos se utilizé el marcador
de dafo oxidativo, beta-galactosidasa, para identificar tejido senescente no patoldgico.
Estos trabajos plantean que, de forma similar a la muerte programada por apoptosis, la
senescencia podria ser parte de los mecanismos que regulan el desarrollo. En ambos
trabajos se observd que la senescencia observada en el embrion comparte multiples
caracteristicas con la observada en animales adultos, tales como: la presencia de foci de
heterocromatina asociados a senescencia y la presencia de algunos miembros del
fenotipo secretorio asociado a senescencia. La principal molécula reguladora
documentada fue el CKI p21°? (que en nuestro modelo tiene una ligera tendencia a
aumentar en la fase gliogénica, pero ésta no es significativa) pero en ninguno de los dos
trabajos documentaron la activacion de p53 o p16™“A. Aunque los autores plantean que
la senescencia embrionaria es independiente de dafio a DNA, no se determin6 la longitud
telomérica en estos modelos.

En la médula espinal embrionaria de ratén, también se ha observado que algunos tipos
celulares presentan marcadores de senescencia celular (Dominguez-Bautista et al.,
2021). En etapas tempranas, durante el periodo de neurogénesis, se observo tincion para
beta-galactosidasa y p21°P en células endoteliales y células de la notocorda; en las
placas del piso y del techo de la médula se observaron marcadores que podrian ser tanto
de senescencia como de quiescencia celular; ademas, se observd la expresion de
p16™¢** en una subpoblacion de motoneuronas y se sugiere que la senescencia podria
contribuir al ajuste numérico de esta poblacién.
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En este trabajo no se intentd determinar la actividad de la enzima beta-galactosidasa pues
el modelo aqui planteado no implica la salida del ciclo celular, puesto que existe
proliferacion activa durante la gliogénesis. Sin embargo, este trabajo podria contribuir a la
discusion de si los cambios en el funcionamiento de las células troncales asociados con el
envejecimiento, tales como la pérdida de la multipotencialidad, pueden ser parte de la
progresion regular del desarrollo embrionario, sin la connotacion patolégica.
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CONCLUSIONES

1)

2)

La transicion de la fase de neurogénesis a la fase de gliogénesis en la médula
espinal, correlaciona con la disminucién en la actividad de la enzima telomerasa.
La transiciéon de la fase de neurogénesis a la fase de gliogénesis en el modelo de
neuroesferas, correlaciona con el alargamiento de la longitud del ciclo celular. Sin
embargo, el tratamiento con olomoucina no afecta la producciéon de neuronas en
neuroesferas tempranas.

Los datos obtenidos en este trabajo pretenden contribuir al planteamiento de un
modelo de regulacion intrinseca del potencial de diferenciacion de las células
troncales de la médula espinal.

Para validar el modelo planteado es necesaria la determinacion de la longitud
telomérica de células troncales neurales durante la fase neurogénica y durante la
fase gliogénica.

PERSPECTIVAS

A demas de medir la longitud telomérica, otros experimentos que podrian contribuir a
dilucidar los mecanismos moleculares que forman parte del mecanismo de regulacion
intrinseca del potencial de diferenciacion de las células troncales neurales podrian incluir:

1)

Inhibir la actividad de telomerasa en CTN neurogénicas o inducir la expresion de
esta enzima en células gliogénicas. En el primer caso, si se conserva la
proliferacion activa, se esperaria que los telémeros se acortaran y se indujera la
diferenciacién glial. En el segundo, si la induccion permite el alargamiento
telomérico, se esperaria que el potencial neurogénico se restaurara.

Medir otros marcadores del estado oxidativo o del estado de compactacion de la
cromatina que se han asociado a tejidos y células senescentes. Estos marcadores
no se han evaluado durante el desarrollo embrionario de la médula espinal. Una
posibilidad es que se observe una acumulacion gradual conforme las CTN pierden
la capacidad de generar neuronas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Neural stem cells (NSC) restrict their differentiation potential as the central nervous system develops. Experi-

Ce.ll Cycle' mental evidence suggests that the mechanisms governing the transition from the neurogenic to the gliogenic

I(\;]hogenesm' phase irreversibly affect the ability of NSC to generate neurons. Cell cycle regulation has been associated with
eurogenesis

cell fate in different models. In this work, we assessed the temporal correlation between the loss of the neuro-
genic potential and cell cycle lengthening of NSC obtained from embryonic mouse spinal cords, during the
transition of the neurogenic to the gliogenic phase, using neurospheres. We also used the cell cycle inhibitor
Olomoucine to increase cell cycle length by decreasing the proliferation rate. Our results show that neurospheres
obtained from a neurogenic stage give rise mostly to neurons, whereas those obtained from later stages produce
preferentially glial cells. During the transition from neurogenesis to gliogenesis, the proliferation rate dropped,
and the cell cycle length increased 1.5 folds, as monitored by DNA BrdU incorporation. Interestingly,
Olomoucine-treated neurogenic-neurospheres display a reduced proliferation rate and preserve their neurogenic
potential. Our results suggest that the mechanisms that restrict the differentiation potential of NSC are inde-
pendent of the proliferation control.

Neurosphere culture
Spinal cord

that this transition is modulated by the interplay of extracellular signals
and transcription factors that regulate the expression of specific
cell-linage genes (Christie et al., 2013). Nevertheless, the manipulation
of these signaling cascades does not lead to the full recovery of NSC
neurogenic potential (He et al., 2009; Martens et al., 2002; Seaberg

1. Introduction

During prenatal development, Neural Stem Cells (NSC) undergo a

series of symmetrical divisions that expand, asynchronously, NSC pools
throughout distinct regions of the central nervous system (CNS). Once
the NSC expansion phase ends in each region, asymmetric divisions
follow and originate, during several rounds, neural progenitors
committed to produce neuroblasts. By the end of neurogenesis, neural
progenitors become compromised to generate glioblasts (Qian et al.,
2000; Temple, 2006). In most of the developing central nervous system,
this transition ends with the ability of NSC to produce neurons (Miller
and Gauthier, 2007). Hence, the transition from neuron to glia pro-
duction may hold clues on the cellular processes underlying the re-
striction of the NSC neurogenic potential. In this regard, it is well known

et al., 2005; Whittemore et al., 1999). Understanding the mechanisms
that regulate neurogenesis in vivo, can lead to the design of new ther-
apies to promote neural repair after injury (as reviewed by Ruddy and
Morshead (2018)) or treatment for pathologies that impair the func-
tioning of NSC during development, like parasitic infections (Bottari
et al., 2019; Fracasso et al., 2019). Many of these studies have focus on
the telencephalic NSC, in this work we focus on the differentiation po-
tential of the spinal cord because of the biomedical relevance of this
tissue.

A mechanistic possibility to explain the loss of NSC neurogenic
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Abbreviations

CNS Central nervous system

NSC Neural stem cells

MAP2  Microtubule associated protein 2
GFAP Glial fibrillary acidic protein
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole
E11 Embryonic day 11

E14 Embryonic day 14

P1 Postnatal day 1

CDK Cyclin dependent kinases

CKI CDK inhibitors

ARF Alternative reading frame
INK4 Inhibitor of CDK4

Cip CDK interacting protein

Kip Kinase inhibitor protein

potential comes from studies on the regulation of cell cycle. The
lengthening of cell cycle (particularly the G1 phase) by inhibiting cyclin-
dependent kinases (CDK) 1 and 2, has been shown to induce a premature
onset of neurogenesis in the ventral mesencephalon and rostral telen-
cephalon of whole embryo cultures (Calegari and Huttner, 2003).
Conversely, if the lengthening of G1 is inhibited, the neurogenic phase
gets delayed and the expansion of NSC increases (Lange et al., 2009). It
is known that the cell cycle length is variable, depending on the position
within the neural tube and the age of the embryo. A thorough charac-
terization of the neural tube growth and specification shows that the
proliferation rate decreases, and the cell cycle lengthens, once the
neuronal differentiation starts in mouse and chicken embryos (Kicheva
et al., 2014). Given that cell cycle lengthening participates on the
transition of NSC from the expansion phase to neurogenesis, it is possible
that a similar process takes place between neurogenesis and gliogenesis,
when the neurogenic potential is lost throughout the developing CNS.

During brain development, the p19**F-p53 signaling pathway reg-
ulates the transition from neurogenesis to gliogenesis in telencephalic
NSC. Indeed, p19ARF overexpression decreases neurogenesis and pro-
motes glial cell generation by increasing the NSC responsiveness to
gliogenic signals (e.g., CNTF); downstream p19°%¥, p53 decreases NSC
self-renewal by inhibiting Myc activity, thus allowing the progression of
gliogenesis (Nagao et al., 2008). In addition, downstream p53, some
cyclin-dependent kinases inhibitors (CKI) might be upregulated,
lengthening the cell cycle and allowing the neurogenesis to gliogenesis
transition to occur. This last possibility has not been explored in the
spinal cord. The likelihood of it, however, is supported by evidence
showing that, during spinal cord development, the three members of the
Cip/Kip family of CKI are expressed during neurogenesis; the expression
of at least one of them regulates the timing of the cell cycle exit in
differentiating neurons (Gui et al., 2007). Hence, this work was set out to
address whether the onset of gliogenesis and the loss of NSC neurogenic
potential are associated with the lengthening of the NSC cycle in
response to the accumulation of cell cycle inhibitors in the spinal cord of
mouse embryos.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

CD1 mouse embryos and newborn male and female mice were used
to conduct the experiments described below. Embryos were obtained
through caesarean sections performed to timed pregnant females at
embryonic days 11 and 14 (E11 and E14). Newborns were sacrificed
within the first 24-to-36 h, at postnatal day 1 (P1) of having been born.
Pregnant or parturient females were all kept under regular housing
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conditions (12/12-dark/light cycles, controlled temperature and hu-
midity) at the animal facility of the Instituto de Investigaciones Bio-
médicas (IIB), Universidad Nacional Autéonoma de México (UNAM).
Animal handing and experimental protocols were revised and approved
by the Animal Rights Committee at IIB, UNAM.

2.2. Neurosphere cultures

Neurospheres were produced from the cervical segment of the spinal
cord dissected from E11, E14 and P1 mice. Cervical spinal cords were
collected in pools (n = 5) and incubated 20 min at 37 °C in embryonic
digestion solution (0.1% trypsin diluted in versene) or postnatal diges-
tion solution (trypsin (1.33 mg/mL), hyaluronidase (0.67 mg/mL),
kynurenic acid (0.2 mg/mL) and DNAse (0.02 mg/mL) diluted in arti-
ficial cerebrospinal fluid); the embryonic tissue digestion was inacti-
vated with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) diluted in versene and the
postnatal tissue digestion with 0.7 mg/mL of trypsin inhibitor. Then, the
samples were mechanically dissociated. The resultant cell suspensions
were centrifuged at 3000 rpm for 5 min at room temperature and the
pellet was then re-suspended in culture media (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) and F12 (1:1 v/v supplemented with 25 ug/mL
insulin, 100 pg/mL transferring, 20 nM progesterone, 60 uM putrescine,
30 nM sodium selenite, 1 pg/mL heparin and 1 x Glutamax supplement).
Cells were plated at a density of 250,000 cells/mL and maintained at 37
°C, 5% COs. The culture was supplemented with 20 ng/mL FGF2 and 20
ng/mLEGF ondays 1, 3, 5 and 7. Secondary neurospheres were obtained
from 7 days old, primary neurospheres disaggregated with a solution
containing trypsin (0.025%) diluted in versene for 10 min at 37 °C; the
disaggregation was inactivated with 10% FBS. Secondary neurospheres
were kept in culture for 7 days following the protocol described previ-
ously, except for the initial plating density (50,000 cells/mL).

2.3. Neurosphere staining and measurement

To induce cell adhesion and differentiation, neurospheres were
harvested and seed onto poly-L-lysine treated coverslips for 48 h at 37
°C, 5% CO- and fixed with buffered paraformaldehyde (2%) for 30 min
at room temperature. After a thorough wash with phosphate buffer-
saline (PBS; 0.1 M, pH 7.4), neurospheres were treated with 0.2%
Triton X-100, 1% glycine and 10% horse serum diluted in PBS for 20 min
at room temperature, and then incubated with a mixture of primary
polyclonal antibodies raised in rabbit against MAP2 (1:500, AB5622,
Millipore) and raise in chicken against GFAP (1:500, AB5541, Millipore)
during 2 h at room temperature. After three PBS rinses, neurospheres
were incubated with a mixture of secondary polyclonal antibodies raised
in donkey against chicken (biotin conjugated) and against rabbit (Alexa
594 conjugated) for 90 min; finally, they were incubated with fluores-
cent avidin for 60 min at room temperature. Neurospheres were counter-
stained with DAPI and the coverslips carrying them mounted on mi-
croscope glass slides using anti-fading mounting medium (Dako). These
preparations were used to acquire digital images on a Nikon confocal
laser scanning microscope or an Olympus disc spinning unit microscope.
The diameter (or the short axis in non-spherical neurospheres) was
measured using ImageJ software (NIH) at the middle focal plane.

2.4. Cumulative BrdU incorporation and cell cycle length estimate

Secondary neurosphere cultures (n = 3 per exposure time) were
prepared as described above and BrdU (5 pM) was added during the last
1, 3, 6, 12, or 24 h before being collected (i.e. all exposure times were
collected at the same time, on day seven of culture). After BrdU expo-
sure, neurospheres were harvested and disaggregated to a single cell
suspension that was seeded on poly-L-lysine treated coverslips at a
density of 1000 cell/pl. After a 2 h incubation at 37 °C, 5% COa, cells
were then fixed with 2% paraformaldehyde for 30 min, as described
above. For BrdU immunodetection, fixed cells were sequentially treated
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with 0.5 N HCI for 20 min at 37 °C, 0.1 M Sodium Borate for 10 min, PBS
for 10 min and 0.2% Triton X-100 for 20 min at room temperature. Then,
they were incubated with the primary polyclonal antibody raised in
mouse against BrdU (1:500, Roche Applied Science) for 2 h at room
temperature. After three PBS rinses, cells were incubated with a sec-
ondary polyclonal antibody raised in donkey against mouse IgGs con-
jugated to Alexa 488 for 90 min at room temperature. Finally, cells were
counter-stained with DAPI and the coverslips were mounted as
described above. These preparations were imaged with an Olympus disc
spinning unit microscope. Ten sites per exposure time from separate
cultures were imaged using the Systematic Random Sampling tool of the
Stereo Investigator software (MBF Bioscience). The proportion of BrdU
and DAPI stained nuclei was determined to estimate the cell cycle length
using a regression analysis of the active portion of the labeling curve of
each age, as described before (Kippin et al., 2005).

2.5. CKI mRNA expression levels

Seven-day-old cultured, secondary neurospheres from four different
cultures per age, were harvested and disaggregated to a single cell sus-
pension as previously described. One million cells per condition were
rapidly frozen and stored at — 80 until used. When thawed for extrac-
tion, the cells were re-suspended in Trizol and the RNA was extracted
following protocol recommended by the supplier (Invitrogen). RNA
concentration was determined using a NanoDrop and cDNA was syn-
thesized using High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems). The following sense and antisense primers were used for
RT-PCR: p19”°FF, TGAAGTTCGTGCGATCCCGG and TGAGCAGAA-
GAGCTGCTACG (160 bp), p19™¥*P TCCCCATCCATCTGGCGATA and
ATGGCTGTTGCCTGTAGGAG (400  bp),  pl6™¥*A  TCA-
CACGACTGGGCGATTG and AGCTCTGCTCTTGGGATTGG (79 bp),
p21Cip, GGAACATCTCAGGGCCGAAA and CTGAGGATCACCCC-
CAGGTA (519 bp), p27XP, AGATACGAGTGGCAGGAGGT and
TGTTTACGTCTGGCGTCGAA (381 bp), p53 ATTCAGGCCCT-
CATCCTCCT and GAAGCCATAGTTGCCCTGGT. Actin was used as an
internal control. Amplification was accomplished by incubating 100 ng
of the cDNA in a 20 pl reaction volume by using 20 pmoles of specific
sense and antisense primers and Kapataq Ready mix DNA polymerase
(KAPA BIOSYSTEMS) using following conditions: 2 min at 94 °C; 25
cycles of 30 s at 95 °C, 30 s at 55 °C, and 1 min at 72 °C; and 5 min at 72
°C. PCR products were separated by electrophoresis in 2% agarose gels.
We quantify the expression levels of each mRNA as the ratio of the Mean
Gray Value of the band that each of them displayed on the gel, relative to
the loading control. The Mean Gray Value determinations were made
with ImageJ software (NIH).

2.6. Olomoucine treatment

Olomoucine is a specific inhibitor of G1 cyclin-dependent kinases
that lengthens the cell cycle of neuroepithelial cells. It was added to the
culture medium of secondary neurospheres from embryonic day 11 to a
final concentration of 50 pM (from a 50 mM stock in DMSO). The same
volume of DMSO was added to the control cultures. The neurospheres
were collected at day seven of culture, fixed, stained and measured as
described above.

2.7. Statistics

Data analyses were carried out with GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Data are given as means plus/minus
standard errors. Statistical comparisons of neurosphere diameter be-
tween ages and treatments were done with one-way ANOVA test fol-
lowed by a Tukey’s post hoc analysis. The Kruskal-Wallis test was used
to compare CKI mRNA expression levels.
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3. Results

3.1. The timing of the neurogenesis to gliogenesis transition of spinal cord
NSC is preserved in vitro

Neurospheres were used to evaluate the temporal association be-
tween cell cycle lengthening and the loss of the NSC neurogenic po-
tential. In the cervical spinal cord, neurogenesis progresses through days
10-14 of embryonic development (Nornes and Carry, 1978). We then
compared the neurogenic/gliogenic potential of neurospheres from a
neurogenic stage, embryonic day 11 (E11), a transition stage, embryonic
day 14 (E14) and a gliogenic stage, postnatal day 1 (P1). The differen-
tiation potential was assessed by double immunostaining with MAP2, a
neuron marker, and GFAP, a marker of astrocytes. Given that each
cellular aggregate is the result of clonal divisions (Suslov et al., 2002),
quantifying the proportion of neurospheres that were formed mostly by
neurons, mostly by astrocytes or by a mixed population of neurons and
astrocytes, allows the assessment of the heterogenic differentiation po-
tential of the parental cells that were obtained from each stage. As
shown in Fig. 1, almost 60% of neurospheres obtained from E11 dis-
played MAP2 immunoreactivity. A similar proportion of E14 neuro-
spheres gave rise to either MAP2 or GFAP positive cells. Lastly, P1
neurospheres preferentially originated GFAP positive cells. The neuro-
spheres illustrated on Fig. 1A represent the most abundant profile of
each stage of development.

3.2. Neurogenic NSC divide faster and display shorter cell cycle duration

At first glance, neurospheres reduced their sizes from E11 to P1
(Figs. 1 and 2A). Reduction in neurosphere size has been associated to a
decrease in the self-renewal potential of NSCs that is not associated with
an increase of cell death, but to a reduced proliferation (Molofsky et al.,
2003); thus we decided to test if proliferation decreases, and the cell
cycle length increases, as the developmental time progressed. Cumula-
tive BrdU labeling allows the assessment of changes in NSC proliferation
rate; we used this technique to estimate changes in the duration of the
cell cycle during development. The number of BrdU labeled cells was
significantly higher in E11 neurospheres than in E14 and P1 neuro-
spheres (Fig. 2B). The regression analysis conducted to estimate cell
cycle length based on BrdU cumulative data revealed that E11 NSC cycle
lasts 34.7 h, whereas that for E14 and PD1 NSC spans 51.4 and 52.8 h
respectively. Hence, the neurogenesis to gliogenesis transition encom-
passes a lengthening of NSC cell cycle and a decay of the proliferation
rate.

3.3. NSC expression of CKI increase during the transition to the gliogenic
phase

CKI participate in the control of cell proliferation and cell cycle
length, as well as in the modulation of the cell cycle length during the
onset of the gliogenic phase in telencephalic structures (Nagao et al.,
2008). Then, mRNA expression levels of p27XP, p21€iP, p19!NK4D,
p16™K4 and p192RF, prominent members of the Cip/Kip and INK4 CKI
families, respectively, were estimated in E11, E14 and P1 spinal cord
neurospheres. As seen in Fig. 3, there seemed to be an increased
expression of p21°P mRNA on E14 and P1 neurospheres, but not of
p27%%P_ nor p19™K4D; nevertheless, this was not a statistically significant
increase (p > 0.05). plGINI<4A mRNA expression was not consistently
detected. A significant increased expression was observed for p19”RF,
and because of it, we reasoned p53 could be involved in the regulation of
the NSC proliferation and cell cycle length during the transition from the
neurogenic to the gliogenic phase. Even though high levels of the p53
mRNA expression were observed at all time points, its levels were
comparable among E11, E14 and P1 neurospheres (Fig. 3).
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Fig. 1. Embryonic spinal cord neurospheres recapitulate timely the neurogenesis to gliogenesis transition reported in vivo. A) Fluorescence photomicrographs
showing one secondary neurosphere from E11, E14 and P1 cultures, stained for MAP2 and GFAP, and counterstained with DAPI. Scale bar: 100 yum. B) Quantification
of the proportion of neurospheres that were formed mostly by neurons, mostly by astrocytes or by a mixed population of neurons and astrocytes on the secondary
neurosphere cultures from each stage of development.
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Fig. 2. Embryonic spinal cord NSC proliferation drops and cell cycle lengthens during development. A) Bar graph displaying the average diameter of E11, E14 and P1
neurospheres. Data are presented as mean + SEM. *p = 0.0021. E11 = 439.9 + 18.94 (n = 43); E14 = 407 + 15.95 (n = 28); P1 = 355.5 + 17.47 (n = 40). B) Dot
graph depicting the time-course of cumulative BrdU labeling in E11, E14 and P1 neurospheres. Data are presented as mean + SEM.
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3.4. Olomoucine affects the proliferation rate but not the differentiation
potential of E11 neurospheres

So far, our results support the idea that the loss of the neurogenic
potential of spinal cord NSC during the neurogenesis to gliogenesis
transition is associated with increments of the expression of key CKI that
might reduce NSC proliferation rate by lengthening the cell cycle. This
notion was further evaluated by exposing E11 neurogenic neurospheres
to Olomoucine, a specific inhibitor of CDK that lengthen the G1 phase
progression. Accordingly, the size of Olomoucine-treated, E11 neuro-
spheres was significantly smaller than that documented for untreated
E11 neurospheres (Fig. 4A). We quantified again the proportion of
neurospheres that were formed mostly by neurons, mostly by astrocytes
or by a mixed population of neurons and astrocytes, to assess the effect
of the olomoucine treatment on the differentiation potential of the cells
obtained from the E11 spinal cord. DMSO treated cultures gave rise to
neurospheres formed mostly by neurons and formed by neurons and
astrocytes; the percentage difference with the non-treated culture
(Fig. 1B) was not significant (according to a chi-square test). Despite the
effect on size, the proportion of neurospheres MAP2 positive cells did
not change with the Olomoucine treatment (Fig. 4B and C), suggesting
that the intracellular mechanisms that regulate the gliogenesis onset are
independent of the cell cycle progression. The neurospheres illustrated
on Fig. 4C represent the most abundant profile of each treatment; it was
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surprising to find small neurospheres mostly formed by neurons because
the similar size neurospheres from P1 cultures (Fig. 1A) were mostly
formed by astrocytes.

4. Discussion

The mechanisms underlying the restriction of the neurogenic po-
tential of embryonic NSC remain unclear. The fact that this constraint
coincides with the onset of glial cell generation suggests that the mo-
lecular processes governing the transition from the neurogenic to the
gliogenic phase might be involved. Accordingly, it has been established
that the imbalance of pro-neuronal/anti-glial and/or anti-neuronal/pro-
glial transcription factors and of their associated second messenger
signaling cascades influence NSC commitment to one or the other
phenotype (Christie et al., 2013). Multiple efforts have been made to
understand lineage determination in the CNS, there is a clear biomedical
need to gain control over cell fate and to be able of directing neuronal
differentiation (Grade and Gotz, 2017; Ninkovic and Gotz, 2013); un-
fortunately these studies have focused mainly on NSC from the brain and
we believe the spinal cord population should also be characterized. Data
generated in this study shows that mechanisms that had been described
for telencephalic NSC might be different in the spinal cord.

The relevance of gene expression for neurogenesis has been estab-
lished by transcriptional profiling telencephalic NSC (Azim et al., 2018;
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Fig. 4. Olomoucine effect on proliferation and differentiation. A) Bar graph displaying the average diameter of untreated, DMSO-exposed and Olomoucine treated
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Olomoucine = 322 + 9.665 (n = 63). B) Quantification of the proportion of neurospheres that were formed mostly by neurons, mostly by astrocytes or by a mixed
population of neurons and astrocytes. C) Fluorescence photomicrographs showing DMSO exposed or Olomoucine treated E11 neurospheres stained for MAP2 and
GFAP, and counterstained with DAPI. Scale bar: 100 pm.

Jones and Connor, 2016) but some studies have also suggested the ex- treated-neurospheres showed reduced proliferation rates and sizes,
istence of an association between the restriction of the differentiation without losing their neurogenic potential.

potential and the molecular machinery that controls the cell cycle pro- The proliferation kinetics of NSC isolated from the spinal cord are not
gression and length. For instance, chromatin remodeling ongoing during easy to compare to the ones from telencephalic cells; cell cycle param-
cell cycle progression influences cell fate (Ma et al., 2015). Also, the eters that have been used for cortical cells (Takahashi et al., 1993) are
shortening of the G1 phase and thus a faster proliferation rate, both not possible to calculate given that the quantification of BrdU accumu-
restrict pluripotency of embryonic stem cells (Coronado et al., 2013). lation does not reach the curve plateau in 24 h; this feature resemble the
Our results in embryonic spinal cord NSC, however, suggest otherwise. BrdU labeling of telencephalic neurospheres from 480-days old mice
We found that the loss of NSC neurogenic potential during the neuro- (Kippin et al., 2005); nevertheless, the analysis within the 24-h window
genic to gliogenic transition phase is independent from the reduction of is sufficient to show that neurogenic cells divide faster than those
NSC proliferation rate, the latter being inferred by the observed in- generating glia. We also found cell cycle regulators in our spinal cord
crements of the expression of cell cycle regulators, known to decrease it, model that have not been shown in telencephalic models; for example, in
and the reduction of the BrdU cumulative labeling. Further support to telencephalic NSC, p16INK4A has been described as effector of the Bmil
our conclusion comes from the fact that Olomoucine transcription factor to regulate cell self-renewal (Molofsky et al., 2003);
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we were not able to measure this molecule consistently and, instead, we
found the other Bmil regulated molecule, p19*Ff, significantly
increased in P1 spinal cord neurospheres. All this strengthen the idea
that it is necessary to go further on the spinal cord characterization.

Previous studies suggest that lengthening or shortening the cell cycle
of telencephalic NSC delays or onwards neurogenesis (Calegari and
Huttner, 2003; Lange et al., 2009). It is presumed that a lengthier cell
cycles makes susceptible NSC to extracellular influences. In contrast, our
results support that this might not be the case on NSC going through the
neurogenic/gliogenic transition phase. Since Olomoucine did reduce
NSC proliferation rates, thus shortening cell cycle length, without
altering NSC neurogenic potential, our observations support that NSC
coursing through the neurogenic/gliogenic transition phase may be less
susceptible to be modulated by extrinsic signals. This possibility agrees
with data that highlights the relevance of intrinsic differences between
subpopulations of NSC that affect their neurogenic potential (Seaberg
et al., 2005).

The ultimate restriction of stem cells’ differentiation potential is
commonly associated to cell cycle arrest and senescence, even though
stem cells display a variety of mechanisms to evade them for some time
(reviewed by Schultz and Sinclair (2016)). That stem cells senesce is
clearly shown by a variety of indicators among of which the accumu-
lation of cell cycle inhibitors as senescence markers, like p16INK4A, are
paramount. The expression of cell cycle inhibitors and the lengthening
of the cell cycle observed in embryonic spinal cord NSC in our experi-
mental series suggest that senescence might also be part of the ontogeny
of the nervous system, as suggested for other embryonic tissues
(Munoz-Espin et al., 2013; Storer et al., 2013). If this was the case, the
irreversibility of the changes in the cellular homeostasis associated with
the senescence establishment, might be the explanation to the loss of the
neurogenic potential of NSC. Estimating telomere length and
beta-galactosidase activity during the transition from neurogenesis to
gliogenesis could shed light into this important matter.
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