UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

“Andlisis bioinformatico de IncRNAs diferencialmente expresados
durante la diferenciacion dopaminérgica de células troncales pluripotenciales de
humano”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
Ismael Portillo Pantoja

J. lvan Velasco Velazquez
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM

Ernesto Soto Reyes Solis
UAM Cuajimalpa

Leonor Pérez Martinez
IBt, UNAM

Ciudad de México. Junio, 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Programa de Maestria v Doctorado

imicas

ioqu

CGEP/PMDCB/556/2022
Asunto: jurado de examen

Portillo Pantoja Ismael
Estudiante de Maestria en Ciencias Bioquimicas
Presente

Los miembros del Subcomité Académico en reunién ordinaria del 14 de marzo del
presente afio, conocieron su solicitud de asignacién de JURADO DE EXAMEN para optar
por el grado de Maestro en Ciencias, con la réplica de la tesis “Analisis
bioinformatico de IncRNAs diferencialmente expresados durante Ila
diferenciacion dopaminérgica de células troncales pluripotenciales de
humano”, dirigida por el/la Dr(a). Velasco Velazquez Jaime Ivan (IFC).

De su analisis se acordd nombrar el siguiente jurado integrado por los doctores:

PRESIDENTE Recillas Targa Félix (IFC)

VOCAL Chavez Gonzalez Antonieta (IMSS)
VOCAL Vazquez Laslop Matha Verdnica (IBT)
VOCAL Guerra Crespo Magadalena (IFC)

SECRETARIO Aguilar Arnal Lorena (1IB)

A LOS MIEMBROS DEL JURADO:

Es obligacion de los tutores de este programa participar en éstas y otras actividades
académicas encomendadas por nuestro Comité Académico. Sin embargo, en caso de que
tenga un impedimento académico o de salud para cumplir con esta encomienda, es muy
importante contar con su respuesta (Formato anexo) en un plazo no mayor a una
semana.

Tome en cuenta que usted tiene 20(Maestria) dias habiles para emitir su voto con las
rondas de revisidon que considere necesarias.

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial
saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA, HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 14 de marzo de 2022
COORDINADORA

Dra. Claudia Lydia Treviiio Santa Cruz

O dod
lo Ufgﬁﬂiﬁadéﬁ

Contacto: mdcbg@posgrado.unam.mx Tel. 55-5623-7006




AGRADECIMIENTOS

Agradezco infinitamente a:

Mis padres por su apoyo incondicional.

Mis hermanos por impulsarme a ser mejor en todos los sentidos.

Mis amigos Beto y Gaby por siempre estar a mi lado.

Mi pareja, Vannia por ser mi mayor motivacion.

El doctor Ivan Velasco por permitirme ser parte de su equipo de trabajo.
Mi comité tutoral por su tiempo y sus aportes al proyecto.

La Doctora Raquel Cuevas por su ayuda invaluable con los analisis bioinformaticos y por su

gran disposicion.

Mis comparieros de laboratorio y a los doctores Adolfo y Enrique por apoyarme con el

proyecto.
El apoyo financiero de CONACyYT (No. CVU: 1042621).

Los donativos CONACyYT 272815, PAPIIT-UNAM IN213719 y PAPIIT-UNAM IN219122.



NDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS ........ouiuiitiriatietestietessestse bt eseb e ts bbbt b ettt bbbttt ettt esenas 1
INDICE DE FIGURAS .....coouttiaiaietistietetees ettt bttt 1
ABREVIATURAS .ottt ettt e et s e e et e ettt s e e taaa s e eeaaa e esaaas s eeeanassesannssaaesnnnsesesnnseenenn 2
RESUIMEN ... .ottt e e e et e ettt s e et taa s e etaaa s eeesaa e eeananseaeaaa s esannneaeanansenennnns 4
FY = 1Y 1 27\ o OO PP PPPPPEN 5
INTRODUGCCION ..ottt ettt b et b bbbttt ettt 6
Las células troncales como modelo del desarrollo .........c.covcveiiiriiiiiiiiieee e 6
Desarrollo de neuronas dopaminérgicas en vertebrados .........ccccceeeveeeeieiiiiiiiiiiicecccc e 7
Funcidn de 1a dopamina €N €l CErebIO.... .. s 10
La Enfermedad de ParkinSON (EP) .........ueeuuuuuuueueieiiiiieeieeennnennenennnennnnnnnnnnnnnnsesesasssssssnnnnnnnns 11
Tratamientos PAra l@ EP ....ooeeeiiiiiiiiiiieeieeeeeeee ettt e e e e e eeeaeaeeeeessaaaaaaaaaaaararaaarararaarrrrares 13
Terapia celular de la EP con nDAs diferenciadas de hPSCS ...........uuvvvviiiiiiierieeeieiiiiieieeeeeeeeeeeennnn. 13
Cambios epigenéticos en la diferenciacién de células troncales.............ccccc, 15
Clasificacion y funcion de oS INCRNAS ..o, 16
Regulacion de la diferenciacidn celular por INCRNAS..........uu e 20
ANTECEDENTES .........oiiiiiiiiiieeitee ettt e ettt e s st e e sttt e s et e e s sbr et e e sambbeeesaanreeeesnnees 22
Identificacion de IncRNAs diferencialmente expresados (DE) durante el proceso de
diferenciacién dopaminérgica a partir de hESCs ... 22
Prediccién de la funcion de IncRNAs por analisis bioinformaticos ........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 24
JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt ettt et a et s s et ese s et ese s esess s senesanas 26
HIPOTESIS......coouiiiniicieti ettt 26
OBUETIVOS.......eoeeieiiteeeet ettt ettt e s et e e s s et e e s eabb et e s sab et e e samb bt e e s aabbeeessnbeeeesanneeeens 26
ObjJetivo BENEral ..o 26
Objetivos Particulares ... 26
DISENO EXPERIMENTAL ......ccvimiuiiintietetiscieietstseiese sttt ts ittt sie sttt siesesnessiesenas 27
IMETODOLOGIA ...ttt ettt 28
EXTracCion de RNA tOTal......uieiiiiiiiieee ettt ee e 28
Tratamiento del RNA total con DNasa | .....eeeiiiiiiiiiiiiiieeeieee et 29
Sintesis de DNA complementario (cDNA) Yy gPCR......ccoiiiiiiiiiii 29
Anilisis de sobrerrepresentacion de conjunto de genes y matriz de asociacion ...........cccevvveneees 31
Construccion de redes de coexpresion de INcRNAsy mMRNAs de EFs ..., 32
Construccion de redes de coexpresion entre INCRNAs y PCGs asociados...........ccceeeeeeeeeeeeenn.... 32

1N LR TSR] = e [ ol TN 32



RESULTADOS .......ooiiiiiiiiittiitttetetetttteeete ittt eeeeeeee ettt eeeee e e et et eee et eeeeeeeeee e e e e eeeeeeeee e e e eeeeeeeeeeeeesensnnennnennnnnes 33

Identificacion de IncRNAs diferencialmente expresados en la diferenciacion dopaminérgica
implicados en estado pluripotencial de hESCs y diferenciacion neural..........cccccceeeeiirriviiinnnnnn... 33

Validacion de IncRNAs seleccionados durante la diferenciacién dopaminérgica a partir de hESC

POF RT-0PCR ..ttt et e et s e ettt s e e et s e eeba s e e senan s eaeasa s esennasaesennnsaanennnnne 34
Inferencia de la funcidn de IncRNAs por analisis bioinformaticos........cccoeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 39
EFs identificados DE en la diferenciacion dopaminérgica........ccceeeeeeeeiiiiiiiiiiieiieceeeccceeceeeans 43
Regulacion in €is d& INCRINAS .......uuuee s 45
DISCUSION ..ottt 49
CONCLUSION ...ttt bbbt 54
PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt ettt e st e e st e e s et e s st e s saree e e saanreeessnneeesnans 54
ANEXOS .ottt e et e s e e e s e e e s e e e s e e e e 55
Gel de electroforesis de muestras de RNA del D28 (NDA1 y NDA2) tratadas con DNasa l.......... 55
Gel de electroforesis de muestras de cDNA del D28 ..........coovviiiiiiniiiieiniiee e 55

BIBLIOGRAFIA.........cooviteiieieieieieiiett sttt sttt sttt a e b ettt s e se s s e b e b e st s s s nsnas 56



INDICE DE TABLAS

Tabla I. Lista de cebadores disefiados para la validacidn por RT-gPCR. .........ccccoeiiiiiiiiiiii, 30
Tabla Il. Los 30 IncRNAs mas DE a la baja en el intervalo 0-28 D analizados por LNCpedia. ........... 35
Tabla lll. Los 30 IncRNAs mads DE al alza en el intervalo 0-28 D analizados por LNCpedia............... 36

iINDICE DE FIGURAS

Figura 1. Establecimiento de la identidad regional del tubo neural......................l, 9
Figura 2. Desarrollo de nDAs del mesencéfalo en vertebrados. ...........cccceooii, 9
Figura 3. Principales vias dopaminérgicas..........cccciiiiiiiiiiii 11
Figura 4. Caracteristicas histologicas de [a EP. ... 12
Figura 5. Protocolo de diferenciacion dopaminérgica. ........ccccceeiiiiiiiiii, 15
Figura 6. Clasificacion de IncRNAs por su relacidén con genes codificantes vecinos. ..................... 18
Figura 7. Regulacionencisy trans de INCRNAS. ..., 19
Figura 8. Mecanismos de la funcidn de INCRNAS. ..., 20
Figura 9. Participacion de IncRNAs en la pluripotencia y en la diferenciacién neural.................... 21
Figura 10. Genes DE durante la diferenciacidon dopaminérgica.............ccccceeiii, 23
Figura 11. Los IncRNAs tienen cambios dindmicos en su expresion. .........ccccceeeeeveeiiiiieiiieecceee e, 23
Figura 12. Prediccién de la funcion de IncRNAs enSClenrata. ..., 25
Figura 13. Productos de PCR punto final de IncRNAs seleccionados para validacién.................... 37
Figura 14. Expresion de INCRNAs por RT-gPCR. .....ccoiiiiiiii 38
Figura 15. Productos de PCR punto final para ACTB con muestras de RNA de D28 (NDA1 y NDA2)

tratado CON DINGSA L. ueeeiiiiiiiiie ettt e sttt e e s st e e e st e e s snreeeesnnees 39
Figura 16. Participacion de IncRNAs en procesos bioldgicos...........cccceeiiiii 41

Figura 17. Correlacién de expresion entre IncRNAs candidatos y marcadores de pluripotencia y

Lo Lo 0 =L Y1 4T = 1ol - 42
Figura 18. Los IncRNAs DE a la baja tienen alto nivel de coexpresion con EFs.......................ol. 44
Figura 19. Los IncRNAs DE al alza tienen alto nivel de coexpresion con PCGs cercanos. ............... 48
Figura 20. Participacion in cis de IncRNAs en el desarrollodel SN. .............ccc . 48



ABREVIATURAS

°C

cDNA

DE
EFs
ESCs
EP
FDR
FPKM
GS
GSEA
hESCs
IGV
iPSC
Kb
IncRNA
log,FC
nDAs
NES

NSCs

Grados Celsius
DNA complementario
Dia
Diferencialmente expresado
Factores epigenéticos (“Epigenetic Factors”)
Células troncales embrionarias (“Embryonic Stem Cells”)
Enfermedad de Parkinson
Tasa de descubrimientos falsos (“False Discovery Rate”)
Fragmentos por kilobase por milldn de lecturas mapeadas
Conjunto de genes (“Gene Sets”)
Andlisis de sobrerrepresentacion de genes (“Gene Set Enrichment Analysis”)
Células troncales embrionarias humanas (“Human Embryonic Stem Cells”)
Visualizador gendmico integrativo (“Integrative Genomics Viewer”)
Célula troncal pluripotencial inducida (“Induced Pluripotent Stem Cells”)
Kilobase
RNA no codificante largo (“long non-coding RNA”)
Veces de cambio en logaritmo base dos
Neuronas dopaminérgicas
Puntuacién normalizada de enriquecimiento (“Normalized Enrichment Score”)

Células troncales neurales (“Neural Stem Cells”)



nM Nanomolar

Mg Microgramo

miRNA MicroRNA

pL Microlitro

mM Milimolar

UM Micromolar

NAT Transcrito antisentido natural (“Natural Antisense Transcript”)

PCC Coeficiente de correlacion de Pearson (“Pearson Correlation Coefficient”)
PCGs Genes que codifican proteinas (“Protein Coding Genes”)

PRC2 “Polycomb Repressive Complex 2”

RA Acido retinoico (“Retinoic Acid”)

RNA-seq Secuenciacion de RNA (“RNA-Sequencing”)

SCI Lesion de médula espinal (Spinal Cord Injury”)
SCs Células troncales (“Stem Cells”)

SN Sistema Nervioso

SNC Sistema Nervioso Central

SNpc Substantia nigra pars compacta

TF Factor transcripcional



RESUMEN

Los RNAs largos no-codificantes (IncRNAs) pertenecen a un grupo muy diverso de
transcritos que se caracterizan por tener una longitud mayor a los 200 nucleétidos y por
carecer de marcos de lectura abierto (ORFs) por lo que no codifican para proteinas. En
décadas pasadas se les consideraba como “RNA basura” o “ruido transcripcional” ya que se
creia que el producto funcional de los genes eran las proteinas. Sin embargo, hoy en dia se
conocen IncRNAs que modulan procesos celulares muy importantes, entre ellos, el
mantenimiento del estado indiferenciado de células troncales pluripotenciales (PSCs) y la
diferenciacién celular. Ambos procesos son de gran interés en la medicina regenerativa ya
gue su entendimiento permite obtener células de un linaje especifico para su posible
aplicacién clinica. Se han establecido protocolos donde, a partir de PSCs, se obtienen
neuronas dopaminérgicas (nDAs), las cuales mueren en la enfermedad de Parkinson. A
pesar de que estos protocolos son eficientes, se generan otros tipos celulares por lo que es
imperativo entender los mecanismos moleculares que regulan la diferenciacién hacia un
linaje en especifico. Por esta razdn, el objetivo del presente trabajo fue identificar IncRNAs
gue modulen el estado pluripotencial de PSCs y el proceso de diferenciacion dopaminérgica.
A partir del perfil transcriptémico del proceso de diferenciacion dopaminérgica, se
seleccionaron IncRNAs diferencialmente expresados (DE) para su validacion por RT-qPCR y
mediante analisis bioinformaticos se asociaron a procesos celulares importantes. Se
encontré que los IncRNAs sobreexpresados en el estado pluripotencial (dia 0) estan
enriquecidos en procesos relacionados a la proliferacién celular, a la regulacion del ciclo
celulary de PSCs. Ademas, una fracciéon importante de ellos se correlacionaron con factores
epigenéticos (EFs) y se encontrd que los RNAs sobreexpresados en neuronas inmaduras (dia
28) se asocian a diferenciacion neuronal dopaminérgica y que algunos de ellos estdn
fisicamente cercanos a genes codificantes que participan en el desarrollo del sistema

nervioso.



ABSTRACT

Long non-coding RNAs (IncRNAs) are a very diverse group of transcripts that are longer than
200 nucleotides and for lacking open reading frames (ORFs) meaning that they do not code
for proteins. In past decades they were considered "junk RNA" or "transcriptional noise"
since it was believed that the only functional product of genes were proteins. Nowadays it
is known that IncRNAs can modulate very important cellular processes, including the
maintenance of pluripotent stem cells (PSCs) and cell differentiation. Both processes are of
great interest in regenerative medicine since their understanding allows obtaining cells of a
specific lineage for possible clinical application. There are protocols to obtain dopaminergic
neurons (nDAs) from PSCs; this neuronal type degenerates in Parkinson's disease. Although
these protocols are efficient, other cell types are generated, so it is imperative to
understand the molecular mechanisms that regulate differentiation towards a specific
lineage. For this reason, the goal of the present work was to identify IncRNAs that modulate
the pluripotent state of PSCs and the dopaminergic differentiation process. From the
transcriptomic profile of the dopaminergic differentiation process, differentially expressed
(DE) IncRNAs were selected for validation by RT-qPCR and through bioinformatic analysis
they were associated with important cellular processes where we found that the
overexpressed INcRNAs in the pluripotent state (day 0) are enriched in processes related to
cell proliferation, cell cycle and PSCs regulation. Furthermore, a significant fraction of them
correlated with epigenetic factors (EFs) and the overexpressed RNAs in immature neurons
(day 28) associates with dopaminergic neuronal differentiation and some of them are

spatially close to coding genes that participate in the development of the nervous system.



INTRODUCCION

Las células troncales como modelo del desarrollo

Las PSCs, como las células troncales embrionarias (ESCs) y las células troncales
pluripotenciales inducidas (iPSCs), sirven como una fuente atractiva de células ya que
ambas tienen la capacidad para autorrenovarse, lo que permite expansiones ilimitadas de
estas células indiferenciadas y ademas, estas células pueden dar origen a cualquier tipo de

célula diferenciada de adulto (Fan & Ng, 2020).

Las ESCs humanas (hESCs) se obtuvieron por primera vez de embriones congelados en etapa
previa al blastocisto, producidos por fertilizacidon in vitro para fines reproductivos. Estos
embriones se donaron por consentimiento informado y se aprobd su uso por la junta de
revision institucional. Los embriones se cultivaron hasta la etapa de blastocisto de los cuales
se aislaron 14 masas celulares internas y se derivaron cinco lineas celulares que se
originaron de cinco embriones separados. Las células resultantes tuvieron una alta
proporcion de nucleo-citoplasma, nucleolos prominentes y una morfologia de colonias
como la de las ESCs de monos Rhesus. Tres lineas celulares (H1, H13 y H14) fueron de
cariotipo masculino normal XY, y dos lineas celulares (H7 y H9) tuvieron un cariotipo
femenino normal XX. Cada una de las lineas celulares se criopreservé y descongeld con
éxito. Las hESCs tienen altos niveles de marcadores de superficie celular que caracterizan
las ESCs, incluido el antigeno embrionario especifico del estadio (SSEA)-3, SSEA-4, TRA-1-
60, TRA-1-81, presentan actividad de la Telomerasa y mantienen el potencial para formar
derivados de las tres capas germinales embrionarias (Thomson, 1998). Ademds, presentan

altos niveles de los factores de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG (Park et al., 2019).

Las iPSCs humanas se generan de células somaticas terminalmente diferenciadas, las cuales
se reprograman al inducir la expresién constitutiva de los factores transcripcionales (TFs)

Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc, mismos que participan activamente en el mantenimiento de la



troncalidad. Estas células son muy similares a las ESCs ya que tienen un cariotipo normal,
expresan marcadores asociados al estado pluripotencial y tienen una gran actividad de la
telomerasa. Ademds, tienen la capacidad para formar teratomas (tumores formados por
tejidos de las tres capas germinativas), lo cual evidencia su pluripotencia (Takahashi &

Yamanaka, 2006).

La diferenciacion dirigida de las hPSC hacia células especializadas en cultivo sigue los
mismos principios que subyacen al desarrollo embrionario. Por lo tanto, los conocimientos
obtenidos de la Biologia del desarrollo han guiado las estrategias para usar factores de
crecimiento o moduladores de las vias de sefalizacién del desarrollo para mantener la
pluripotencia o el destino de las células troncales hacia el linaje deseado y con alta eficiencia

(revisado en Williams et al., 2012).

Desarrollo de neuronas dopaminérgicas en vertebrados

La neurulacién es un proceso dinamico que da lugar al tubo neural a partir del plegado de
la placa neural, para culminar posteriormente en el desarrollo del SN. En el tubo neural
existen grupos especializados de células que secretan factores que establecen la identidad
regional de las vesiculas que componen el sistema nervioso central (SNC) (Figura 1) asi como

el destino neuronal (revisado en Jessell & Sanes, 2000).

El ratén ha sido el modelo de estudio para entender cdmo se especifican y diferencian las
neuronas dopaminérgicas (nDAs) en el mesencéfalo en desarrollo y aunque existen
diferencias en comparacién con el humano (ej. tipos celulares intermedios especificos entre
ambas especies), muchos tipos neuronales aparecen en tiempos homodlogos (La Manno et

al., 2016).

El desarrollo de las nDAs del mesencéfalo es un proceso altamente coordinado por
morfdgenos, los cuales establecen la informacidn posicional de las células al activar vias de
sefalizacion especificas y TFs que encienden programas genéticos de manera orquestada

(Figura 2A). Este proceso de diferenciacién consta de las siguientes etapas:



1. Regionalizacién: el limite mesencéfalo-rombencéfalo se establece gracias a la
expresion de Otx2 en la porcién mesencefalica y Gbx2 en el rombencéfalo para dar
origen al organizador istmico (Ol), el cual secreta FGFs y Wnts en la porcidn
mesencefalica (Figura 1) y junto con Sonic hedgehog (SHH), el cual es secretado por
la notocorda y posteriormente por la placa de piso del mesencéfalo, generan el
patrén anteroposterior y dorsoventral, respectivamente (Figura 2B).

2. Especificacion de la placa de piso: los precursores de nDA son células parecidas a la
glia radial que se encuentran en la placa de piso del mesencéfalo en donde se activa
la via de SHH, esta regula la expresién de Lmx1a el cual a su vez activa la expresion
de Msx1, este ultimo junto con Foxa2 inducen la expresién de Ngn2 la cual permite
la proliferacidn de precursores Tujl+/Nurrl+ para su posterior migracion a la zona
intermedia del mesencéfalo (Figura 2C).

3. Diferenciacion: los precursores dopaminérgicos de la substantia nigra pars
compacta (SNpc) y del area tegmental ventral (VTA) son indistinguibles hasta el dia
embrionario (E)13.5 donde, en la SNpc, se expresan Nurrl, Pitx3, En1, En2 y Lmx1b
los cuales actuan coordinadamente para generar el fenotipo dopaminérgico al
inducir la expresion de la tirosina hidroxilasa (Th), gen que codifica para la enzima
limitante en la sintesis de dopamina y también regulan la maduracion y el

mantenimiento de este fenotipo (Figura 2D) (revisado en Volpicelli et al., 2020).

Eje rostrocaudal

Organizador istmico

Zona limitante
intertalamica

| | | | |
Prosencéfalo ' Mesencéfalo | Rombencéfalo Médula espinal
(P) (M) (R) (ME)




Figural. Establecimiento de la identidad regional del tubo neural.
Tanto la zona limitante intertaldmica (ZLI) como el organizador istmico (Ol) secretan

factores que permiten la regionalizacién del tubo neural. El Ol secreta FGFs y Wnts, ambos
son necesarios para la diferenciacion y el patrén del mesencéfalo y el rombencéfalo
mientras que la ZLI secreta SHH en forma de gradiente importante para la ventralizacién del
mesencéfalo (modificado de Jessell & Sanes, 2000).

A Foxa2
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Figura2. Desarrollo de nDAs del mesencéfalo en vertebrados.
(A) Morfégenos y TFs involucrados en la neurogénesis e identidad de nDAs. (B)

Regionalizacion del mesencéfalo (M) por morfégenosy TFs. R; Rombencéfalo. (C) En la zona
proliferativa (gris) de la linea media ventral del mesencéfalo se expresan TFs que permiten
la especificacion de las células progenitoras dopaminérgicas que entran en la zona
intermedia (amarillo). (D) Las células Pitx3+ de la SNpc migran ventralmente hasta la zona
periférica (rojo), eventualmente estas células migran lateralmente y expresan Th
(modificado de Gale & Li, 2008).



Funcion de la dopamina en el cerebro

La dopamina se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina, donde la Tirosina hidroxilasa
(TH) es la enzima limitante en la velocidad de sintesis del neurotransmisor. Existen
mecanismos de homeostasis que controlan con precisién tanto la sintesis, el
almacenamiento, la liberacién, la recaptura y el metabolismo de la dopamina. La
desregulacién de estos mecanismos se asocia a varios trastornos, uno de ellos es la pérdida
de dopamina en el cuerpo estriado lo que causa la pérdida del control motor observado en

pacientes con la EP.

La dopamina es una catecolamina que actia como neurotransmisor tanto en el SNC, como
en el SN periférico. Los nucleos importantes que contienen a las nDAs incluyen la SNpc que
envia proyecciones al neoestriado (via nigroestriatal) y el area tegmental ventral (VTA), el
nucleo que envia proyecciones hacia la corteza prefrontal (via mesocortical) y a estructuras
limbicas como el nucleo accumbens y la amigdala (via mesolimbica) (Figura 2). Por esta
razon, la dopamina desempena un papel importante en muchas funciones cerebrales tales
como el ciclo de suefno-vigilia, toma de decisiones, aprendizaje de recompensa, control del

movimiento voluntario y procesamiento cognitivo, entre otras (Best et al., 2009).

Existen cinco subtipos de receptores dopaminérgicos, miembros de la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G. Estos subtipos se dividen en dos familias principales,
D1y D2. Los receptores del subtipo D1 (D1y Ds) estimulan la formaciéon de AMP ciclico como
el principal mecanismo de transduccién. Estos receptores son esenciales reguladores de la
recompensa, actividad motora y cognicion del SNC. Por otro lado, al activar diferentes
proteinas G (Gai y Gao), los receptores subtipo D, (D2, D3 y Da), inhiben la formacién de
AMP ciclico, reducen la entrada de Ca?*a través de canales activados por voltaje y activan
los canales de K*; en conjunto esto tiene un efecto inhibitorio en las neuronas (Beaulieu et

al., 2011).
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Figura3. Principales vias dopaminérgicas.
Representacion del cerebro humano en un plano sagital que muestra los nucleos de nDAs

(SNpc y VTA), las tres principales vias dopaminérgicas: via nigroestriatal (rojo), via
mesolimbica (verde) y via mesocortical (azul) y las estructuras cerebrales hacia donde
proyectan los axones (Best et al., 2009).

La Enfermedad de Parkinson (EP)

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de trastornos que se
caracterizan por la pérdida progresiva de la estructura y funcién del sistema nervioso (SN).
Las enfermedades neurodegenerativas mas comunes incluyen la enfermedad de Alzheimer
yla EP (Wangetal., 2019). La EP se describid inicialmente en el siglo XIX por James Parkinson
como "la paralisis temblorosa" y hoy en dia, es el segundo trastorno neurodegenerativo
mas comun. Se estima que la prevalencia de la EP es de aproximadamente 1% en personas
mayores de 60 afios y aumenta del 3-4% a la edad de 80 afios. La EP esta caracterizada por
agregaciones citoplasmaticas y axonales de a-sinucleina (proteina que forma parte de la
magquinaria de anclaje de las vesiculas de almacenamiento de los neurotransmisores),

conocidas como cuerpos de Lewy y la pérdida progresiva de nDAs en la SNpc del
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mesencéfalo (Figura 3) que conlleva a la liberacion disminuida de dopamina en los tractos
extrapiramidales encargados de controlar el movimiento (Vallerga et al., 2020). Los signos
clinicos son evidentes al perderse mas del 80% de las nDAs de la SNpc. Entre los sintomas
mas caracteristicos de la EP se encuentran la bradicinesia (lentitud en la ejecucién de
movimientos), rigidez, temblor, alteracion de la postura y la marcha, trastornos del habla y

deterioro cognitivo (Tarsy, 2012).

Figura4. Caracteristicas histoldgicas de la EP.
Regiéon mesencefdlica de una persona sin la EP (A) en donde se sefiala con flecha la

pigmentacion tipica de las nDAs de la SNpc (neuromelanina) en comparacion con el
mesencéfalo de un paciente con la EP (B) en el cual no existe esta pigmentacidn por la
pérdida de esas neuronas. Fotomicrografia del drea de la SNpc donde se observan neuronas
pigmentadas con neuromelanina en un cerebro sano (C), mientras en el cerebro de
pacientes con EP hay una gran pérdida de estas neuronas (D). Al hacer una magnificacién
del drea limitada por un recuadro negro de la imagen D, se observan agregaciones
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citopldsmicas de a-sinucleina y ubiquitina conocidos como cuerpos de Lewy (E). PD,
Parkinson’s disease; Lewy body, Cuerpo de Lewy (Aron, 2010).

Tratamientos para la EP

La EP se puede tratar con terapias farmacoldgicas dopaminérgicas donde se usan
precursores de dopamina como levodopa lo que mejora significativamente a muchos de los
sintomas motores de la EP, particularmente en las primeras etapas de la enfermedad. Sin
embargo, con el tiempo, la enfermedad avanzay, ademas, el uso prolongado de las terapias
farmacolégicas causa complicaciones motoras inducidas por farmacos, como discinesias
inducidas por levodopa. Existen formas de administrar una terapia dopaminérgica mas
continua, aunque estas son mas invasivas, como las bombas de apomorfina (via
subcutanea) y DuoDopa® (levodopa/carbidopa via duodenal), asi como intervenciones
neuroquirurgicas como la estimulacién cerebral profunda. Estas terapias solo tratan los
sintomas sin ningun intento de regenerar la poblacion celular pérdida durante la
enfermedad. Por esta razon, se intentan encontrar tratamientos que puedan tanto aliviar
los sintomas como reemplazar la inervacion neuronal perdida. (revisado en Wijeyekoon &

Barker, 2009).

Terapia celular de la EP con nDAs diferenciadas de hPSCs

Una alternativa prometedora para tratar la EP es la terapia celular en la cual se trasplantan
nDAs con el objetivo de reemplazar las neuronas que han muerto en esta patologia y asi,
reestablecer los niveles de dopamina en el estriado (revisado en Wijeyekoon & Barker,

2009).

Para obtener células dopaminérgicas del mesencéfalo a partir de hESCs se utilizan
protocolos de diferenciacion que manipulan vias de sefalizacién con el objetivo de
comprometer a las células a un linaje especifico. La inhibicién de la via TGF-B/BMP inhibe a
las SMAD, mejorando asi la diferenciaciéon neural usando la combinacién de SB431542
(inhibidor de ALK) y Nogina (inhibidor de BMP). Estos inhibidores desestabilizan la red de

pluripotencia mediada por TGF-B / Activinay NANOG, suprimen los destinos mesodérmicos
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al inhibir a la Activina enddgena y a las sefales Nodal, lo que promueve la neuralizacion del

ectodermo primitivo, a través de la inhibicién de las SMADs (Chambers et al., 2009).

La via de sefializacién candnica Wnt-B-Catenina es un sistema de comunicacién importante
para la renovacion de células troncales, la proliferacién y la diferenciacién, durante la
embriogénesis y la homeostasis del tejido adulto. La sefalizacion de Wnt-B-Catenina es
crucial para definir los ejes antero-posterior y dorso-ventral del cuerpo en multiples
especies animales. En concordancia con su papel en el desarrollo embrionario, la
diferenciacién de ESCs en diferentes capas germinales requiere la activacion
espaciotemporal de la sefializacién de Wnt-B-Catenina (Steinhart & Angers, 2018). Para la
diferenciacién de hPSC a nDAs se utiliza CHIR99021, el cual es un inhibidor de GSK3, que
es responsable de la fosforilacién y degradacion continua de B-Catenina, lo que activa la via
de sefializacidon candnica de Wnt y promueve la diferenciacion. La sefializacion de Wnt-f3-
Catenina y la activacion de la via de SHH inducen a la coexpresion de FOXA2 y LMXI1A, TFs
presentes en el mesencéfalo en desarrollo. La activacion de estas vias de sefializacién por
moléculas pequenas (Figura 5) enriquece la cantidad de nDAs mesencefalicas derivadas de
hPSC. Sin embargo, a pesar de la alta eficiencia se observa heterogeneidad en el cultivo, es
decir, no sélo se encuentran nDAs, sino también neuronas GABAérgicas (5%) vy

serotoninérgicas (1%) (Kriks et al., 2011).

Células Troncales Pluripotentes en medio KSR Neurobasal + B27

>
N2 N2 N2
25% 50% 75%
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 20 30
| ] | ] | I ] ] . 1 1 | L1 1 1 >
1 | | | 1 1 1 | | | 1 1 | | |
. seasls10WM
LDN 100 nM
CHIR99021 3 uM
GONF 20 ng/mi
TGFA3 1ng/mi
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Figura5. Protocolo de diferenciacion dopaminérgica.
Representacion de las condiciones de cultivo que ilustra el tiempo en dias y la concentracion

de moléculas pequeiias y factores neurotréficos usados para la obtencidon de nDAs a partir
de hPSCs (modificado de Kriks et al., 2011).

Cambios epigenéticos en la diferenciacion de células troncales

Las redes genéticas que controlan la identidad de las células troncales son de gran interés,
debido a su potencial terapéutico y su gran relevancia para los modelos de desarrollo

temprano (Mohamed et al., 2010).

La epigenética estudia los mecanismos reversibles y heredables mitética o meidticamente
gue regulan la expresion genética en respuesta a estimulos ambientales, sin modificar la
secuencia del DNA. El principio de esta regulacién se basa en la accesibilidad (nivel de
compactacién de la cromatina) a elementos regulatorios de los genes como “enhancers” los
cuales son secuencias de DNA que aumentan los niveles de transcripcion de su gen blanco
o a las secuencias promotoras de los genes, donde se une la maquinaria transcripcional. Si
la cromatina se encuentra accesible (laxa), se favorece la unién de la maquinariay TFs a las
secuencias regulatorias lo que hace posible llevar a cabo la transcripcién. De lo contrario, si
la cromatina estd compacta en esa region, este proceso no se lleva a cabo (revisado en

Corso-Diaz et al., 2018).

Entre los mecanismos epigenéticos que controlan el estado de la cromatina se encuentra la
metilacién de citosinas del DNA por las DNA metiltransferasas en secuencias promotoras
de los genes en regiones ricas en guanina y citosina (islas CpG). Este mecanismo se asocia
generalmente a la represidon genética ya que existen proteinas que reconocen estas
modificaciones, las cuales, reclutan a complejos remodeladores de la cromatina cuya accién
provoca el silenciamiento del gen. Sin embargo, esta modificacién es reversible, ya que las
proteinas TET oxidan el grupo metilo para su posterior eliminacién, permitiendo
nuevamente la expresion del gen. Ademas de la metilacion del DNA existen otros

mecanismos epigenéticos como los orquestados por enzimas que depositan o retiran
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grupos quimicos a las colas de las Histonas (escritores y borradores, respectivamente) para
gue otras proteinas interpreten esta modificacién (lectoras), remodelando el estado de la
cromatina y asi, regular la expresiéon genética. También existen remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP que alteran los contactos DNA-Histona promoviendo asi la
accesibilidad del DNA y el intercambio de Histonas por variantes de Histonas ( no candnicas)

proporcionando otro mecanismo de regulacién génica (revisado en Allis & Jenuwein, 2016).

Estos mecanismos epigenéticos mantienen el estado pluripotencial de las ESCs al silenciar
genes importantes en la determinacion del destino celular y el desarrollo al mismo tiempo
gue mantienen transcripcionalmente activos a genes de proliferacion y programas de
pluripotencia (Bernstein et al., 2006), mientras que en el proceso de diferenciacién, se
activan genes especificos de un linaje celular a la vez que se mantienen silenciados genes
de otros linajes y se silencian los genes de pluripotencia (revisado en Godini et al., 2018,

Schuettengruber et al., 2017).

En las ultimas décadas se han identificado una variedad heterogénea de RNAs no
codificantes, entre ellos, RNAs largos no codificantes (IncRNAs) involucrados en la
regulacion de la expresion genética, entre ellos, en la regulaciéon epigenética al conferir
especificidad de secuencia a las actividades modificadoras de la cromatina (revisado en
Roberts et al., 2014) por mecanismos moleculares muy variados. Sin embargo, hasta la
fecha solo se ha caracterizado una minima fraccion de ellos (revisado en Banta & Richards,

2018).

Clasificacion y funcion de los IncRNAs

Los IncRNAs pertenecen a una clase de RNAs no codificantes que incluye miles de especies
diferentes (> 60,000 en el genoma humano), son transcritos de RNA que tienen mds de 200
nucledtidos de longitud, a menudo tienen “capping”, pueden o no estar poliadenilados,
pueden experimentar “splicing” y carecen de ORFs evidentes. Ademas, los IncRNAs
generalmente se expresan en un tejido y en una etapa de desarrollo muy especifica y a
6rdenes de magnitud mas bajos en comparacién con los genes codificantes. Estos

transcritos se pueden clasificar de muchas formas: por su tamano, localizaciéon subcelular,
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biogénesis, funciéon o proceso bioldgico especifico asociado. Sin embargo, la forma mas
comun de clasificar a estos transcritos es de acuerdo con la localizacidn relativa de su locus
con respecto a genes codificantes (Figura 6), ya que, por una parte no se necesitan estudios
experimentales exhaustivos previos para su clasificacion y por otra, porque esta
informacién es de gran utilidad para inferir la posible funcidn de estos transcritos al estudiar

los genes codificantes asociados (revisado en Jarroux et al., 2017).
Los IncRNAs tienen dos formas de regular la expresidon genética:

1. Encis, donde el transcrito regula el mismo locus que le dio origen, por ejemplo: Xist
(“X-inactive specific transcript”), uno de los primeros IncRNAs reportados y mejor
caracterizados, se expresa al inicio de la diferenciacidon en uno de los cromosomas
X de células de hembras en mamiferos. Este RNA cubre fisicamente al cromosoma
X que le dié origen y recluta remodeladores de cromatina para silenciar este
cromosoma, lo que permite balancear la diferencia de expresion derivada del
cromosoma X entre ambos sexos (Figura 7A).

2. En trans, regula un locus distinto del que se origind, por ejemplo: HOTAIR (“HOXA

IH

transcript antisense RNA”) se origina del “cluster” HOXC. Este transcrito se traslada
al locus de HOXD y en su extremo 5’ interactia con PRC2 y en su extremo 3’ con la
proteina lisina desmetilasa 1 (KDM1) asi, PRC2 coloca la marca represiva H3K27me3
y KDM1 elimina la marca activadora H3K4me3, como resultado se silencia el
“cluster” HOXD (Figura 7B). Esto permite coordinar de manera espacio-temporal

precisa, la expresion de los genes de este “cluster” que regulan el plan corporal del

embridn y los procesos de diferenciacién (revisado en Fatica & Bozzini, 2014).

La naturaleza intrinseca de acido nucleico confiere a los IncRNAs una enorme versatilidad,
pudiendo interactuar con proteinas o mediar interacciones de apareamiento de bases en
sitios especificos de RNA o DNA para ejercer su funcién. En la Figura 8 se ilustran los
mecanismos moleculares por los que los INcRNA ejercen su funciéon (revisado en Hu et al.,

2012).
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Figura 6. Clasificacion de IncRNAs por su relacion con genes codificantes vecinos.
Las flechas rojas indican genes codificantes, las azules IncRNAs y la morada puede ser un

gen codificante o no codificante (la forma de las figuras indica la direccidn de transcripcién).
Los IncRNAs se dividen en cinco subtipos: los intergénicos (lincRNA), localizados entre dos
genes codificantes (no importa la orientacion), los intrénicos se encuentran en los intrones
de los genes codificantes, mientras que los sentido se sobrelapan con exones, los
bidireccionales se transcriben en direcciones opuestas (su sitio de inicio de la transcripcién
se encuentra a menos de 1 kb de distancia) y los antisentido o “Natural Antisense
Transcript” (NAT) son secuencias de RNA que se transcriben de las dos cadenas del mismo
locus en direcciones opuestas (tomado de Latg et al., 2018).
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Figura 7.

Regulacion en cis y trans de IncRNAs.

(A) Xist induce la formacidon de cromatina represiva a través del reclutamiento de la DNA

metiltransferasa 3 (DNMT3), que induce la metilacion del DNA; PRC2, que trimetila la lisina
27 de la Histona H3 (H3K27me3) y EHMT2, que di- y trimetila la lisina 9 de la Histona H3
(H3K9me2 y H3K9me3). (B) HOTAIR es un IncRNA que tiene su locus en el “cluster” HOXC,

|ll

actua en trans en los genes de

cluster” HOXD. Sirve como andamio para dos complejos

represivos distintos, PRC2 y el complejo desmetilante H3K4 KDM1A-coREST-REST en la
misma regién gendmica dando como resultado la represion genética del locus (modificado

de Fatica & Bozzini, 2014).

19



RNA decoy microRNA sponge RNP component

microRNP
T iption fact;
ranscription factors IncRNA Q ® Proteins
ks |

@ ncRNA
IncRNA (V) RNA
\/W/W\N IncRNA interacting proteins

f-—-—.-
IncRNA %

IncRNA

Chromatin modifiers mRNA

oFhecrui'(ment of
chromatin modifiers

eTrans\at\on oSplic:ing

inhibition modulation Degradation

Figura8. Mecanismos de la funcion de IncRNAs.
Los mecanismos por los cuales los IncRNAs regulan sus sitios blanco dependen de la

secuencia primaria, estructura secundaria que adoptan y su locus. (A) Pueden actuar como
sefuelos donde secuestran TFsy evitan que se unan a su secuencia blanco. (B) Pueden tener
secuencias complementarias con el complejo microRNA-ribonucleoproteina (microRNP)
evitando su unién a la regién 3'UTR del RNA mensajero (mRNA) y su posterior degradacion.
(C) En otros casos los INcRNAs sirven de andamio para unir proteinas reguladoras. (D) Otros
IncRNAs reclutan complejos remodeladores de la cromatina a sus sitios diana del DNA. (E)
Algunos otros IncRNAs (NAT) pueden modular el procesamiento de su mRNA blanco como
la traduccidn, (F) el “splicing” alternativo y (G) la degradacién (modificado de Hu et al.,
2012).

Regulacion de la diferenciacidon celular por IncRNAs

En las ultimas décadas se han identificado IncRNAs que participan en modular la
diferenciacién de células especializadas de mamifero a partir de sus progenitores, unos son
requeridos para el mantenimiento del estado pluripotencial de ESCs o para la
desdiferenciaciéon (Figura 9A), otros para el mantenimiento de células progenitoras
somaticas como ANCR (en queratinocitos) y PINC (en células epiteliales mamarias), otros
participan en la regulacidn de genes que participan en el establecimiento del plan corporal
(HOTAIR, HOTTIP, y HOTAIRM1), algunos otros asociados a la hematopoyesis (HOTAIRM1,
lincRNA-EPS y EGO) o al desarrollo vascular (Tie-1AS).



También se han identificado IncRNAs que participan en la diferenciacion de células
musculares a partir de mioblastos (linc-MD1) y, con respecto a la diferenciacion neural, se
ha observado que muchos IncRNA estdn DE y especificamente se localizan en tejidos

neurales durante el desarrollo mostrados en la Figura 9B (Hu et al., 2012).

A IncRNA_ES1-3
lincRNA-RoR @
@ -
ESCs Células diferenciadas
iPSCs
B
RMST, IncRNA_N1-3
Progenitores Neuronas
neurales excitatorias

Figura9. Participacion de IncRNAs en la pluripotencia y en la diferenciacion neural.
(A) Los IncRNAs IncRNA_ES1, IncRNA_ES2 y IncRNA_ES3 modulan el mantenimiento del

estado pluripotencial de ESCs mientras que /incRNA-RoR estd involucrado en la
reprogramacion de células diferenciadas hacia iPSCs. (B) RMST y los IncRNAs IncRNA_N1,
IncRNA_N2 y IncRNA_N3 participan en la diferenciacion de progenitores a neuronas
excitatorias (modificado de Hu et al., 2012).

En mamiferos, aproximadamente el 40% de los IncRNAs se expresa exclusivamente en el
cerebro (Statello et al., 2020). Ademads, existe una fuerte correlacién entre la expansién del
tamaio del cerebro a través de la evolucién, con la expansion en el nimero de IncRNAs
individuales, y ya que estos se expresan en linajes neuronales especificos, se puede

especular que estos RNAs son de gran relevancia en el SN (Jarroux et al.,, 2017).
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Actualmente, se sabe que muchos de los IncRNAs enriquecidos en el cerebro tienen papeles

importantes en el neurodesarrollo y neuropatologias (Zhang et al., 2019).

A pesar de que se han identificado IncRNAs implicados en la pluripotencia de PSCs y en el
proceso de diferenciacién neural/neuronal, se conoce muy poco acerca de su funcién
especifica y el papel que juegan otros IncRNAs no caracterizados aln. Sin embargo, ya que
los niveles de expresion de genes que codifican proteinas (PCGs) pueden ser regulados por
IncRNAs en cis, es posible predecir la funciéon potencial de estos IncRNA mediante analisis
bioinformaticos donde se generen redes de coexpresidon IncRNA-PCGs para posteriormente
analizar en que procesos bioldgicos estan asociados estos genes (Li et al., 2020). En este
sentido, es posible que el estudio y manipulacion de IncRNA permita el desarrollo de

protocolos de diferenciacién celular mas eficientes (Perry & Ulitsky, 2016).

ANTECEDENTES

Identificacion de IncRNAs diferencialmente expresados (DE) durante el proceso de

diferenciacion dopaminérgica a partir de hESCs

En un trabajo desarrollado por Meléndez-Ramirez y colaboradores donde se obtuvo el perfil
transcripcional (RNA-seq) de hESC (H9-GFP) al dia 0 (DO), dia 14 (D14) y dia 28 (D28) de
diferenciacién dopaminérgica, se encontraron diferencias significativas en los niveles de
expresion de 4009 genes (3377 genes codificantes y 632 IncRNAs) en los intervalos 0-14 dias
(0-14 D), 14-28 dias (14-28 D) y 0-28 dias (0-28 D), donde se observa que los genes que
mayormente cambian en todos los intervalos son genes codificantes de proteinas (PCGs)
(Figura 10) (Meléndez-Ramirez et al., 2021). Sin embargo, al analizar los genes DE que
tienen los cambios mds drasticos en los intervalos 0-14 D y 0-28 D estos son IncRNAs (Figura

11).
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Figura 10.
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del proceso de diferenciaciéon dopaminérgica a partir de hESCs (tomado de Meléndez-
Ramirez et al., 2021).
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Los IncRNAs tienen cambios dinamicos en su expresion.

Se muestran los 10, 20, 30, 40 y 50 genes DE que tienen la mayor tasa de cambio en los
intervalos 0-14 D, 0-28 D y 14-28 D de la diferenciacion dopaminérgica, asi como la
proporcién de los genes que se expresan a la baja (“down”) como los que se sobreexpresan
(“up”) en estos tres intervalos. El asterisco indica que el valor p de los IncRNAs es mds bajo
que el valor p de los PCGs (Meléndez-Ramirez et al., 2021).
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Prediccién de la funcion de IncRNAs por andlisis bioinformaticos

La funcion bioldgica de los IncRNAs se puede inferir usando herramientas bioinformaticas.
De esta forma se han identificado IncRNAs que participan en la progresion de la lesidn de
médula espinal (SCI) subcrdnica y crénica en modelos de rata examinando los cambios en
la expresion de PCGs y IncRNAs a 1 mes (1 M), 3 meses (3 M) y 6 meses (6 M) después de la
lesidn mediante RNA-seq. Los datos de secuenciacién se normalizaron a FPKMs (fragmentos
por kilobase por millon de lecturas mapeadas), se obtuvieron genes DE tomando tres
criterios principales: 1) que al menos una de las muestras tenga un FPKM > 1; 2) que las
veces de cambio (FC) sean > 2; 3) que tenga un “False Discovery Rate” (FDR) < 0.01 (Duran

et al., 2017).

Para inferir la funcién potencial de IncRNAs en la progresion de SCl, se realizé una matriz de
asociacién de los IncRNAs seleccionados y las vias enriquecidas usando ontologia de genes
(Figura 17). Se encontraron cinco categorias en las que estan implicados estos genes: 1) Vias
de sefializacién (S); 2) Respuesta inmune (IR); 3) Modificacion epigenética (EM); 4) SN (N);
5) Matriz Extracelular (EMC). Estos analisis bioinformaticos permiten la inferencia de la

posible funcidon de IncRNAs en un determinado contexto bioldgico (Duran et al., 2017).
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Figura 12.  Prediccion de la funcion de IncRNAs en SCl en rata.
Matriz de asociacién donde se muestran los IncRNAs DE en las columnas y en las filas se

encuentran las vias enriquecidas por ontologia de genes y agrupadas en cinco términos
funcionales, donde la intensidad de color indica la fuerza de asociacion entre el IncRNA y la
via enriquecida (modificado de Duran et al., 2017).

25



JUSTIFICACION

El estudio de los IncRNAs permitird ampliar el conocimiento basico sobre los factores y
mecanismos que modulan el mantenimiento de PSCs y el proceso de diferenciacién

neuronal dopaminérgica.

HIPOTESIS

La decision entre el mantenimiento de la troncalidad o la diferenciacién neuronal
dopaminérgica de hESCs esta parcialmente modulada por IncRNAs especificos al regular la

expresion de genes importantes en estos procesos celulares.

OBIJETIVOS

Objetivo general

Identificar posibles IncRNAs que participan en la regulacion de la expresion de genes
importantes en el estado pluripotencial de hESCs y durante la diferenciacién dopaminérgica

mediante analisis bioinformaticos.

Objetivos particulares

1. Validar por RT-gPCR IncRNAs seleccionados al alza y a la baja que fueron

identificados por RNA-seq al diferenciar hESCs a nDAs.

2. Evaluar los procesos bioldgicos en los que participan los IncRNAs mediante analisis

bioinformaticos.

3. lIdentificar redes potenciales de regulacién entre IncRNAs y PCGs DE en la
diferenciacién dopaminérgica.
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DISENO EXPERIMENTAL

A partir de los datos obtenidos del perfil transcripcional (RNA-seq) de hESCs a los 0, 14y 28
dias de diferenciacion dopaminérgica, se tomaron los 30 IncRNAs mas diferencialmente
expresados tanto al alza como a la baja en el intervalo 0-28 dias (de acuerdo con sus veces
de cambio en logaritmo base dos [log2FC]) y se analizaron con la base de datos LNCipedia
(Volders et al., 2013). Esta base de datos contiene informacion basica de 21 488 IncRNA
humano anotadas y ademas la prediccién de la estructura secundaria, el potencial para
codificar proteinas, sitios de uniéon de microRNAs y bibliografia disponible de IncRNAs
especificos. De los IncRNAs evaluados se seleccionaron como controles para la validacién
por RT-gPCR a ESRG, el cual, esta involucrado en la pluripotencia de hPSCs (Zhao et al., 2007)
y que tuvo niveles de expresién altos solo en el DO y a MIR124-2HG, sobreexpresado en el
D28, el cual se expresa exclusivamente en cerebro y es precursor de la familia de miR-124,
estos miRs estan involucrados en la diferenciacidon neuronal del SNC (Makeyev et al., 2007)
y en el desarrollo neural y crecimiento dendritico (Yoo et al., 2009). Para la evaluacion de la
expresion de IncRNAs se seleccionaron cuatro transcritos que cumplieron los siguientes
criterios: 1) tuvieron un FPKM > 1, al menos en uno de los tiempos en los que se comparod
sus niveles de expresion (al tomar este corte se asegurd que el IncRNA se esta expresando);
2) que mayormente cambiaron de acuerdo con los datos del RNA-seq (dos a la baja 'y dos al
alta); 3) que el disefio de los cebadores fuera posible. Los IncRNAs que cumplieron estos

criterios fueron: AC019155.2 Y LINCO0678 (a la baja) y, DIO30S y AC018563.1 (al alza).

Paravalidar los niveles de expresiéon de IncRNAs diferencialmente expresados (DE), se partié
de RNA total de hESCs (DO0) y de neuronas dopaminérgicas (D28). El RNA total se traté con
DNasa | para eliminar el posible DNA gendmico. A continuacion, se sintetizé el cDNA con

transcriptasa reversa y oligonucleétidos dT como cebadores y se cuantificd la
concentraciéon de cDNA con un espectrofotometro Nanodrop. Posteriormente, con el

cDNA obtenido y los cebadores previamente disefiados para cada IncRNA seleccionado, se
realizaron qPCRs utilizando SYBR® Green Master con el objetivo de cuantificar los niveles

de expresidon de estos transcritos. Los niveles relativos de la expresidn génica se
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normalizaron con ACTB (gen que codifica para la proteina beta actina) por el método de

Livak (Livak & Schmittgen, 2001).

Posteriormente, a partir de la informacion del RNA-seq se realizé un andlisis de
enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA) de los IncRNAs DE donde se asociaron a
procesos bioldgicos. A continuacion, se buscaron IncRNAs que, aungue no mostraron
cambios muy drasticos en su expresion durante el proceso de diferenciacidn, estuvieron
fuertemente asociados a procesos celulares relacionados al estado pluripotencial,
neurogénesis y diferenciacion neuronal dopaminérgica. Con la finalidad de inferir su
participacién en la regulacién epigenética de la expresién genética, se identificaron EFs DE
y se construyd una red de coexpresion entre IncRNAs seleccionados y EFs. También se
realizd una red de coexpresion entre IncRNAs y PCGs que se encontraron cercanos

gendmicamente con la finalidad de establecer una posible regulacion in cis.

Al realizar los experimentos anteriores se identificaron posibles IncRNAs que participan en
la regulacion tanto del estado pluripotencial de hESCs como en el proceso de diferenciacién

dopaminérgica.

METODOLOGIA

Extraccion de RNA total

Para la lisis celular de hESC H9-GFP (DO) y neuronas dopaminérgicas (D28) se afiadieron 0.75
mL de TRIzol™ LS Reagent por cada 0.25 mL de muestra, se homogeneizd y se incubd por 5
min. Posteriormente se afiadieron 0.2 mL de cloroformo, se incubd por 3 min y se llevé a
centrifugacién por 15 mina 1310 g a 4°C para la separacién de fases. Después la fase acuosa
se transfirié a un tubo nuevo y se incubd con 0.5 mL de isopropanol para la precipitacion
del RNA. Se realizaron 3 lavados del RNA a concentraciones crecientes de etanol y se dejé

secar la pastilla por 10 min. Finalmente, el RNA se resuspendio con agua libre de RNasas.
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Tratamiento del RNA total con DNasa |

Se eliminé el DNA gendmico (gDNA) de las muestras de RNA total con el kit RQ1 RNase-Free
DNase (Promega). Primero se tomaron 8 pL de RNA total y se afadié 1 uL del Buffer 10X
RQ1 y 1U de DNasa libre de RNasa para un volumen total de 10 uL. Después, se
homogeneizé la mezcla, se incubd a 37°C por 30 min y posteriormente se afiadié 1 plL del
reactivo Stop solution y se incubd nuevamente 10 min a 65°C para detener la reaccién. Se
observé su integridad con gel de agarosa al 1% (Anexo 1), y se almacend a -20°C para su uso

posterior.

Sintesis de DNA complementario (cDNA) y qPCR

A partir del RNA total y con el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) y oligonucledtidos (dT) (ya que los datos de secuenciacidon se obtuvieron por
RNA-seq de PolyA), se prepard un “master mix” para cuatro reacciones (tres de muestras y

Ill

una como control negativo). El “master mix” para la retrotranscripcion se colocd en un
microtubo estéril el cual consistié de: 8 pL de buffer 10X de transcripcion reversa, 3.2 uL del
“mix” dNTP 25X (100mM), 4 ulL de oligonucleétidos (dT) (50 uM), 4 uL de la enzima
retrotranscriptasa, 4 uL de inhibidor de RNasa y se agregaron 16.8 pL de agua libre de RNasa
para llevarlo a un volumen final de 40 pL. Posteriormente, para cada muestra se trasfirieron
10 pL del “master mix” a un microtubo, se agregd 1 ug de RNA y se llevé a un volumen final
de 20 pL con agua estéril (en el caso del control negativo se agregaron 10 pL de agua estéril).
Enseguida se llevaron los microtubos al termociclador donde se programaron 4 pasos: 1) 10
minutos a 25°C; 2) 120 minutos a 37°C; 3) 5 minutos a 85°C; 4) mantener a 4°C. El cDNA

sintetizado se cuantific6 nuevamente mediante NanoDrop™ y se observé en gel de agarosa

al 2% (anexo Il), posteriormente las muestras se congelaron a -20°C.

Para realizar la cuantificacion de los IncRNAs seleccionados se realizd el disefio de
cebadores en la plataforma Primer-BLAST del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi), posteriormente se evalud la

capacidad que tiene cada primer de generar horquillas, homodimeros y/o heterodimeros
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con OligoAnalyzer de IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyzer), y finalmente se realizé

una PCR in silico para corroborar que los cebadores fueran especificos, hibridaran en zonas
de interés y generaran el amplicén esperado usando la plataforma UCSC [n-Silico PCR

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). Los pares de cebadores disefiados y sintetizados,

asi como el tamano de su amplicén esperado en pb se muestran en la Tabla I.

En cada reaccion de RT-gPCR se adiciond 5 L de iTag™ Universal SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad), 1 pL del cebador directo (500 nM), 1 pL del cebador reverso (500 nM), 50 ng de
la muestra y se llevé a un volumen final de 10 uL con agua libre de DNAsa, se mezclé
gentilmente la solucién en cada pozo y para cada reaccién se realizaron dos réplicas
técnicas. La placa se tapd y se colocé en el termociclador de tiempo real CFX96 Touch de
Bio-Rad (USA). Usando el software CFX maestro se hizo el disefio de la placa y se programé
el equipo con los siguientes pasos: 1) activacion de la polimerasa a 95°C por 30 segundos;
2) 5 segundos a 95°C para desnaturalizar el DNA; 3) hibridacién de los cebadores, la
extensidony la lectura de la placa a 60°C por 30 segundos (el paso 2 y 3 se repiten 39 veces);
4) analisis de la curva de fusion 5 segundos a 65°C e incrementos de 0.5°C por 5 segundos
hasta llegar a 95°C. Una vez que se corrio el programa se obtuvo la informacion con la cual

se realizaron los célculos y los andlisis estadisticos.

Tabla I. Lista de cebadores disefados para la validacién por RT-qPCR.

DE A LABAJA
Gen Cadena Cebadores Tm Tamaio
Producto
ESRG F ACAGCCTTGTACCCTGGTCT 59.69
R CAATGGTGCGAAGCTGTGTT 60.41 83
AC019155.2 F AGACTTGGGCAAAATCCAACT 58.04
R ACTGGCATTTGATTGAAGTGGT 58.77 80
LINC00678 F ACCAGTCTGCCCTGCTCATA 60.62
R TCACACTCCCGTCATTCTGC 60.04 103
R GCTTCTCGGCTGAATCCCTC 60.53

30


https://www.idtdna.com/calc/analyzer
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr

DE AL ALZA
Gen Cadena Cebadores Tm Tamano
Producto
DIO30S F CATCCTCTTCAGCGGTCCTC 59.90
R CCTGGTGCTGGTTITGGGTTA 60.18 161
AC018563.1 F TAGCTGGGTTTGATGCGTGT 59.96
R GGATAGGATCGGGTCAGGGA 59.89 226
MIR124-2HG F GCCGTGAGAGTCCTTTGACA 59.97
R TCCTCCGCTTATTGCCACTG 60.11 264
R GCAAGCAGGTCCTCAAGTCA 60.25
Control
Gen Cadena Cebadores Tm Tamaiio
Producto
ACTB F GCTATCCAGGCTGTGCTATC 57.5 166
R TGAGGTAGTCAGTCAGGTCC 55.1

Analisis de sobrerrepresentacion de conjunto de genes y matriz de asociacion

A partir de los datos de RNA-seq y utilizando el lenguaje de programacion R se obtuvo un
“Pearson Correlation Coeficient” (PCC) con la funcidn [cor()] entre los IncRNAs DE (FPKM >
1 en al menos uno de los tiempos medidos, log,FC >2 0 < -2 y un FDR < 0.05 por DESeq2) y
cada uno de los genes codificantes en las 10 observaciones (tres del DO, cuatro del D14 y
tres del D28) usando el logaritmo base 2 de sus respectivos FPKM. Los genes que no
tuvieron cambios en sus niveles de expresidn entre los tiempos medidos se eliminaron (DO,
D14y D28). Con el PCC calculado se generd una matriz de correlacion entre los IncRNAs DE
(632) y los genes codificantes (17,594). Posteriormente, se generd una lista ordenada de
PCGs para cada IncRNA DE en base a el PCC. El analisis de sobrerrepresentacion de conjunto
de genes (GSEA) se llevé a cabo, este arrojé una puntuacién normalizada de
enriquecimiento (NES) que indica la fuerza y direccién de asociacidn de los conjuntos de
genes (GS) con cada IncRNA. Se obtuvieron 4781 GS significativamente enriquecidos con un

FDR < 0.05. Para realizar la matriz de asociacién solamente 13 GS fueron seleccionados por
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su importancia en el estado troncal de PSCs y el proceso de diferenciacién neuronal
dopaminérgica. Se eligieron 25 IncRNAs (10 seleccionados por su alto logFC y 15 IncRNAs
con alto NES en GS seleccionados y altamente correlacionados con genes importantes en la
diferenciacién dopaminérgica) para generar los mapas de calor con el software y lenguaje

de programacion R.

Construccion de redes de coexpresion de IncRNAs y mRNAs de EFs

Se identificaron EFs DE en el proceso de diferenciacién dopaminérgica usando la base de
datos EpiFactors (Medvedeva et al., 2015) ya que contiene una amplia lista de reguladores
epigenéticos de humano, sus complejos, blancos y productos abarcando 200 tipos celulares.
A partir del PCC se buscaron vy filtraron EFs con un PCC > 0.98. Posteriormente, la red de

III

coexpresion se realizé con el “software” Cytoscape v3.8.2 ya que para los fines de este
proyecto, es un programa que permite generar redes de interaccién de forma intuitiva y

rapida (Shannon et al., 2003)

Construccion de redes de coexpresion entre IncRNAs y PCGs asociados

Se usé el software Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.9.4 (Thorvaldsdadttir et al., 2013)
por su uso fluido e intuitivo para visualizar los datos transcriptdmicos previamente
obtenidos (Meléndez-Ramirez et al., 2021) con la finalidad de analizar el locus de cada uno
de los 25 IncRNAs seleccionados e identificar los PCGs que se encuentran en la vecindad de
cada IncRNA (< 5 Kb). Posteriormente, se evaluaron y filtraron genes DE y altamente
correlacionados con su IncRNA asociado usando el PCC > 0.8. Finalmente, se hizo una
busqueda de los procesos celulares en los cuales participa cada PCG. Esta informacién se

integrd usando el software Cytoscape v3.8.2.

Andlisis estadistico

El método de Livak (2722) se usé para la cuantificacion relativa de la expresidn por qPCR. La

prueba t de Student pareada de dos colas se utilizé para comparar la expresidon de genes en
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los tiempos (DO y D28). Se usé como gen normalizador ACTB, la significancia fue establecida

cuando p < 0.05.

RESULTADOS

Identificacidon de IncRNAs diferencialmente expresados en la diferenciacion

dopaminérgica implicados en estado pluripotencial de hESCs y diferenciaciéon neural

El perfil transcripcional del proceso de diferenciacion dopaminérgica identifico a 370
IncRNAs DE en el intervalo 0-14 D, 109 IncRNAs en el 14-28 D y 480 en el intervalo 0-28 D.
Los 30 IncRNAs DE que tuvieron la mayor tasa de cambio tanto a la baja como al alza en el
intervalo 0-28 D (ventana de tiempo que comprende el paso del estado troncal de hESCs a
la diferenciacion neuronal dopaminérgica), se analizaron con la base de datos LNCpedia. En
esta base de datos se identificaron IncRNAs reportados previamente asociados a la
troncalidad de hESCs y al proceso de diferenciacién neuronal (Tabla Il y Ill). Entre estos

IncRNAs se encuentran:

1. ESRG (Embryonic Stem cells Related Gene). Se expresa altamente en células hESCs
indiferenciadas. Los niveles de expresion de este transcrito se detectaron por
microarreglos donde se diferenciaron las hESCs a un linaje ectodérmico al inducirlas
con acido retinoico (RA) (Zhao et al., 2007).

2. LINCO1108 (IncRNA_ES1). Se encuentra sobreexpresado en hESCs e iPSCs en
comparacion con tejidos somaticos. Los cambios de expresién de este IncRNA se
analizaron mediante microarreglos donde al hacer un “Knock-down” en hESCs, estas
se diferenciaron espontdneamente hacia células de las tres capas germinales (Ng et
al., 2011).

3. LNCPRESS1. Esta sobreexpresado en hESCs y en iPSCs en comparacion con células
de las tres capas germinales. Su nivel de expresion se detecté por RNA-seq al
depletar este transcrito mediante RNA de interferencia (Jain et al., 2016).

4. MIR99AHG (precursor de los microRNAs miR-10 y miR-Let-7). La familia de miR-10

(asociada a la regulacién de los genes HOX), se sobreexpresa en células precursoras
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neurales derivadas de hESCs. La familia de miR-Let-7 se expresa en niveles altos en
neuronas. La elevacién en la expresion de ambos miRs se detecté a partir de datos
con la técnica de microarreglos al aplicar a células hESCs un protocolo de
diferenciacidn neural con RA y factores neurotrdéficos (Parsons et al., 2012).

5. HAGLR (HOXD-AS1). Diferencialmente expresado al alza durante la diferenciacion
neural. La dindmica de expresidn de este transcrito se detectd por microarreglos al
diferenciar células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) a neuronas al inducirlas con
RA (Batagov et al., 2013).

6. SOX1-OT. Estd sobreexpresado en células troncales neurales. Su expresion se
cuantificé por RT-gPCR donde se partié de células progenitoras neurales humanas
inmortalizadas las cuales se indujeron a diferenciacién neural. Ademas, su nivel de
expresion se correlaciond con la expresion del gen SOX1 (importante en el desarrollo

del SNC y el mantenimiento de células troncales neurales) (Ahmad et al., 2017).

Validacion de IncRNAs seleccionados durante la diferenciacion dopaminérgica a partir

de hESC por RT-gPCR

Con el objetivo de corroborar que los IncRNAs DE presentan cambios en su nivel de
expresion observados en el perfil transcripcional, se seleccionaron dos IncRNAs DE a la baja
(LINCO0678 y AC019155.2) y dos DE al alza (DIO30S y AC018563.1) para su validacién por
RT-gPCR (marcados con asterisco en las Tablas Il y Ill, respectivamente). Ademas, se
eligieron los INcRNAs ESRG (sobreexpresado en hESCs) y MIR124-2HG (sobreexpresado en

cerebro) como controles.

El disefio de los cebadores para estos IncRNAs se evalud por PCR punto final (Figura 13).
Posteriormente, se validaron estos IncRNAs por gPCR con tres muestras bioldgicas
independientes para el DOy lo mismo para el D28 (Figura 14). Al realizar una comparacién
entre la expresidon de estos IncRNAs del intervalo 0-28 D con los datos de secuenciaciény la
cuantificacion relativa obtenida de la gPCR, se obtuvo una R?=9629 lo que indica una alta

correlacién entre los niveles de expresion de los IncRNAs con ambos métodos.
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Tabla Il. Los 30 IncRNAs mas DE a la baja en el intervalo 0-28 D analizados por

LNCpedia.
Literatura
Top Gene ID IncRNA log,FC disponible Locus (hg38)

1 | ENSGO0000253507.5 | Ac104257.1 | -9.16 SIN DATOS chr8:131308545-131317583
2 | ENSG00000265992.1 (+)ESRG -8.91 | (zhaoetal., 2007) chr3:54632122-54639857
3 | ENSG00000255666.6 | Apppp943.2 | -8.82 SIN DATOS chr11:94641907-94651628
4 | ENSG00000279481.1 | Ac104791.2 | -8.64 SIN DATOS SIN DATOS

5 | ENSG00000254934.5 | (%) Nco0678 | -8.54 SIN DATOS chr11:27599344-27634720
6 | ENSGO0000275216.2 | A1167431.1 | -8.46 SIN DATOS chr13:109269634-109273838
7 | ENSGO0000236673.5 | A1117378.1 | -8.38 SIN DATOS chr6:131901963-131920565
g | ENSG00000219445.2 | (x)ac0p19155.2 | -8.38 SIN DATOS chr7:125229579-125264291
g | ENSG00000260834.1 | Acpp9055.2 | -8.21 SIN DATOS chr16:65190973-65234914
10 | ENSGO0000279882.1 | Ac112702.1 | -8.09 SIN DATOS SIN DATOS

11 | ENSG00000226673.2 | (4)1/nco1108 | -8.07 (Ng et al., 2011) chr6:14280139-14285746
12 | ENSG00000282024.1 | 4;009031.1 | -8.04 SIN DATOS chr6:16262682-16264553
13 | ENSG00000254339.5 | Acpp4802.1 | -8.01 SIN DATOS chr8:114282136-114287996
14 | ENSG00000251292.1 ERVH-1 -8.00 SIN DATOS chr4:23723262-23733579
15 | ENSGO0000259048.1 | 41392023.2 | -7.93 SIN DATOS chr14:38034287-38194281
16 | ENSG00000215866.7 | |/ncp1356 | -7.88 SIN DATOS chr1:112813210-112874625
17 | ENSG00000261780.2 | | nco2582 | -7.86 SIN DATOS chr18:73324941-73349889
18 | ENSG00000283403.1 |  Acpps5394.2 | -7.80 SIN DATOS chr19:28435388-28727680
19 | ENSG00000282012.1 | Apppp357.2 | -7.79 SIN DATOS chr22:24691122-24696003
20 | ENSG00000253348.1 | Acppg514.1 | -7.55 SIN DATOS chr5:170767204-170788650
21 | ENSG00000256288.1 | Acp22075.2 | -7.46 SIN DATOS chr12:10358464-10361045
22 | ENSG00000283633.1 | Apppps547.3 | -7.44 SIN DATOS chr22:16601911-16615111
23 | ENSG00000230937.11 | ppiroo5HG | -7.38 SIN DATOS chr1:209428820-209432545
24 | ENSG00000280511.1 | A/591030.1 | -7.38 SIN DATOS chr6:76561328-76562590
25 | ENSG00000278910.4 BANCR -7.33 SIN DATOS chr9:69296678-69307100
26 | ENSG00000238178.6 | Acp78993.1 | -7.33 SIN DATOS chrX:16153220-16170869
27 | ENSG00000267696.6 ERVK-28 -7.33 SIN DATOS chr19:27638509-27646483
28 | ENSG00000232301.2 | (4) NCPRESSI | -7.26 | (Jainetal,2016) | chr7:101308340-101321149
29 | ENSG00000233056.2 ERVH48-1 -7.22 SIN DATOS chr21:42916803-42925646
30 | ENSG00000232973.12 | cyp1g1-As1 | -7.12 SIN DATOS chr2:38082698-38131567

(+) Controles positivos para pluripotencia
(*) IncRNAs a evaluar
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Tabla lll. Los 30 IncRNAs mas DE al alza en el intervalo 0-28 D analizados por

LNCpedia.
Literatura
Top Gene ID IncRNA log2FC disponible Locus (hg38)
ENSG00000258498.8 Correlacién alta con
1 (*)DI030S 7.70 DIO3 chr14:101557304-101560431
2 | ENSG00000259280.1 | (x)ac018563.1 | 7.12 SIN DATOS chr15:36881018-36887035
ENSG00000254377.5 Activacién de
3 (+)MIR124-2HG 5.96 astrocitos chr8:64373218-64378827
ENSG00000215386.12 (Parsons et al.,
4 (+)MIR99AHG | 5.85 2012) chr21:16621782-16643063
5 | ENSG00000230148.8 |  Hoxp-As1 5.79 Glioblastoma SIN DATOS
6 | ENSGO0000237149.5 | 7nF503-A52 5.72 Céncer géstrico chr10:75403876-75408308
7 | ENSG00000227128.4 | | pgx1.As] 5.54 SIN DATOS chr10:101229594-101232605
g | ENSG00000279249.2 |  Acpp7614.1 5.51 SIN DATOS chr16:49287430-49290227
ENSG00000224189.7 (Yarmishyn et al.,
9 HAGLR 5.41 2014) chr2:176176456-176188958
10 | ENSG00000262223.7 |  c110285.1 5.18 SIN DATOS chr17:81376022-81385129
11 | ENSG00000224243.1 |  (})s0x1-OT 4.92 | (Ahmadetal., 2017) | chr13:111972310-112108015
12 | ENSG00000253552.7 | oxa-As2 4.91 Leucemia chr7:27122443-27123818
13 | ENSG00000250208.6 | fr7pj0.prT 4.82 SIN DATOS chr12:130126852-130162365
14 | ENSG00000248127.1 | Acp26774.1 4.81 SIN DATOS chr5:76081946-76084186
15 | ENSG00000279382.1 | Acp18665.1 4.77 SIN DATOS SIN DATOS
16 | ENSG00000245662.3 | | /ncp2211 4.74 SIN DATOS chr5:25190682-25306172
17 | ENSG00000254226.5 | | nc01933 4.64 SIN DATOS chr5:152195448-152270445
18 | ENSG00000245870.3 | | /nco0682 4.61 SIN DATOS chr4:41876481-41882611
19 | ENSG00000257060.6 | Acp91078.1 4.57 SIN DATOS chr15:93312557-93530262
20 | ENSG00000247809.7 | ngoF2-As1 4.50 SIN DATOS chr15:96268772-96327361
21 | ENSG00000229520.1 | | nco0404 4.46 SIN DATOS chr13:112106095-112106882
22 | ENSG00000261888.1 | Ac144831.1 4.46 SIN DATOS chr17:83104255-83106910
23 | ENSG00000253661.1 | 7rpyx4-As7 4.42 SIN DATOS chr8:76610881-76683278
24 | ENSG00000257935.2 | | 1yx5 A57 4.42 Dif. endodermal | chr12:113472003-113480481
25 | ENSG00000225792.1 | Ac004540.2 4.42 SIN DATOS chr7:26372144-26376272
26 | ENSG00000233429.9 | 1o7A1RM1 439 | Abuso de cocaina chr7:27096112-27100154
27 | ENSG00000277954.1 | Ac092376.2 4.36 SIN DATOS chr16:79202624-79206739
28 | ENSGO0000258584.2 | rapj181A-AS1 | 4.35 SIN DATOS chr14:93925233-93927066
29 | ENSG00000231160.9 KLF3-AS1 4.30 SIN DATOS chr4:38625334-38664883
30 | ENSG00000260249.2 | Aco07608.3 4.27 SIN DATOS SIN DATOS

(+) Controles positivos para diferenciacion neural

(*) IncRNAs a evaluar
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ACTB DIO30S ACD18563.1 MIR124-2HG ESRG AC019155.2 LINCOO678
166 pb 161 pb 226 pb 264 pb 83pb 80pb 103 pb

Figura 13. Productos de PCR punto final de IncRNAs seleccionados para validacion.
Para los IncRNAs DE al alza se usé una muestra del D28 y para los IncRNAs DE a la baja se

usé una muestra del DO. Se muestra el tamafio del amplicén esperado para cada gen. MPM
100 pb: Marcador de peso molecular de 100 pb, pb: pares de bases.
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Figura 14. Expresion de IncRNAs por RT-qPCR.
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Por el método de Livak (222%!) se obtuvo la expresidon normalizada relativa de los IncRNAs

usando ACTB como gen normalizador en DO y D28 usando 3 muestras biolédgicas distintas

para cada estadio de diferenciacidn. Las barras de error indican la desviacién estandar. Para

identificar diferencias estadisticamente significativas, se usé el estadistico de prueba t-

Student pareada de dos colas, *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 comparadas con el

control (D0O). n=3. Ctrl +: control positivo.

Para descartar que la deteccion de los transcritos se atribuye al posible DNA gendmico

presente en las muestras, se realizd una PCR con 2 muestras de RNA del D28 tratadas con

DNasa (NDA1y NDA2) que fueron usados para la sintesis de cDNA (Figura 15).
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MPM RNA RNA RNA RNA RNA RNA cDNA cDNA cDNA MPM
100 pb NDA1 NDA1 NDA1 NDA2 NDA2 NDA2 NDA1 NDA2 NDA 100 pb
Repl Rep2 Ctrl- Rep1 Rep2 Ctrl- Ctrl-

Figura 15. Productos de PCR punto final para ACTB con muestras de RNA de D28
(NDA1 y NDA2) tratado con DNasa I.
Se corrieron dos repeticiones de cada muestra de RNA y sus controles negativos, asi como

controles positivos usando el cDNA obtenido de la retrotranscripcion. Solo en las muestras
de cDNA se observa amplicon de ACTB. MPM 100 pb: Marcador de peso molecular de 100
pb, Repl: primera repeticion, Rep2: segunda repeticion, Ctrl-: Control negativo (sin
muestra).

Estos resultados indican que fue posible detectar la presencia de los transcritos
seleccionados al confirmarse que los amplicones de cada gen tienen el tamafio esperado y
qgue los cambios en los niveles de expresion de los IncRNAs en el intervalo 0-28 D con RT-

gPCR corresponden a los cambios observados en el perfil transcripcional.

Inferencia de la funcidn de IncRNAs por analisis bioinformaticos

Ya que la funcién de la gran mayoria de los IncRNAs es desconocida, una forma para
predecirla es asociando a estos IncRNAs con una coleccién de genes involucrados en un
proceso bioldgico, con base en su correlacién de sus niveles de expresion. A este método
se le conoce como “culpable por asociacion”. Para este fin se realizé un andlisis de

sobrerrepresentacion de conjuntos de genes o GSEA el cual, arroja una calificacién de
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enriquecimiento normalizada (NES) para cada par IncRNA-GS. Asi, un NES positivo indica
gue un GS esta sobrerrepresentado positivamente para un IncRNA dado mientras que si
tiene un NES negativo no favorece el proceso asociado al GS. En caso de tener un NES = 0

indica que el IncRNA no se asocia con este GS.

Se realizd una busqueda de IncRNAs con alto NES en GS importantes en la neurogénesis y
diferenciacién dopaminérgica, asi como en el desarrollo del mesencéfalo con el objetivo de
identificar IncRNAs que posiblemente participen en estos procesos. Se identificé a HAGLR,
RMST, DUBR, KIF9-AS1, PANTR1, DNAH100S, FEZF1-AS1, ZFHX4-AS1, STXBP5-AS1, CPB2-
AS1, SOX2-OT, FAM66B y LINC00992. Ademas, se eligieron los 13 GS mas relevantes en este
estudio por su participacion en el control del ciclo celular (genes necesarios en el control de
la division celular y la transicion de las fases del ciclo celular), la regulaciéon transcripcional
de PSCs (genes importantes en el mantenimiento de la troncalidad de PSCs), el desarrollo

del SNC vy la diferenciacion neuronal dopaminérgica.

Los IncRNAs DE a la baja en el proceso de diferenciacion neuronal dopaminérgica estuvieron
enriquecidos en el GS asociado a el control del ciclo celular, la regulacién transcripcional de
células troncales y la activacion de genes implicados en la proliferaciéon por los factores de
pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG), mientras que, los IncRNAs DE al alza en este proceso
tuvieron un enriquecimiento positivo en GS involucrados en la regulacién positiva de la
proliferacion de NPCs, el compromiso del destino neuronal, diferenciacion neuronal y

algunos de ellos en la neurogénesis y diferenciacién dopaminérgica (Figura 16).

Los patrones de coexpresion de genes involucrados en la pluripotencia y en la neurogénesis
dopaminérgica se analizaron para observar con mayor detalle el comportamiento y la
asociaciéon con los IncRNAs. Los IncRNAs sobreexpresados en el DO de diferenciacion tienen
alta correlacién positiva con genes de pluripotencia como POU5F1 (gen que codifica para
OCT4) Y NANOG mientras que los de los IncRNAs DE al alza estan correlacionados
positivamente con genes importantes en la neurogénesis dopaminérgica. El IncRNA
DIO30S, tuvo la correlacién positiva mas alta con el gen TH (PCC = 0.992) el cual, codifica

para la enzima que realiza el paso limitante en la sintesis de la dopamina (Figura 17).
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Figura 16.  Participacion de IncRNAs en procesos bioldgicos.
Matriz de asociacion entre IncRNAs candidatos (columnas) y GS (filas). Los IncRNAs DE al alza en el intervalo 0-28 D se encuentran

dentro del recuadro rojo y en el recuadro verde se sefialan los IncRNAs DE a la baja. Los IncRNAs en negritas fueron validados por RT-
gPCR. Los GS fueron tomados de “The Molecular Signatures Database” (MSigDB). RC: REACTOME, GO: Gene Ontology, WP:
WikiPathways, O/S/N: OCT4/SOX2/NANOG.
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Figura17. Correlacion de expresion entre IncRNAs candidatos y marcadores de pluripotencia y dopaminérgicos.
Mapa de calor de los IncRNAs seleccionados y marcadores de pluripotencia (POU5F1 y NANOG) y de neurogénesis dopaminérgica en

el intervalo 0-28 D. Los IncRNAs DE al alza se encuentran dentro del recuadro rojo y en el recuadro verde se sefalan los IncRNAs DE a
la baja. Los IncRNAs en negritas fueron validados por RT-qPCR.
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EFs identificados DE en la diferenciacion dopaminérgica

Con base en los datos del RNA-seq, se buscaron los genes DE asociados a la regulacion
epigenética de la expresion genética en los tres intervalos de la diferenciacion
dopaminérgica (0-14, 14-28 y 0-28 D) utilizando EpiFactors, una base de datos que contiene
informacién de 815 proteinas y 69 complejos que participan en este tipo de regulacion
(remodeladores de la cromatina, remodeladores de la cromatina dependientes de ATP,
variantes y chaperonas de Histonas y proteinas modificadoras de DNA) o cofactores de
proteinas que forman complejos con EFs, que son importantes para su actividad

(Medvedeva et al., 2015).

Se encontraron 58 EFs en el intervalo 0-14 D, 19 EFs en el intervalo 14-28 D y 65 EFs en el

intervalo 0-28 D con un total de 88 EFs distintos entre los tres intervalos.

Con la finalidad de identificar IncRNAs asociados a la regulacidén epigenética de la expresion
genética, se realizé una red de coexpresidon de los 25 IncRNAs previamente evaluados por
GSEA vy los 88 EFs DE en los tres intervalos usando un PCC > |0.98| entre los pares.
Solamente los IncRNAs sobreexpresados en el DO en comparacién con el D28 mostraron
una alta correlacion con EFs. Entre los EFs que estan altamente correlacionados
positivamente con los IncRNAs DE a la baja en el intervalo 0-28 D se identificaron siete:
PRDM14, MTA3, DNMT3B, USP44, DNMT3L, JADE y JARID2. Por otra parte, los EFs
altamente correlacionados negativamente con estos IncRNAs DE a la baja en el intervalo 0-
28 D también fueron siete: JDP2, PRDM4, SMARCD3, PHC2, FBRS, ASXL1 y FOXP4 (Figura
18).
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Los IncRNAs DE a la baja tienen alto nivel de coexpresion con EFs.

Red de coexpresion entre INcRNAs (rombos) y EF (circulos) DE donde se muestran los genes sobreexpresados en rojo y los

subexpresados en azul en el DO (0-28 D). Las conexiones entre genes indican alta correlacién (PCC > |0.98]).
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Regulacion in cis de IncRNAs

Los IncRNAs pueden regular la expresion de PCGs cercanos a su locus (in cis) (revisado en
Fatica & Bozzini, 2014). Con el fin de identificar IncRNAs que pueden regular la expresion
genética de esta forma se analizé el locus de los 25 IncRNAs evaluados anteriormente por
GSEA donde se buscaron PCGs altamente correlacionados (PCC > 0.8), a la distancia
gendmica mas cercana entre genes (< 5 Kb) y solamente se seleccionaron los PCGs DE en el
intervalo 0-28 D con el fin de identificar posibles genes regulados por su IncRNA asociado.
Para esto se utilizé el programa IGV el cual permite la visualizacion de los datos previamente

obtenidos por el RNA-seq (Figura 19).

De los 25 IncRNAs solamente seis de ellos tienen un gen asociado con los parametros

establecidos y estos son genes DE al alza en el intervalo 0-28 D. Estos pares son:

DIO3-DIO30S, AC018563.1-MEIS2, SOX1-SOX1-OT, POU3F3-PANTR1, FEZF1-FEZF1-AS1 y
ZFHX4-ZFHX4-AS1. Al analizar el papel funcional de los PCGs asociados, se observd que

todos son importantes en el desarrollo del SN (Figura 20).
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IncRNA PCG Tipo | locus Dist. Visualizador de datos gendmicos Nivel de expresion
entre Log,FC(FPKM)
genes
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IncRNA PCG Tipo | locus Dist. Visualizador de datos gendmicos Nivel de expresion
entre Log,FC(FPKM)
genes

(Kb)
PANTR1 POU3F3 PT chr2:10 1
o B AN B B ——
4,809,0 3 p22.3 p2l ple.2  pis pis.3  pi2 piiZ qit.z qi23 W42 QI q22.1  q23.1 q24.1 q24.3 [H] EPANTR1 EPOU3F3
23- 10
104,858 99 kb .
b 104,810 kb 104,820 kb 104,830 kb 104,840 kb 104,850 kb 104,860 kb
,606 I ] ] ] | I I — 6
=
=z 4
~
2
DO g »
1 n &k
D14 - | 5 E D14 D28
D28 l = — = I “ DIAS DE DIFERENCIACION
— * o il DOPAMINERGICA
PANTR1 POU3F3
FEZF1-AS1 FEZF1 AS chr7:12 0
22978 1.1 p15.2 pi4.2 p13 pl12.2  pil2 qi11.21 q11.23 q21.11 q21.13 q21.3 q22.1 q31.1 [l B FEZF1-AS1 MW FEZF1
95- 10
122,314 8,156 bp .
303,000 bp 122,304,000 bp 122,305,000 bp 122,306,000 bp 122,307,000 bp 12230
,205 I I | I I I r
=
z 4
DO g 2
=]
D14 ’ D D28
- —— A o — — N
D28 - 9 d -
(e — — — DIAS DE DIFERENCIACION
DOPAMINERGICA
FEZF1 FEZF1-AS1
ZFHX4-AS1 ZFHX4 AS chr8:76, 0
679,219
B I3 pill  qil22 qi2.d qi23 qi3.2 g2l G212 22 223 G232 qaA11 g B 7FHX4-AS1 W ZFHX4
76,869, 10
237 kb “
285 76,620 kb 76,640 kb 76,660 kb 76,680 kb 76,700 kb 76,720 kb 76,740 kb i
I I ] I I I I I ] I | I ] I 6
=
Z 4 i
DO - g 2
o
s)
D14 . n . - E Di: s
l. 2
D28 - L bl u - -
= ‘ : DIAS DE DIFERENCIACION
H DOPAMINERGICA
ZFHX4-AS1 ZFHX4

47




Figura19. Los IncRNAs DE al alza tienen alto nivel de coexpresion con PCGs cercanos.

Se muestra el locus de cada pareja INcRNA-PCG, distancia mas corta entre ellos, tipo y locus, asi como los datos de expresién en

cada tiempo. Las barras de las graficas indican el log2(FPKM) para PCGs (rojo) y IncRNAs (azul), mientras que las barras de error

representan + Desviacidn estandar (SD). LB: IncRNA bidireccional; LI: lincRNA; AS: IncRNA antisentido; PT: processed transcript.
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Figura 20.  Participacion in cis de IncRNAs en el desarrollo del SN.

Red de coexpresion entre IncRNAs (rombos) y PCGs (elipses) cercanos donde se ilustran los cromosomas (octagonos) donde se

encuentra el par IncRNA-PCG, en cuadros grises se indica el proceso bioldgico en el que esta involucrado el PCG asociado, y el

cuadro negro senala el proceso biolégico general. El color de cada par IncRNA-PCG sefiala su PCC.
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DISCUSION

1. Validacién de IncRNAs por RT-gPCR

Los cambios en los niveles de expresién de LINCO0678, AC019155.2, DIO30S y AC018563.1 en el
intervalo 0-28 D reportados en el perfil transcripcional (Meléndez-Ramirez et al., 2021) vy los
obtenidos en este trabajo con RT-gPCR tienen una alta correlacién (R? > 0.96) por lo que fue

posible validar estos IncRNAs.

2. Inferencia de la funcién de IncRNAs en el proceso de diferenciacién dopaminérgica por

GSEA

Los IncRNAs sobreexpresados en hESCs se encontraron asociados positivamente a la regulacién
transcripcional de PSC, el control del ciclo celular y la activacion de genes de proliferacién por
OCT4/SOX2/NANOG, los cuales son procesos bioldgicos importantes en el mantenimiento de
PSCs (Thomson, 1998). Entre los IncRNAs que estuvieron enriquecidos positivamente en estos GS
y reportados anteriormente se encuentran; ESRG; gen altamente expresado en PSCs y regulado
por OCT4 (Zhao et al., 2007), LINC01108; IncRNA asociado a la pluripotencia de PSCs y regulado
por NANOG (Ng et al., 2011) y LNCPRESS1; transcrito que favorece la pluripotencia de PSCs (Jain
et al., 2016).

Por otro lado, los IncRNAs sobreexpresados en el D28 estuvieron correlacionados positivamente
con GS asociados al desarrollo del SNC. Entre los IncRNAs que estuvieron asociados al GS de
diferenciacién neuronal del SNC se encuentran MIR124-2HG (precursor de miR-124) y HAGLR,
previamente reportados como transcritos involucrados en este proceso (Makeyev et al., 2007,
Wei et al., 2021) mientras que RMST estuvo asociado al desarrollo de la SNpc, zona del
mesencéfalo donde se localizan los somas de las nDAs que se pierden en la EP y donde se ha
reportado que se expresa abundantemente este transcrito (Ng et al., 2011) . Ademas, RMST fue
el Unico IncRNA asociado a la regulacion epigenética de la expresidn genética, acorde con lo
reportado en el 2019, donde se observé que este transcrito incrementa la expresion de DNMT3B

(gen que codifica para la proteina con el mismo nombre y que regula la expresion genética a nivel
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epigenético al metilar el DNA de novo) al unirse con HuR, estabilizador de mRNAs (Peng et al.,

2019).

La alta coincidencia entre los procesos bioldgicos enriquecidos del GSEA con lo reportado
previamente permite inferir que posiblemente los IncRNAs que aun no estan caracterizados

participen en los procesos celulares en los cuales presentaron una alta correlacion.
3. Red de coexpresion entre IncRNAs y EFs

Debido a la enorme relevancia de la regulacion epigenética de la expresion de genes relacionado
con el mantenimiento del estado pluripotencial de PSCs, como en el proceso de diferenciacién
celular (Godini et al., 2018), se realizé una red de coexpresion entre IncRNAs seleccionados y EFs
DE. Notablemente, solo los IncRNAs sobreexpresados en el DO en comparaciéon con el D28
tuvieron una alta correlacidn con EFs (PCC =|0.98]). Los EFs que tuvieron una correlacién positiva
estan involucrados en el mantenimiento de ESCs. JARID2, DNMT3L y DNMT3B interactiian con
PRC2, el cual es importante para el balance entre la diferenciacién de células troncales y la
proliferacion al colocar la marca represiva de Histonas H3K27me3 lo que conlleva a la
compactaciéon de la cromatina y la regulacion de la expresion de genes importantes en el destino
celular en el desarrollo (Laugesen et al., 2016). JARID2 promueve el reclutamiento de PRC2 a la
secuencia promotora de los genes blanco y ademas estabiliza la marca represiva H3K27me3
(Fiorenzano et al., 2019). Las DNMTs son enzimas que metilan el DNA, entre ellas se encuentra la
DNMT1, se encarga de metilar la hebra nueva del DNA cuando se replica mientras que DNMT3A
y DNMT3B son cataliticamente activas en comparacién con DNMT3L (cofactor de DNMT3s). Estas
se encuentran presentes en altos niveles en etapas tempranas del desarrollo para regular la
expresion de genes especificos (Gao et al., 2020). En particular, DNMT3B se encuentra
sobreexpresado en el estado pluripotencial de PSCs y a pesar de que su expresion es ubicua, en
el cerebro se encuentra en niveles muy bajos (Bongso et al., 2004). De hecho, el “knockdown” de
DNMT3B esta involucrado en el establecimiento del patrén mesencefalico temprano al aumentar

la expresion de FOXA2, EN1y TH (Martins-Taylor et al., 2012). Es posible que la disminucién de la
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expresion de DNMT3B en el D28 pueda favorecer la expresion de genes importantes en la

neurogénesis dopaminérgica.

Por otro lado, los EFs altamente correlacionados negativamente con los IncRNAs participan en la
diferenciacién celular (JDP2, PRDM4), desarrollo embrionario (PHC2) vy diferenciacion

neural/neuronal (SMARCD3) (The UniProt consortium, 2021) https://www.uniprot.org/.

Estos resultados, aunque coinciden con estudios anteriores donde se identifican IncRNAs que
regulan epigenéticamente las PSCs al asociarse con EFs (Chen et al., 2020), no permiten dilucidar
sila expresion diferencial de los EFs es causa o consecuencia de los IncRNAs, ni tampoco es posible
asociarlos explicitamente a procesos epigenéticos debido a la naturaleza del andlisis. Sin
embargo, ya que los niveles de expresion entre IncRNA-EF estan altamente correlacionados, es
posible que participen en un mismo proceso bioldgico o via regulatoria, aunque son necesarios

estudios complementarios que permitan corroborarlo.
4. Regulacion in cis de IncRNAs

Los IncRNAs se expresan de forma dinamica y especifica dependiendo de su contexto celular. La
evidencia sugiere que IncRNAs pueden regular la expresion de genes que se encuentran cercanos
a su locus y que, en muchos casos estos PCGs son importantes en el neurodesarrollo (Mercer et
al.,, 2010). Es por ello que se generé una red de coexpresién in cis donde solamente se
consideraron pares IncRNA-PCG con un alto nivel de correlaciéon (PCC > 0.8) ya que segun la
bibliografia, esta regulacion tiende a ser extremadamente positiva en comparacién con la
regulacién in trans (Derrien et al., 2012). Estos pares IncRNA-PCG mostraron una correlacion muy

alta y positiva:

DIO3-DIO30S (PCC=0.98), FEZF1-FEZF1-AS1 (PCC = 0.96), AC018563.1-MEIS2 (PCC = 0.92), SOX1-
SOX1-OT (PCC = 0.91), ZFHX4-ZFHX4-AS1 (PCC = 0.86) y POU3F3-PANTR1 (PCC = 0.82).

DIO30S fue el IncRNA que tuvo los cambios mas dinamicos al alza en el proceso de diferenciacién
dopaminérgica y, sorprendentemente sus niveles de coexpresidon con su PCG asociado, DIO3 y

con TH fueron muy altos (PCC > 0.98), por este motivo se procedio a investigar si existia un vinculo
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entre DIO3y TH. Por su parte, DIO3 codifica para la yodotironina desyodasa tipo 3 (DIO3), enzima
encargada de inactivar a la hormona tiroidea T3 regulando asi esta via de sefializacién importante
en muchos procesos que van desde el metabolismo hasta la neurogénesis y el desarrollo neural
a través de ventanas de tiempo especificas al unirse a su receptor nuclear y regular la expresion
genética (Liu & Brent, 2018). Sin embargo, ya que esta via de sefalizacion tiene efectos muy
variados dependiendo del contexto celular, no fue posible hacer ninguna inferencia mediante la
informacién transcripcional. No obstante, estudios se ha reportado que al exponer precursores
neurales multipotenciales a T3, se incrementa significativamente la diferenciacién a
oligodendrocitos (Ahlgren et al., 1997) o al exponer células C17.2 ( linea transgénica neuronal de
ratén) con T3, la expresiéon de genes involucrados en la neurogénesis y el desarrollo de
proyecciones neuronales disminuia drasticamente, entre ellos Sox2 y Nr4a2. NR4A2 es un TF
importante en la diferenciacion y mantenimiento de neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo
durante el desarrollo al regular la expresion de Sic6a3 (DAT), Slc18a2 (VMAT), Drd2 y Th
(Chatonnet et al., 2013). Esta evidencia sugiere una posible regulacion de DIO30S en la expresion
de TH al regular los niveles de expresion de DIO3. A pesar de que la correlacidn de expresidon entre
DIO30S y NR4A2 es positiva, no es muy alta (PCC = 0.67), lo que sugiere que el aumento de TH
gue se observa puede ser efecto de otros mecanismos de regulacién sobre este gen. Ademas, el
par DIO30S-DIO3 se encuentran en un Jocus improntado que se ha reportado genera ncRNAs y
proteinas asociadas con el neurodesarrollo y a desérdenes neurodegenerativos (Mo et al., 2015)

por lo que DIO30S puede estar involucrado en la diferenciacion neuronal dopaminérgica.

El IncRNA FEZF1-AS1 se ha asociado a la proliferacién celular en distintos tumores incluido el
glioblastoma, considerado el tumor cerebral mds agresivo (Luo et al., 2020), mientras que su
proteina asociada, FEZF1 esta involucrada en la proyeccidn axonal y en el patrén rostrocaudal del
diencéfalo (The UniProt consortium, 2021). En el caso de MEIS2, proteina altamente
correlacionada con el IncRNA AC018563.1 se ha reportado que participa en el desarrollo del

mesencéfalo (The UniProt consortium, 2021).
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El par SOX1-OT-SOX1, tiene un papel en el proceso de diferenciacién neural (Ahmad et al., 2017).
Con respecto al par ZFHX4-AS1-ZFHX4 existe poca bibliografia, solo la proteina estd involucrada

en la diferenciacidn neural y muscular (The UniProt consortium, 2021).

Finalmente, PANTR1 es un IncRNA cuyo ortdlogo en ratones, lincBRN1a, regula la transicidn entre
la troncalidad de NSCs vy la diferenciacion (Carelli et al., 2019), mientras su gen asociado, POUF3,
codifica para el TF con su mismo nombre el cual estd involucrado en el desarrollo del SNC (Snijders
Blok et al., 2019). Si bien estos resultados son interesantes debido a que se relacionan con el

desarrollo del SN central, solamente D/IO3 mostrd una asociaciéon al fenotipo dopaminérgico.

En el caso de los IncRNAs candidatos que no mostraron asociacién con EFs o genes in cis, no se
descarta que puedan regular in trans, sin embargo, son necesarios estudios especificos de cada

uno para su validacién funcional.
Entre las limitantes a considerar en este proyecto se encuentran las siguientes:

e Solamente se secuenciaron transcritos con cola de poliA por RNA-seq. Por ende, no fue
posible detectar e identificar posibles IncRNAs con actividad reguladora que no tengan
esta caracteristica (Zhang et al., 2014)

e Solo fueron evaluados tres tiempos de la diferenciacién dopaminérgica (DO, D14 y D28),
por lo que existen tiempos intermedios donde no se cuenta con informacién ni tampoco
de tiempos posteriores al D28 en los cuales se expresan genes con funciones especificas
del tipo celular (La Manno et al., 2016)

e Aunque los analisis bioinformdticos son herramientas que permiten inferir posibles
resultados, estos dependen de la informacién proporcionada, ademas, no consideran la
totalidad de las variables presentes en un sistema bioldgico por ello es imprescindible

elaborar experimentacion in vivo o in vitro para corroborar esta informacion.
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CONCLUSION

De acuerdo con el andlisis bioinformatico de los IncRNAs DE en el proceso de diferenciacion
neuronal dopaminérgica a partir de hESCs, los IncRNAs DE a la baja que se validaron (LINCO0678
y AC019155.2) en el intervalo 0-28 D estan asociados al control del ciclo celular, la regulacidn
transcripcional de PSCs y la proliferacién celular. Ademads, su expresién estuvo altamente
correlacionada positivamente con EFs que regulan el mantenimiento de la pluripotencia,
mientras que con EFs que modulan la diferenciacién celular, estuvieron altamente

correlacionadas pero negativamente.

Por otro lado, DIO30S y AC018563.1, los IncRNAs DE al alza en el intervalo 0-28 D que se validaron
en este trabajo posiblemente favorecen procesos de neurogénesis y/o diferenciacion neuronal

dopaminérgica.

Con base en lo anterior, LINCO0678, AC019155.2, DIO30S y AC018563.1 son candidatos para su

caracterizacién funcional.

El estudio de estas biomoléculas permitira un mejor entendimiento de los mecanismos implicados
en la toma de decisiones entre el mantenimiento de la troncalidad de PSCs o la transicidn hacia

el compromiso del destino celular.

PERSPECTIVAS

Identificar TFs que pueden regular la expresién de los IncRNAs de interés.

Caracterizar funcionalmente los IncRNAs validados por gPCR (LINC00678, AC019155.2, DIO30S y
AC018563.1) mediante andlisis de expresion en compartimentos celulares, estudios de
ganancia/pérdida de funcion y ensayos que permitan demostrar su interaccion con biomoléculas

como ensayos de “RNA pull-down” o técnicas de inmunoprecipitacién.
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ANEXOS

Gel de electroforesis de muestras de RNA del D28 (NDA1 y NDAZ2) tratadas con DNasa |

NDA1 NDA2

' b

Se sefialan las bandas correspondientes a las subunidades ribosémicas 28S y 18S, indicativo de
muestras de RNA en 6ptimo estado.

Gel de electroforesis de muestras de cDNA del D28

Ctrl- Ctrl- Rep1 Rep2 Ctrl- Repl Rep2
TC

Se realizé una RT de dos muestras biolégicas del D28 (NDA1 y NDA2). Ctrl- TC: Control negativo
sin termociclador, Ctrl -: Control negativo, Rep 1: Repeticidn 1 con carga de cDNA, Rep 2:
Repeticidn 2 con carga de cDNA.
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