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Resumen 

Estudio de la expresión y modulación de los reguladores del ciclo celular y 

microARNs en la auto-renovación y diferenciación neuronal de células madre 

pluripotentes humanas 

Las células madre pluripotentes humanas ( CMPhs) consisten en las células madre embrionarias humanas 

( CMEhs) y las células madre pluripotentes inducidas humanas ( CMPihs). Las mismas ofrecen 

oportunidades extraordinarias para varios aspectos de la salud humana dadas su capacidad de auto­

renovación (habilidad de dividirse casi ilimitadamente sin perder sus propiedades) y pluripotencia 

(habilidad de diferenciarse y dar origen a todos los tipos celulares de las tres capas germinales: 

endodermo, mesodermo y ectodermo). 

El programa genético que controla el mantenimiento de las propiedades de las CMPhs está estrictamente 

ligado a la regulación del ciclo celular. Si bien estas células exhiben las cuatro fases canónicas del ciclo 

celular (Gl , S, G2 y M), presentan una regulación muy peculiar del mismo, con un tiempo de duplicación 

corto debido a una fase G 1 abreviada. Entre los reguladores maestros del ciclo celular encontramos a las 

ciclinas y los factores de transcripción E2F (E2Fs), involucrados en la progresión del ciclo celular. 

Los microARNs (miRNAs) son moléculas de ARN no codificantes de aproximadamente 18-24 nucleótidos 

que regulan la expresión génica a un nivel post-transcripcional. Numerosos estudios han demostrado que 

los miRNAs desempeñan roles críticos en el mantenimiento de la auto-renovación y la diferenciación de 

las CMPhs, para lo que la regulación del ciclo celular resulta esencial. 

Una gran fracción de los miRNAs conocidos se expresa en el cerebro humano y, por lo tanto, están 

emergiendo como fuertes mediadores del desarrollo neuronal, desde la inducción neuronal de progenitores 

neurales hasta la expansión, diferenciación y especificación de subtipos neuronales. 

Es sabido que la duración de la fase G 1 contribuye a la determinación del destino celular de las CMPhs, 

dado que en este momento las células son receptivas a las señales de diferenciación. En este proceso, las 

ciclinas y los factores de transcripción E2F son esenciales. Además, numerosos miRNAs presentan 

transcriptos blanco que, directa o indirectamente, coordinan el ciclo celular y diferenciación de las 

CMPhs. En este sentido, el objetivo de esta tesis consistió en analizar tanto la expresión y regulación de 

los complejos que operan en la fase G 1 del ciclo celular a lo largo de la diferenciación de las CMPhs a 

neuroprogenitores; como también dilucidar la participación de los miRNAs tanto en la regulación del 

ciclo celular, en particular aquellos regulados por los factores de transcripción E2F, como en el proceso 

de diferenciación celular a neuronas. 

Previamente determinamos el perfil de expresión temporal de las principales ciclinas y E2F en CMEhs 

H9 y en progenitores neurales derivados a partir de las mismas. En el presente trabajo, pudimos 

profundizar dicho estudio centrándonos en el análisis de la expresión de la CICLINA El. Mediante la 

sincronización de cultivos celulares, determinamos que los niveles de expresión del ARNm y proteína de 
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en la expresión de los transcriptos ocurre a nivel proteico, y si la misma se asocia al cambio en el perfil 

del ciclo celular que observarnos en las Cl'vIPhs que sobre-expre:::mn el rniR-217-fip. 

Creemos que los resultados de este trabajo pueden contribuir al entendimiento de los procesos 

moleculares que regulan tanto al ciclo celular como la diferenciación neuronal de CivIPhs. Además, el 

identificar la relevancia biológica de los factores reguladores del ciclo celular de las C:~vIPhs, como así 

también de cierto microARK s involucrados en la diferenciación neuronal de éstas células permitirá 

diseñar estrategias parn obtener una población celular dotada de una alta capacidad proliferativa inicial 

y de un total compromiso hacia el linaje específico, plausibles de emplear en un futuro en terapias de 

reemplazo. 

Palabras claves: CICLINA El, ciclo celular, factores de transcripción E2F, cólulas madre pluripotentes 

humanas, progenitores neurales, diferenciación neuronal, microARKs, rniR-302, rniR-145, rniR-296, 

clúster miR.-216/ 217. 
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Introducción 

En los últimos años, la medicina regenerativa se ha establecido como una alternativa para la reparación 

de tejidos y órganos afectados por distintas enfermedades. En este campo se han producido avances muy 

vinculados con los nuevos conocimientos sobre la biología y las potencialidades de las denominadas 

células madre. Estas células pueden clasificarse según su potencial de diferenciación, encontrando dentro 

de esta clasificación a las células totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes. Las células 

totipotentes, como el cigoto, son aquellas células capaces de desarrollar tanto tejidos embrionarios como 

extraembrionarios. Las células pluripotentes, por su lado, son células con el potencial de dar origen a 

todos los tipos celulares de un individuo adulto. Por el contrario, las células multipotentes tienen la 

capacidad de diferenciarse a distintos tipos celulares, estando los mismos relacionados con el tejido de 

origen. Este es el caso de las células hematopoyéticas, que dan origen a cualquier tipo de célula sanguínea. 

Finalmente, las células unipotentes, son aquellas células que pueden dar origen a un único tipo celular. 

Debido a su capacidad de auto-renovación y de dar origen a un amplio rango de diferentes tipos celulares, 

las células madre pluripotentes humanas ( CMPhs) resultan atractivas como una potencial fuente de 

células diferenciadas para terapias de reemplazo, así también como modelo de estudio para entender el 

desarrollo. 

En particular, combinar la tecnología de estas células con el avance reciente en edición gemca y 

organoides (pequeñas estructuras en tres dimensiones que buscan simular el desarrollo de los órganos), 

hace que las plataformas basadas en las CMPhs resulten más prometedoras en cada una de las áreas en 

las que se aplican [1]. 

Células madre humanas: Definición y características 

Las células madre se caracterizan por su capacidad de dar origen a una variedad de células especializadas 

mientras mantienen su capacidad de auto-renovación. La capacidad de desarrollo de los órganos durante 

la embriogénesis depende de estas células y, en el adulto, la pérdida celular frecuente es compensada por 

la actividad de células madre [2] . 

Luego de la fecundación, se forma el cigoto el cual se divide para dar origen a un embrión multicelular. 

El desarrollo embrionario temprano consiste en varias etapas. Luego de la fase de la mórula, dos 

poblaciones de células se diferencian: el macizo celular interno (MCI), y el trofoblasto (capa de células 

externas que darán origen a los tejidos extraembrionarios). Ambas poblaciones forman lo que se conoce 

como blastocisto (Figura 1). U na vez que se genera esta división, las células internas desarrollan un 

circuito de regulación estable en el cual los factores de transcripción OCT-3/4 (también conocido como 

POU5Fl) , SOX2 y NANOG promueven la pluripotencia de estas células [3]. Luego, se da el proceso de 

gastrulación en el cual las células pluripotentes del macizo celular interno dan origen a las tres capas 

embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo); y la tasa de división celular disminuye 
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dramáticamente [4]. A partir de estas tres capas germinales, de su organización e in teracción , se formarán 

lOf; órganos. Esta frtsc se denomina organogóncRis. 

Oocito !-célula 2-células 4-células 8- 16-células 16-32-células Blastocisto Temprano 

O©<D@®~e 
O TE Q MCI 

Figura l. Fase!> del desarrollo pre-Ílnplantatoriol En el dcsanollo embrionario temprano, el cigoto EC divide hastf\ dar 

origen¡;] \¡l¡t~l.()(_'.blo. f<~I rnbrno ~e divide en el rn1wi;.;o Cl:'lui<H" i11lerno (VICI) y el Lrokibl~~Lo o lrolóecloderrno cr1-:.) (cornp1 ie;.;l o 

por la rapa de células extenrn.;,). Lnf> réluln;; madre embrionarias que se cultivan in vitro, ;;on derivadaE del :tvIC'I del blnEtocisr.o 

pre-irnpl11.nl.11J.rn·io. l'ig11m 11.d11.pLrKh1. de[:~]. 

Las células rna.<lre ern brion<tria.s hurna11as ( Cf'vlEhs) se derivan <le la masa celular interna del bla.stocisto 

y pueden ser cultivadas 'in vdro indefinidamente manteniéndose pluripotcntc:s. Las mismas tienen el 

potencíal de formar derivados de las tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo) in 

vivo al ser tnispla.nt.a.!las en rn.t.ones~ o in vilro bajo condiciones de ctLlt.i vn <'lpropia.chis [5, 6]. É·sl.clS células 

expresan los genes carn.cterist.ícos del est.;-1do de pl11rípot.encia ind1Lyendo los fac1orns de t.rnnscripción 

OGT-3/4, SOX2 y 1VAA'OG'. 

Redenteme11te, el campo de las Cl'vTEhs ::;e vio revolucion::tdo por un::t nueva forma de obtención de 

célula,s muy simila.re::; a las embrionarias, las célula::; madre pluripotentes inducidas humauas (Crv1Pihs) 

[7, 8]. Estas célulaR se obtienen a partir de células Fiomáticas adultas tales como fibroblastos, 

qneratinodtos o linfodtos B~ entre otras. Las células adultas pueden ser rcprogramada8 mediante la 

t.ransducd/m in 1rilro de pa.rtíctLlas virales portando genes que codilkan fact.ores de t.ranscripdón cr1Ldales 

para el mantenimiento de la pl11rípot.enda [9]. Los mismofi consisten en una combinadón de cuat.ro 

factores de transcripción ( OGT-3/4, Kf,F4, SOX2 y c-/\1 VG) denominados los 'factores de Yarnanaka ' 

e11 honor a Shinya Y ::tmanaka quien los ide11tifícó [lü, 11] (Figura 2). Las C\fPil1s así g;e11eradas presentan 

expresión góníca, proteica y modífícaciorn:H cpigcnéticas muy sirnilan:H a las C:'vIEhs, se diferencian a. las 

tres capas germinales y fórnmn tcrat01rnrn cuando son implantadas en animales. 

Las CI\1Pihs pn:Rcntrm grandes vcntnjafl, las mismas indnycn su origen humano~ füdl acceso~ expansión, 

habilidad para da.r origen a casi t.odos los U pos celulares deseados, se evitan preoc1 Lpaciones éticas 

asocia.das a las C~'lEhs, y el pot.endal de desarrollar medicina personaliJ;ada. utilizando CivlPihs 

específicas de cada paciente [1]. 

Además, a partir del surgimiento de la tecnología de ósta.s cólulas, :se ha logrado un enorme progreso en 

el campo de la biología de las cólulas madre y sn potencial uso en medicina rcgcncrativa. Corno ejemplo 

encontramos el inieio del primer estnclio clínico utilizando céluhrn epiteliales pigmentarias rct.inales 

19 



derivadas de CivlPihs para tratar la degeneración macular. El mismo se realizó en 2014 y fue llevado a 

cabo por el grupo de l\fasayo Takahashi [12]. 

~"'"~;:·/f¡ \ 
•• 

Factores 
de 

Yamanaka 

CMPih 

Células sanguíneas 
Células hepáticas 

Jt!!" Células nerviosas Células cardiacas ........ 

) 

"' Detección de drogas Terapias de células madre Modelado de enfermedades 

Figura 2. Células madre pluripot.entes inducidas hu1nanasl Cenernción y posibles aplicnciones de lns CTVJPihs. Fig ur<l 

adc1plc1da de Stem Cells in Clinic¡¡J Appliccüions - Slern Cell Processing - \Jew Trends in Cliniccil ApplicnUons or Tnduced 

Pluripotent Stem Cells. 

Las CMPhs necesitan determinados requerimientos para el crecimiento y mantenimiento del estado 

indiferenciado. Inicialmente las mismas eran cultivadas en un medio suplementado con el factor de 

crecimiento fibroblástico básico (bFGF, del inglós, Basic Fibroblast Grmvth Factor) sobre una capa 

nutricia de fibroblastos murinos embrionarios mitóticamente inactivados (por ejemplo mediante 

irradiación gamma) (MEFi, del inglés irradiated mouse embryonic fibroblasts). La exposición de estas 

células a productos xenogénicos resultó una. preocupación para su uso en aplicaciones clínicas humanas. 

Además, el uso de productos basados en anima.les corno tarnbión en capas nutricias puede introducir 

variaciones entre lotes. Debido a esto, primero se migró al uso de sustratos definidos libres de 

componentes derivados de animales como matrigel o laminina. junto con medios condiciona.dos por las 

:\lEFi. El grupo de Xu et al. fue el primero en reportar el primer cultivo exitoso de C:\lEhs libres de una 
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capa nutricia. En dicho estudio las CMEhs fueron crecidas en platos con un tratamiento con diversos 

materiales biológicos activos como lo son la laminina, colágeno y matrigel; con un 100% de medio 

condicionado por MEFi suplementado con reemplazo de suero y factores de crecimiento como lo es el 

bFGF [13]. Con el avance de los años, se desarrollaron medios comerciales definidos químicamente que 

solo cuentan con los factores esenciales para el cultivo y mantenimiento de las CMPhs. La ventaja del 

uso de medios químicamente definidos es que elimina la influencia de componentes desconocidos del 

cocktail de factores de crecimiento. 

Las células madre (embrionarias humanas o adultas) tienen un rol crítico durante el desarrollo 

embrionario y en mantener la homeostasis en los individuos adultos. Un mejor entendimiento de la 

biología de las mismas permitirá a la comunidad científica comprender mejor el desarrollo embrionario 

y la diferenciación celular, modelar enfermedades, utilizarlas para el descubrimiento de nuevas drogas y 

posibilitará diseñar nuevos enfoques para su potencial uso en medicina regenerativa. 

Diferenciación celular 

Como mencionamos previamente, las CMPhs tienen la capacidad de diferenciarse en cultivo a distintos 

tipos celulares. Durante los últimos 20 años, numerosos estudios se han dedicado a desarrollar las 

condiciones de cultivo y protocolos adecuados para la generación de un amplio espectro de linajes. 

La capacidad de derivar múltiples linajes a partir de estas células abre diversos caminos para su potencial 

uso. Entre ellos, nuevas oportunidades para modelar el desarrollo embrionario in vitro, permitiendo el 

estudio de los eventos que regulan los estadios tempranos de la inducción y especificación a cada linaje 

[14]. También, el avance de las terapias regenerativas se ha concentrado en el estudio de éstas células, 

dado que las mismas podrían utilizarse tanto para una aplicación directa en los sitios dañados como 

también para ingeniería de tejidos. 

La aplicación de las CMPhs en terapias celulares es considerada más ventajosa que el uso de células 

diferenciadas, dado que éstas células pueden ser obtenidas de manera más fácil y en mayores cantidades, 

presentan una capacidad proliferativa mayor y toleran un mayor número de pasajes en cultivo [15]. Sin 

embargo, su diferenciación previa al trasplante sería un paso crítico, dado que células indiferenciadas 

podrían causar la formación de teratomas 'in vivo'. Esto dependería, entonces, de protocolos de 

diferenciación eficientes para derivar progenitores específicos del tejido deseado [16]. 

Para ello, un factor importante resulta la composición adecuada de los medios de cultivo celulares, en 

especial la presencia de factores de crecimiento específicos y otras biomoléculas [15] . De este modo, se 

puede controlar y restringir las vías de diferenciación hacia progenitores específicos. Además, son 

necesarias el desarrollo de condiciones adecuadas para promover una diferenciación homogénea [16]. 

Existen distintas estrategias para diferenciar las CMPhs 'in vitro'. U no de los primeros métodos fue el 

de cultivar las células en condiciones donde los factores que mantienen el estado de pluripotencia de las 

células fueron removidos. En esta condición, las CMPhs se diferencian espontáneamente en los derivados 
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de las tres capas germinales embrionarias, mediante la formación de cuerpos embrioides (EB, del inglés 

Embryoid Bodies) [16] . 
Se ha demostrado en numerosos estudios que éstos agregados (EB) recapitularían las fases del desarrollo 

embrionario temprano, por lo que este sistema de cultivo fue explotado para estudiar la diferenciación 

celular y el patrón de expresión de genes durante la embriogénesis temprana 'in vitro' [17]. 

Además de éste método de diferenciación existen otros protocolos que se diferencian entre sí, no solo con 

los medios de cultivo específicos de acuerdo al tipo celular específico deseado, sino también en el sustrato 

sobre el cual se crecen las mismas. Encontramos aquellos donde las mismas son ca-cultivadas con células 

estromales murinas; y otro donde las células son crecidas en adhesión sobre proteínas de la matriz 

extracel ular. 

Entre los linajes generados a partir de las CMPhs, se encuentra el neural. Las CMPhs, bajo condiciones 

apropiadas, pueden generar células neurales incluyendo neuronas funcionales, astrocitos y 

oligodendrocitos [18]. 

Los trabajos de Reubinoff et. al [19, 20] demostraron que las CMEhs pueden dar origen a progenitores 

neurales 'in vitro', y que éstos progenitores pueden diferenciarse (también 'in vitro') a neuronas 

maduras. En este tipo de diferenciación es en el que nos enfocaremos en el presente trabajo, y la cual 

describiremos brevemente a continuación. 

Desarrollo embrionario del sistema nervioso central 

El cerebro humano se origina a partir del ectodermo, y consiste en billones de células formando parte de 

numerosas estructuras funcionalmente interconectadas. Muchas de estas estructuras son mayores o 

distintas en comparación con otros mamíferos, en particular la corteza, la capa externa del cerebro 

humano responsable de la percepción y la cognición [21]. 

El desarrollo del cerebro humano es un largo proceso que se inicia en la tercera semana gestacional con 

la diferenciación de los progenitores neurales, y se extiende al menos hasta la adolescencia tardía, 

posiblemente a lo largo de toda la vida. 

El período embrionario humano comienza en la concepción y se extiende hasta la semana gestacional 

ocho. Hacia el final de este período, las estructuras rudimentarias del cerebro y del sistema nervioso 

central se encuentran establecidas y los principales compartimientos de los sistemas nerviosos central y 

periférico son definidos. 

Al final de la tercera semana, el embrión es transformado en una estructura de tres capas en el proceso 

que denominamos anteriormente como gastrulación. Dentro de las líneas de células madre que surgen 

durante la gastrulación se encuentran las células madre neurales (CMN). Estas células se denominan 

progenitores neurales dado que pueden dar origen a todos los tipos celulares que originan el sistema 

nervioso central [22] . 
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Si bien la diferenciación de las líneas de células madre embrionarias hacia cada uno de los distintos 

linajes involucran complejas cascadas de vías de señalización, en el presente trabajo nos centraremos en 

la diferenciación de las CMN. 

A partir del MCI, se diferencian el endodermo primitivo y el epiblasto. Las células del epiblasto dan 

origen a las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y es este ectodermo el que 

eventualmente formara el epitelio, incluyendo el neuroepitelio (o neuroectodermo) [23]. 

Al inicio de la gastrulación, las células de la capa del epiblasto que se diferenciaran en los progenitores 

neurales se localizan en la línea rostro-caudal del embrión de dos capas. Esta región que contiene a los 

progenitores neurales se denomina plato neural. El mismo, al final de la tercera semana de gestación, 

comienza a plegarse para formar el tubo neural. El mismo es la primera estructura neural bien definida 

(Figura 3). 

Justo antes de que el tubo neural se cierre, el extremo anterior del mismo comienza a expandirse 

formando las tres vesículas principales del cerebro. La vesícula más anterior se denomina , prosencéfalo,, 

el cual es el precursor embrionario del cerebro anterior. La vesícula del medio corresponde al 

, mesencéfalo,. Y la vesícula más posterior es el , rombencéfalo,. Luego, estas estructuras anatómicas, 

por medio de eventos de segmentación, darán origen a las cinco vesículas secundarias del cerebro. El 

prosencéfalo se dividirá en el , telencéfalo, y , diencéfalo,; y el rombencéfalo lo hará en el , metencéfalo, 

y el 'myelencéfalo' [21]. 

Células madre neurales 

Las CMN son poblaciones multipotentes con capacidad de auto-renovación. Las mismas dan origen a las 

neuronas y la glía del cerebro en desarrollo y, también, aportan al limitado potencial de regeneración del 

cerebro adulto [23]. 

Las CMN existen, , in vivo', en nichos específicos, siendo los mismos la zona subventricular (SVZ, del 

inglés subventricular zone) y la zona subgranular (SGZ, del inglés subgranular zone) del giro dentado 

del hipocampo. 

Estos nichos regulan el balance entre la división simétrica, a partir de una CMN se originan dos CMN 

o dos progenitores comprometidos, y la división asimétrica, se origina una CMN y una célula progenitora 

comprometida como resultado de la división de una CMN [24]. 

El proceso de neurogénesis consiste de cuatro fases: proliferación celular, migración, supervivencia celular 

y diferenciación neuronal. La primer evidencia fuerte de neurogénesis en el cerebro adulto fue presentada 

en 1965 por Altman y Das [25]. Luego, Goldman y Nottebohm en 1983 detectaron por primera vez este 
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proceso en pájaros adultos [26]. En 1907, Ha.rrison et al. demostraron que cólulas embrionarias del 

Sistema nervioso central pueden ser mantenidas fuera del cuerpo, utiliL:ando determinados nutrientes 

[27]. 

En el cerebro humano, podemos distinguir cua.tro tipos principales de C~1:-J o células progenitoras 

(Figura 3): 

Progenitores neuroepitclia.lcs (PKEs): son ra.dialmente a.larga.dos y contactan tanto la. superficie apical 

como la basal de la monocapa del neuroepitelio. Los PNEs son responsables de la primera ola de 

neurogénesis en el tubo neura.l, luego de la. misma, estas células dan origen a la. glía radial y a los 

progenitores basales. 

Glía radial (GR): Son originadas a partir de los PNEs al inicio de la neurogóncsis y constituyen el 

principal tipo celular en el cerebro en desarrollo, donde funcionan tanto como progenitores neurales corno 

andamios para la. migración de las neuronas recién nacidas. 

Su potencial de diferenciación es menos amplio que el de los P:-JEs. A pesar de que algunos subconjuntos 

son tripotentes, capaces de generar linajes neuronales, gliales y oligodendrogliales, la. mayoría parecería. 

ser bipotente o unipotente. 

Progenitores basa.les (PB): es una población de precursores neurogénicos distinta. presente 

predominantemente en la SVZ del telencéfalo en desarrollo. Son generados en estadios tempranos del 

desarrollo a partir de los PI\Es, y en esta.dios más tardíos, a partir de los GR. Los PB son considerados 

progenitores neurogénicos transitorios para amplificación que aumentan de manera específica. la 

producción de neuronas durante períodos de tiempo restringidos. 

Progenitores adultos: son una población de células neuralcs rnultipotentes que están presentes 

principalmente en dos nichos especialiL:ados del cerebro de los mamíferos adultos, la SVZ de la pared 

lateral del ventrículo lateral y la SGZ del giro dentado. Estas células son las que mantienen durante la 

vida adulta la neurogénesis y la gliogénesis. Las mismas derivan directamente de las GR que en el cerebro 

post.natal se convierten en Cl\-IN similares a a.<Jtrocitos [2:1]. 
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Figura 3. Relación del desarrollo entre las distintas poblaciones de CMN que pueden ser aisladas de los distintos 

estadios 'in vivo' o generadas 'in vitro' 1 Figura adaptada de [28] 

Diferenciación in vitro al linaje neural 

En la diferenciación al linaje neural , la ausencia de un protocolo óptimo implica la generación de células 

de otros linajes como contaminantes. Es por esto que uno de los mayores desafíos del campo consiste en 

una población celular de progenitores neurales homogénea y renovable, fácil de cultivar y comprometida 

al linaje neural. La misma serviría como una fuente ilimitada de células restringidas a un linaje para 

t erapias de reemplazo y/ o otras investigaciones [18]. 

El aislamiento de CMN de su nicho natural, su purificación y expansión, ha resultado problemática dado 

que los factores y contactos célula-célula requeridos para mantener estas células en su est ado fisiológico 

no están completamente dilucidadas [23]. 

El descubrimiento de la función del bFGF como inductor de la proliferación de precursores neurales 

dentro de cultivos de hipocampo embrionario, abrió un nuevo camino en el estudio de la proliferación 

de los mismos 'in vitro' . Luego, se descubrió un segundo mitógeno, el factor de crecimiento epidermal 

(EGF, del inglés epidermal growth factor) , capaz de estimular la división de precursores embrionarios 

capaces de mantener la habilidad de diferenciarse a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Además, se 

encontraron células en la SVZ y SGZ del cerebro adulto de ratón que proliferan en respuesta a bFGF y 

EGF, y que parecen ser similares en muchos aspectos a sus contrapartes embrionarias. 

Sin embargo, la primera evidencia de que el bFGF puede inducir la proliferación de precursores humanos 

del sistema nervioso central fue en el trabajo de Buc-Caron. En el mismo utilizaron regiones del cerebro 

de embriones de entre cinco y doce semanas, y a partir de los mismos lograron expandir células en 

monocapa con un sustrato de matrigel y en presencia de bFGF. Describieron que un gran porcentaje de 

células expresaba el marcador de neuroepitelio temprano NESTINA [29]. 
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Poco tiempo después de la derivación de la primera línea celular de CMEhs, Reubinoff et al. describieron 

el aislamiento de progenitores neurales expandibles a partir de CMEhs. Este mismo grupo, mediante la 

adición del suplemento B27, y los factores de crecimiento EGF y bFGF, optimizó la expansión de CMN 

derivadas de CMEhs. Las CMN expandidas eran capaces de diferenciarse, tanto , in vivo, como , in 

vitro', a las tres capas principales del linaje neural (neuronas, astrocitos y oligodendrocitos) [30]. 

Durante los últimos 20 años, entonces, se han desarrollado numerosos protocolos basados en el uso de 

factores de crecimiento. Esto ha permitido el estudio de las propiedades biológicas y moleculares de las 

CMN (tanto aisladas de tejidos como generadas a partir de CMPhs). A partir de estos protocolos, se ha 

logrado la expansión de estas células tanto en condiciones en suspensión como adherentes. A continuación 

describiremos brevemente ambos sistemas (Figura 4). 

Sistema en neuroesferas 

Las neuroesferas son agregados libres en flotación de progenitores neurales. Cada neuroesfera 

potencialmente deriva de una simple CMN. Las mismas se generan a partir de microdisección de tejido 

(o disociación de CMPhs) seguido de exposición a determinados mitógenos. 

Si bien la idea de las neuroesferas es la recapitulación , in vitro, de una estructura tipo nicho, es necesario 

enfatizar que un nicho , in vivo, representa principalmente un micro dominio con una organización 

espacial que ayuda a regular la participación de las células madre en la generación, mantenimiento y 

reparación de tejidos. La regulación de las CMN en el nicho requiere no solo de la interacción entre las 

células madre sino también de éstas con las células diferenciadas vecinas, esto mediado por moléculas 

solubles y de adhesión y componentes extracelulares de la matriz. 

Sistema en monocapa 

Los primeros intentos de cultivar CMN en condiciones de monocapa se basaron en cultivar las mismas 

en pocillos sobre un substrato de poli-L-ornitina, laminina o fibronectina en medio libre de suero. 

La condición primordial para mantener las CMN en este sistema de cultivo consiste en el uso de EGF y 

bFGF. La adición continúa de ambos factores de crecimiento resulta esencial para la derivación y 

propagación de las CMN crecidas en monocapa, siendo las mismas derivadas de CMEhs o de cerebro 

fetal o adulto [23] . 
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su diferenciación terminal hacia neuronas post-mitóticas por medio de una. combinación de señales 

moleculares, como lo son pequeñas moléculas y factores de crecimiento y diferenciación en el medio de 

cultivo celular. 

En este sentido, la identificación de las señales externas involucradas en la diferenciación de las C:'vl:'-J 

resulta esencial para lograr su diferenciación in vitro. Algunos de los factores neurotróficos y de 

diferenciación involucrados en el desarrollo neural en mamíferos son el factor de leucemia inhibitorio 

(LIF, del inglós lcukemia inhibitory factor), FGF1/ FGF2, factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF, del inglés Platelet-Derived Grnwth Factor), factor de crecimiento nervioso (:'-JGF, del inglés 

:'-Jerve Growth Factor), factor neurotrófico derivado del cerebro (BDKF, del inglés Brain-derived 

neurotrophic factor). Neurotrofina-3 (KT-3, del inglés :'-Jeurotrophin-3). factor neurotrófico derivado de 

células gliales (GD:'-JF, del inglés Glial cell-derived nenrotrophic factor) y ácido retinoico. 

El grupo de Van der Kooy, mediante el uso del antagonista del receptor de FGF SU5402 y cólulas 

embrionarias FGFRl-/-, han demostrado que la señalización por FGF no es requerida para la 

neuralización de las C~1E, pero si resulta crucial parn la proliferación de CivIK primitivas derivadas de 

C~1E [32]. 

En otros estudios. se ha. demostrado que BDNF induce el crecimiento de neuronas reción generadas a 

partir de C~1:'-J [29]. 

Los factores NGF, DDKF, y :'-JT-3 son miembros de la familia neutrofina, y juegan un rol importante en 

prevenir la muerte neural y favorecer el proceso de recuperación, regeneración neural y re-mielinización. 

El factor GDNF es un factor potente de supervivencia para las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo. 

En el mesencéfalo embrionario, el factor recombinante humano GDNF promueve la supervivencia y 

diferenciación morfológica de las neuronas dopaminérgicas [32]. 

Si bien estos procedimientos han sido extensamente utiliza.dos y establecidos, los rmsmos presentan 

cierta.<; limitaciones en cuanto a tiempo y escala. Los procesos involucrados suelen ser lentos, y 

normalmente se necesitan varias semanas para obtener neuronas funcionales. 

Algunos de estos procedimientos conllevan numerosos pasos, incluyendo la formación de EB, lo cual 

obstruye la producción de grandes cantidades de c(~lula.s homogóneas [33]. 

Las neuronas creadas a partir de CivIK presentan propiedades distintas a las neuronas maduras. Por 

medio del proceso de maduración, las mismas se convierten en un equivalente a las neuronas maduras 

luego de varios meses. Las neuronas reción diferenciadas adquieren su maduración morfológica en 

aproximadamente dos meses, lo cual es esencial en su funcionamiento [24]. 
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Organoides Cerebrales 

La habilidad de modelar el desarrollo del cerebro humano in vitro representa un paso importante en el 

estudio de los procesos de desarrollo y desórdenes neurológicos [34]. 

Tanto la complejidad del cerebro humano, su inaccesibilidad, junto con los problemas éticos 

involucrados, hacen que su estudio sea un desafío. Si bien los cultivos neurales en dos dimensiones (2D) 

constituyen una plat aforma importante para investigar el Sistema nervioso humano, e incluso a partir 

de los mismos se pueden formar neuroesferas , los mismos presentan ciertas limitaciones [35]. Debido a 

esto, era necesario adoptar un nuevo enfoque que pudiera modelar tanto la adecuada organización 3D 

como el desarrollo del repertorio completo de los tipos celulares de los distintos t ejidos [34]. 

Hoy en día existen protocolos que utilizan las células madre pluripotentes inducidas y embrionarias para 

generar organoides que pueden reconstruir la compleja composición celular, su organización espacial, y 

funciones neurales en el cerebro humano [36]. Durante los últimos años, los organoides cerebrales se han 

utilizado ampliamente para estudiar el desarrollo, normal o anormal, de los procesos del cerebro humano. 

Las tecnologías de organoides cerebrales aún enfrentan múltiples desafíos. Entre ellos, la ausencia de 

vascularización es uno de los problemas críticos, dado que resulta difícil alimentar las capas centrales de 

los organoides [37] . Sin embargo, algunas características importantes del sistema nervioso se han 

observado en los organoides cerebrales. Los mismos presentan actividad eléctrica, son sensibles a la 

estimulación por luz, y pueden conectarse a una médula espinal y enviar impulsos que hacen que un 

músculo se contraiga [37]. 

Los organoides cerebrales, hasta el momento, han sido usados de manera exitosa para modelar 

enfermedades neurológicas como lo son la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, microcefalia , desórdenes 

del espectro autista y síndrome de Down[38]. 

Ciclo celular 

Las CMPhs presentan un ciclo celular característico, que resulta atípico en comparación con el de los 

tipos celulares somáticos. En esta sección, en primer lugar, describiremos las propiedades generales de lo 

que sería un modelo clásico del ciclo celular en células somáticas, para luego describir y profundizar en 

las características del ciclo celular en las CMPhs. 

La función principal del ciclo celular es duplicar de manera correcta el contenido de ADN en los 

cromosomas y luego segregar de manera precisa las copias en dos células hijas idénticas genéticamente. 

Estos procesos, entonces, definen las dos principales fases del ciclo celular. Por un lado, la duplicación 

del ADN ocurre durante la fase de síntesis (fase S) y , luego de la misma, la segregación de los cromosomas 
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y división celular ocurre en la fase de mitosis (fase M) [248]. Estos eventos claves están separados por 

las fases G 1 y G 2 (del inglés, gap 1 y gap 2) que sirven como ventanas regulatorias para asegurar que 

los eventos del ciclo celular ocurran en el momento adecuado y en el orden correcto. Dependiendo de las 

señales mitogénicas del ambiente, las células que están atravesando la fase G 1 pueden tanto activar el 

programa de división celular , o salir del ciclo celular (entrar en estado quiescente o estado GO) (Figura 

5) [39]. 

Fase G 2 

' mitosis 
• (división 
, nuclear) 

INTERFASE 

Fase M 

Figura 5. Fases del ciclo celularl La célula crece continuamente durante la interfase (fases Gl, S y G2) . Durante la mitosis 

(fase M), el núcleo y luego el citoplasma se divide. Figura adaptada de [248] 

Modelo clásico del ciclo celular en células somáticas 

Los eventos del ciclo celular están orquestados por la actividad de las ciclinas y una familia de quinasas 

de serina/treonina a quienes éstas se unen: las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, del inglés 

ciclins-dependent of kinases). Estos complejos ciclinas-CDKs fosforilan los substratos necesarios para las 

diferentes transiciones del ciclo celular [39] . 

La primer función de los complejos ciclina-CDKs consiste en la promoción a la entrada al ciclo celular 

[40] . Se considera que la misma es controlada, clásicamente, por la fosforilación de las proteínas de la 

familia del retinoblastoma (RB) por medio de los complejos ciclinas-CDKs. Este momento se define como 

punto de restricción (punto-R). El mismo se da en la fase Gl , y una vez que se atraviesa, se desencadena 

la progresión del ciclo celular. Además, existen otros puntos de control a lo largo del ciclo celular que 

monitorean una variedad de señales celulares y funcionan como un freno, previniendo así la progresión 

hacia la fase siguiente hasta que ciertos criterios se cumplan. Junto con el punto-R, entonces, 

encontramos el punto de control de la fase S (necesario para una replicación del ADN confiable), el 
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punto de control de daño al AD:.J (para preservar la integridad genórnica.). y el punto de control del 

establecimiento del huso mitótico (para una correcta segregación de los cromosomas) [6]. 

El mecanismo del punto-R conecta la maquinaria del ciclo celular con las señales mitogénicas de modo 

que, bajo las condiciones de señalización apropiadas, los genes necesarios para la progresión G 1-S son 

activados. Este mecanismo resulta esencial para el control del crecimiento normal de la célula [39]. 

Fueron descubiertas cuatro familias principales de cidinas en mamíferos: tipo-D, -E, -A y -B. Las mismas 

presentan patrones de localización dinámicos. En las células de mamíferos, las ciclinas tipo-13 residen 

principalmente en el citoplasma, mientras que las cidinas A, D y E son nucleares [41]. 

Las ciclinas se expresan periódicamente a través del ciclo celular. A nivel molecular, como resultado de 

la estimulación con factores promotores del crecimiento, aumenta la expresión de las ciclinas de tipo D 

(Dl, D2 y D3) las cuales activan a las CDKs 4 y / o 6 [42]. Estos compk~jos, entonces, durante la fase Gl 

temprana inician la fosforilación de las proteínas de la familia del retinoblastoma (Rb) (Rb, pl07 y 

p130). Como resultado de esta fosforilación, se liberan factores de transcripción E2F los cuales activan 

la transcripción de genes necesarios para la progresión del ciclo celular. Entre ellos se encuentran los 

genes de las CICLINAS E y A. Durante la fase Gl tardía, se activa CDK2 al unirse a la CICLI:.JA E 

completando la fosforilación de las proteínas Rb, lo que conduce a una mayor activación de la 

transcripción mediada por los factores de transcripción E2F. De este modo, se atraviesa el punto-R en 

la transición de las fases Gl/ S, y la fase S inicia. El complejo CDK2-CICLIKA A promueve la progresión 

a través de esta fase fosforilando proteínas involucradas en la replicación del AD:.J. Durante la transición 

G2/ l\!I, es necesaria la actividad del complejo CDKl-CICLI:.JA A para iniciarse la profa.se. Luego, las 

ciclinas B son traslocadas al núcleo donde activan a CDKl para participar en el proceso y finalización 

de la mitosis [ 41]. 

La actividad y función de estos complejos CDKs-ciclinas son regulados por dos familias de inhibidores 

de CDKs (CKis, del inglés cyclin-dependent kinase inhibitor). Por un lado se encuentran las proteínas 

de la familia INK (p161KK4a, p15I:.JK4b, p18INK4c, p191NK4d), las cuales interactúa con CDK4 o 

CDK6 y bloquea su asociación con las ciclinas D. Por el otro tenemos a las proteínas KIP / CIP (p21Cipl, 

p27Kipl, p57Kip2), las cuales forman complejos ternarios con las rnolóculas ciclina.-CDK2 y cidina­

CDKl e inhiben su actividad quinasa [40]. 

Cierta evidencia sugiere que el punto de decisión para progresar en el ciclo celular o salir del mismo, 

podría darse en la fase G2 del ciclo celular precedente, lo que modularía los niveles de CDK2 

inrnediatamente luego de la mitosis (denominado punto de restricción 1). De este modo, se estaría 

cuestionando que el destino celular se decide en el punto-R (clásico) en la fase Gl. Este estudio determina 

que existe un umbral de CDK2-p21 en el punto-Rl: cuando los niveles de p21 son más bajos que este 

umbral los niveles de CDK2 aumentan luego de la mitosis, lo que permite la progresión del ciclo celular 

hacia la fase G l. Si, en cambio, los niveles de p21 son eleva.dos. la actividad de CDK2 post mitosis será 

baja, por lo que la célula entrará en una quiescencia transitoria [43]. 
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Ciclo celular en CMP 

Las CMP poseen un ciclo celular atípico, con ciertas particularidades que las diferencian de los tipos 

celulares somáticos. En esta sección, describiremos las propiedades fundamentales del ciclo celular de 

CMP, iniciando con el ciclo celular en las CME murinas (CMEms) y su comparación con las células 

somáticas, para luego poder compararlas y profundizar sobre el ciclo celular en las CMPhs. 

Como mencionamos anteriormente, la transición de una fase del ciclo celular a la otra está gobernada 

por factores reguladores claves: las CDKs. Las mismas son activadas en puntos específicos durante el 

ciclo celular y su actividad depende de su asociación con subunidades regulatorias: las ciclinas [44, 45]. 

Sin embargo, en CMEms la mayoría de las ciclinas y CDKs se expresan a lo largo de todo el ciclo celular, 

con excepción del complejo CDKl-CICLINA B que se activa selectivamente antes de la mitosis (Figura 

6). Esta alta actividad de las CDKs en las CMEms se debe, en parte, a la ausencia o baja expresión de 

los CKis, lo que resulta en altos niveles de ciclinas presentes durante el ciclo celular [40]. 

Estas características explican también el comportamiento independiente del punto-R de estas células. Se 

ha visto que las mismas tienen la proteína RB hiperfosforilada. Además, debido a la ausencia de p21, y 

bajo la teoría del umbral p21-CDK2, estas células estarían siempre predispuestas a continuar otra ronda 

de replicación [6]. La inhibición de la actividad de la CDK2 retrasa la transición Gl-S, y su silenciamiento 

lleva a que las CMEms se arresten en G l. Curiosamente, estos eventos son suficientes para inducir la 

diferenciación de estas células, lo que pone en evidencia la existencia de una conexión regulatoria entre 

el ciclo celular y la auto-renovación para el mantenimiento de la pluripotencia [40]. 

Las CMEms y las CMEhs representan estadios diferentes del desarrollo embrionario. Las CMEhs se 

encuentran en un estado 'primado' de pluripotencia, siendo similares a las células madre epiblásticas 

(EpiSC, del inglés Epiblast Stem Cells) [59]. Estas células son similares a las células del epiblasto post­

implantatorio, mientras que las CMEms naive, son similares al epiblasto pre-implantatorio. 
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Figura 6. Perfil de expresión de las cidinas en Fibrohlastos murinos embriona rios y en CMEmsl Figura. adapta.da 

de l42j 

Ciclo celular en CMPhs 

La habilidad de las CMPhs para mantener su auto-renovación y pluripotencia, evitando el compromiso 

hacia algún linaje, est á asociada con su capacidad de mantener su condición proliferativa. P ara lograr 

esto, las CMPhs presentan un ciclo celular atípico que se caracteriíla por la presencia de fases Gl y G2 

incompletas, y con un alto porcentaje del tiempo (60%) dedicado a la fase de replicación (fase S) . 

Se vio que las células somáticas al ser reprogramadas adquieren estas características. Por otro lado, el 

cornprorni8o celular a alguna de la8 t re8 capa8 gerrninale8 embrionarias re8ulta en una fase G 1 extendida 

lo que incrementa el t iempo de división celular. Estos datos refuerzan el concepto de que la. rápida 

divi8ión y acortamiento del ciclo celular 8011 requerirniento8 para la pluripotencia [40]. Aderná8, a nivel 

molecular, se han establecido parámetros que apoyan esta relación entre la capacidad de pluripotencia 

con la proliferación sin restricciones. P or ejemplo, los factores de transcripción lVlYC, NANOG, SOX2 y 

OCT4 promueven la pluripotencia mediante la regulación transcripcional de genes del ciclo celular y 

microARKs (moléculas que describiremm; más adelante) que promueven la pluripotencia. (Figura 7) . 

33 



Red central de 
pluripotencia 

M 

Desarrollo 
embrionario 

Ciclo 
Celular 

G2 

s 

Figura 7. Esquema de la relación entre los mecanismos entr·e las redes regulatorias de pluripotencia y el ciclo 

celular! Figura adapLada de [46]. 

Si bien existen excepciones, las CMPhs generalmente tienen tiempos cortos de generación de 8-16 horas. 

Se ha observado que cuando estas células inician procesos de diferenciación, las células se acumulan en 

la fase Gl, alargándose a.sí su ciclo celular (más de 16 horas) . Una. fase Gl corta limita el tiempo en que 

las ClVIPhs pueden ser influenciadas por señales externas de diferenciación, dado que este momento 

representa el tiempo en el que hay una mayor sensibilidad a las mismas. Además, se ha demostrado que 

al inhibir la progresión de la fase Gl, las CMEhs se comprometen a diferenciarse [47, 48]. La división de 

redes que mantienen la pluripotencia o promueven la diferenciación entre las distintas fa.ses del ciclo 

celular resultan una estrategia. lógica para. activar/ silenciar genes del desarrollo y de pl uripotencia de 

una manera coordinada. 

En este sentido, durante las últimas dos décadas muchos estudios han demostrado que las CMPhs 

responden a señales de diferenciación en la fase G l. Sin embargo, esta observación fue dernostrnda, y su 

estudio profundizado, utilizando el sistema reportero FU CCI (del inglés, Fluorescent "Cbiquitination­

based Cell Cycle Indicator), el cual permite separar la.s células que se encuentran definidas en las distintas 

fases del ciclo celular [39, 42]. 

A partir del uso de este Sü-;;tema, Pauklin y Vallier, además de confirmar que las CMPhs definen su 

destino celular al encontrarse en la fase G 1, determinaron que las CMEhs eran sesgadas hacia un linaje 

en particular de acuerdo al tiempo transcurrido en esta fase [49]. Este grupo identificó que el compromiso 
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a mesodermo y endodermo ocurre en una fase G 1 temprana, mientras que el compromiso a. ectodermo 

ocurre en una fase G 1 tardía. 

Uno de los mecanismos por el cual se considera que las C:'vlPlrn podrían ser receptivas a. las señales de 

diferenciación durante la fase Gl es a travós de la expresión de los tres tipos de ciclinas D (Dl, D2 y 

D:)). Durante la fase Gl temprana, los niveles de ciclinas D se encuentran bajos, por lo que las proteínas 

S~IAD2/3 (transductoras de señal) se encontrarían libres para unirse y activar genes endodérmicos) 

facilitando la diferenciación hacia este linaje (esto dependería de la señali7.ación por medio de Activina 

A). Luego, a medida que la fase Gl progresa, se induce la expresión de las ciclinas D, por lo que los 

genes endodérmicos son reprimidos y la diferenciación a ese linaje se previene. Los niveles de las ciclinas 

D durante la mitad o el final de la fase G 1 determinan la. predisposición de las células a. diferenciarse al 

linaje mesodérmico o ectodérmico. 

La diferenciación mesodérmica. se correlaciona con un aumento de los niveles de expresión de la CICLII\ A 

D2, y un leve aumento de los niveles de expresión de las CICLI:.JAS Dl y D3, mientras que el aumento 

en los niveles de expresión en las tres ciclinas D lleva a un destino ectodérmico. 

Si bien se observó que el silencia.miento individual de cualquiera de los tipos de ciclinas D no afectaba 

la diferenciación de las C~ifEhs hacia alguno de los linajes en particular, el doble silenciarniento de las 

mismas sí demostró una predisposición hacia la diferenciación a endodermo/ mesodermo J'' una capacidad 

reducida de diferenciación a neuroectodermo. El silenciamiento de las tres ciclinas de tipo D resultó letal 

en Cl'vIEhs, lo que sugiere una función crucial de estas ciclinas en la supervivencia y / o a.u to-renovación 

de éstas células. En C~IErns, en cambio, este triple silenciamiento no dio un fenotipo detectable [6]. 

Años después, el mismo grupo reportó que estas ciclinas pueden influenciar el destino celular de manera 

independiente a SivIAD2/ 3. Este segundo mecanismo de acción requiere de la habilidad de las ciclinas D 

para reclutar cü-activadores y cu-represores transcripcionales a genes blanco del desarrollo mientras que 

se acumulan en la fase G 1 [39]. 

La salida del ciclo celular desde la fase G 1 es frecuentemente necesaria pa.ra la. diferenciación terminal 

de las cólulas durante el desarrollo. En la mayoría de los casos la diferenciación terminal está relaciona.da 

con la expresión y activación de los CKis, asegurarse la inhibición de las CDKs durante la fase Gl así 

corno también la hipofosforilación de la familia. de proteínas Rb) de modo que se repriman los genes 

target de los factores de transcripción E2F necesarios parn la actividad del ciclo celular [39]. 

Si bien las C:VIPhs presentan, en ciertas circunstancias, un ciclo celular similar al de las ClVIEms, existen 

diferencias evidentes en el control del ciclo celular entre ambos tipos celulares. Esto refleja el hecho que 
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mencionarnos anteriormente, de que las CMEhs son más parecidas a las cólulas pluripotentes , primadas, 

derivadas del epiblasto tardío post-implantatorio del embrión murino. 

Si bien ambos tipos celulares proliferan rápida.mente y presentan una fase G 1 corta, las CMEhs presentan 

niveles de expresión apreciables de las ciclinas D y de los inhibidores KIP / CIP. expresión cick}­

dependiente de la quinasa CDK2, y presenta tanto la proteína Rb hiper e hipo fosforilada. 

Esto ha llevado a que varios grupos estudien el perfil de expresión de reguladores claves del ciclo celular 

en ClVIPhs [50, 51]. En particular y en contraste con las ClVIEms, la mayoría de los reguladores del ciclo 

celular en las Cl\IPhs presentan una expresión específica de fases (Figura 8). Sin embargo, existe cierta 

controversia entre los resultados obtenidos por distintos grupos en cuanto a la abundancia y expresión 

periódica o constitutiva de algunas de estas ciclinas durante el ciclo celular de las ClVIEhs [52-58], y poca 

información de cómo las mismas son expresadas o reguladas en las Cl\IPihs [59]. En el trabajo de mi 

tesina de licenciatura., nos dedicarnos a estudiar el perfil de expresión de las ciclinas y factores de 

transcripción E2F en GtvIEhs, ClVIPihs y en la progenie neural derivada de las C1'1Ehs [60]. En el presente 

trabajo profmHli:Lamos dicho estudio, particularmente centrándonos en el estudio de la expresión y 

regulación de la CICLINA E, dado que un estudio reciente demostró que esta ciclina está involucrada 

en mantener el estado de pluripotencia en C:~vIErns, y que la pórdida de su expresión alarga la fase G 1 

en estas células e induce la diferenciación [61]. 
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Figura 8. Esquenias del ciclo celular en distintas líneas celulares! Esquema de la estructura y la expre1üón de distintos 

reguladores del ciclo celular en A) C!llEhs l:l) Células somáLicas y C) CMEms. Figura. ada.pLada de [6]. 

Análisis del ciclo celular mediante el uso de inhibidores 

Cómo mencionarnos en la sección anterior, en el estudio de mi tesina de licenciatura, nos dedicarnos a 

estudiar el perfil de expresión de las ciclinas en las CMPihs FN21, CMEh H9, y en la progenie neurnl 

(PN) derivada de estas últimas. 
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En particular, nos centrarnos en el estudio de las principales ciclinas: CICLINA A2, CICLINA Et, 

CICLINA Di, CICLINA D2 y CICLINA D:J. 

En dicho estudio, para. poder determinar de manera. correcta la diferencia en los niveles de expresión de 

los AR~rn de éstas ciclinas en los distintos tipos celulares, y asegurarnos que los resultados observados 

no se debían a una diferencia en el porcentaje de células en las distintas fases, arrestamos las células en 

Gl / S y G2/ :l'l utilizando dos inhibidores farmacológicos. 

Para arrestar las células en Gl/S, utilizarnos el inhibidor específico de CDK4/ 6: PD0332991 (PD) (30h 

5pJvI para las CJvIPhs, 24h 111YI para PN y 48h l11l'vI para los FH). 

Para arrestar las células en la transición G2/ IvI utilizamos el inhibidor Nocodazol, el cual es un inhibidor 

de la polimerización de los rnicrotúbulos (24h lOOng/ rnl para las C:'vIPhs, 54h 200ng/ rnl para los PK y 

72h 200ng/ ml para los FH). 

Luego de arrestar las distintas líneas celulares, para determinar la fracción de células en cada etapa y 

comprobar que el arresto fue efectivo, cuantificamos el contenido de ADK mediante una tinción con 

ioduro de propidio (IP) y lo medirnos por medio de una citornctría de flujo. En la Figura 9 pueden 

observarse los histogramas correspondientes a los arrestos con las distintas drogas en las distintas líneas 

celulares. Puede observarse cómo, en cada caso, aumenta en relación al control (células sin arrestar) el 

porcentaje de células en Gl/S al tratarlas con PDfX)32!)91, ·y en G2/:\I al tratarlas con ~ocoda~ol (Figura 

9). 
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Figura 9. Perfil del ciclo celular de CMPh, PN y FH asincrónicas y arrestadas farmacológicarnentel Lus CMPihs 

F:-J21 (u), CivIElrn H9 (b) (ambas cultivada:,; wbre ~VIEFi), PN (e) y FH (d) fueron arrestadas en Gl/S con PD0332991, inhibidor 

e;;pecí±lco de CDK4/G (:~Oh 5¡1M para CMPhs, 24h l¡úI para :-JP y 48h l¡1:VI para FH) y en G2(VI con Nocodazol (24h lOOng/ rnl 

para CMPhs, Mh 200ng/ml pa.ra NP y 7Lh 200ng/ml para FH). El perfil del ciclo celular en ca.da caso se reali7.Ó mediante 

t inción del A DN con ioduro de propidio (TP) y posterior análisis por citometría. de flujo. 
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De este modo, analizamos luego los niveles de expresión de los ARNm de las distintas ciclinas por RT­

qPCR en todas las líneas celulares arrestadas, comparando el valor de expresión de cada una de ellas en 

las líneas tratada con los inhibidores mencionados en comparación con las células control. 

Éste análisis reveló diferencias significativas en los niveles de expresión de los transcriptos de todas las 

ciclinas estudiadas a lo largo del ciclo celular, en todas las líneas celulares, sugiriendo un perfil de 

expresión periódico de las mismas. La única excepción fue la CICLINA El en las CMPhs, la cual presentó 

un perfil de expresión constitutivo. 

Nos pareció importante mencionar estos resultados dado que en el presente trabajo utilizaremos el mismo 

enfoque metodológico, y profundizaremos éste estudio. 

Factores de transcripción E2Fs 

Hace dos décadas se descubrió que la proteína retinoblastoma (pRb, del inglés retinoblastoma protein) 

es un potente supresor de tumores. Desde ese momento, la familia de las proteínas bolsillo (PP, del inglés 

pocket proteins) que incluyen a pRB, p107 y p130; junto con los factores de transcripción E2Fs 

(principales factores con los que interactúan), han sido objeto de intensiva investigación [62]. 

Clasificación dentro de la familia de transcripción E2Fs 

Hasta el momento, se han identificado ocho miembros de la familia de los factores de transcripción E2Fs. 

Los mismos se clasifican, tradicionalmente, en dos sub-categorías: "activadores" y "represores" [6]. La 

expresión de estos factores a lo largo del ciclo celular es diferencialmente regulada, y algunos de ellos se 

expresan de una manera tejido-específica. 

Cinco de los miembros de esta familia tienen la habilidad de interactuar con las PP. Estos E2Fs presentan 

tanto dominios de transactivación como de represión (Figura 10). 

El modelo tradicional describe que cuando estos factores de transcripción se unen a las PP, regulan la 

represión transcripcional; y al ser liberados de las PP, estos factores pueden actuar como 

transactivadores, de modo que sus genes target son expresados [63]. 

Para la activación transcripcional, estos E2Fs forman complejos con las acetil transferasas de histonas 

(HATs, del inglés histone acetyl transferases). Para la represión transcripcional, estos factores forman 

complejos (mediante las PP) con deacetilasas de histonas (HDACs, del inglés histone deacetylases), 

remodelación de la cromatina y metil transferasas de histonas. 
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Para poder unirse al ADK, los E2Fs (del 1 al 6) requieren formar heterodírneros con una proteína de 

dimerización (DP. del inglés dimerization partner) DP-1 o DP-2. Los E2Fs del 1 al 5 contienen tanto 

dominios de activación corno de represión, si bien los E2Fs del 1 al 3a se clasifican corno E2Fs activadores 

mientras que los restantes corno represores. 

Por el contrario, los E2Fs 7 y 8, recientemente identificados, son considera.dos atípicos da.do que pueden 

unirse al ADK sin tener que formar dímeros con DP-1 o DP-2. Estos factores son considerados represores 

transcripcionales. 

A nivel estructural, los E2Fs del 1 al 3 contienen su propia señal de localización nuclear, mientras que 

los E2Fs 4 y 5 presentan una. señal de exportación nuclear. Estos últimos factores se localizan 

principalmente en el núcleo cuando están unidos a las PP "J' funcionan corno complejos represores: al ser 

liberados (no están unidos a las PP), se excluyen eficientemente del núcleo. 

Sin embargo, la clasificación de los factores de transcripción E2Fs 1-3a corno a.ctivadores es una 

simplificación dado que estos factores pueden potencialmente formar complejos con IlB, permitiendo que 

haya represión transcripcional [63]. 
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Vía de la familia R.b/E2Fs en CJ\llP 

La fa mili a H H es eonsiderada corno la guardia.n<'t del punto ele re:;tricdón de la t.ra.nsidón G 1 íS (pun lo­

R), evítando que lar:; cólnlrn.; ingreHen a la far:;e S. E~te control depende priucípalmeme del e8tado de 

fosforilacíón de ésLa proteína. 

Como dcscríbirno:; previamente, cuun<lo una célula somática ingre::;u a la fo::;e G 1: H.b :;e encuentra en :;u 

forma. a.r.tíva. (no-fosforila<la) e impide así la. trnnsr.rípción d~ genes daves para la. trnm,ir.íón GlíS, 
evitando d pasaje por d punto-R. Cuando Rb es fo¡;forilada por 108 complejo~ CICLIN:\. D-CDK4/fí y 
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CICLI:'-JA E/ CICLIKA A-CDK2, se reduce su actividad, y las células atraviesan el punto-R, ingresando 

a la fase S [64]. 

Si bien este rol de Rb corno un punto de control del ciclo celular está claro, ésta proteína cumple distintos 

roles en las Cll/IEms y CivIEhs. 

En las Cl'vIEms, la proteína Rb está de manera perpetua en su forma hiperfosforilada (inactiva), debido 

a la alta actividad de las ciclinas-CDKs que la fosforilan, sumado a una reducción en las fosfatasas. 

Desde el punto de vista del modelo canónico. corno Rb está inactiva en estas células, no hay una. represión 

de los E2Fs activadores: y los E2Fs represores no forman un complejo represivo con Rb. Esto lleva a 

altos niveles de expresión de las CICLINAS E y A y CDK2 lo que, a su vez, inhibe aún más a Rb. La. 

pérdida. de la actividad represiva de Rb lleva a una. ina.ctiva.ción del punto de restricción de la transición 

Gl-S, lo que permite que las C1.1IEms entren rápidamente a la fase S, casi inmediatamente luego de cada 

división celular [6]. 

En las CMEhs, la proteína RB se encuentra tanto hiperfosforilada, pero también hay una pequena 

proporción de RB hipofosforila.da. 

El grupo de Conkliln et al.[64] al sobre expresar una forma constitutivamente activa de Rb (no­

fosforilable) en Cl'vIEhs, observa.ron la. pérdida de ciertas características de células madre en las células 

trata.das, junto con una disminución en el crecimiento poblacional y en el número de células en la fase S 

y un aumento en la muerte celular. 

Demostraron que tanto mucha actividad de Rb, como muy poca, resulta perjudicial para la auto­

renovación de las C:'vlEhs. Propusieron, a partir de todos sus resultados, un modelo donde la actividad 

de la familia Rb resulta critica para mantener el balance entre la proliferación y la supervivencia celular 

en las C:'vlEhs. 

El mismo plantea. que cuando RB es activa.da en estas células, los factores de transcripción E2Fs son 

inhibidos y las C:'vlEhs salen del ciclo celular para diferenciarse o experimentar muerte celular. Cuando 

la familia de Rb es inactivada, la alta actividad de los E2Fs dispara tanto el proceso de apoptosis a 

través de vías tanto dependientes como independientes de p53 (proteína supresora de tumores que puede 

activar la apoptosis); como también el arresto del ciclo celular por medio de la inducción de p21 (Figura 

11 ). 
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Figura 11. Modelo de la actividad de la familia Rb en las CMEhs 1 Fig1m1 ;~daptacb de :ua]. 

Dentro de las diferencias entre las C\.'fEms y las CMEhs, podemos a.gregar que las moléculas de Rb en 

las C:VIEhs se encuenLran menos hiperfosforiladas que en las C:VIEms. "Cna especulación en relación a 

cr:;ta diferencia cr:; <1uc lar-; CMBmH podrían habcrHc adaptado a la aur:;cncia completa de la foucíún de lor:; 

miembros de la familia de Rb, mientras que la irw~:tivadón de la. fa.rnilia de Rb <\n la;; C:\IEhs, torl<1vfa 

puede result.ar en una activación de targets específicos de los E2Fs, incluyendo genes involucrados en la 

immrLe celular. 

Sí bien no e8tÚ muy cr:;darecido por qu{~ la regulación de Rh en las C.\1Erm; y lar:; C.Yl.Ehr-; presentan 

diferencias, una. de las posibilidades es que, dado que las éstas células represenrnn est.adíos diferem.es del 

desarrollo, la familia Rb tendría distintos roles en la auLo-ronovación y la prolifomci<.'>n: de acuerdo a la 

etapa del de:-;arrollo eu la que :-;e eucneutra l6J, donde las C:\IEh:-; reprer:;cntau un er:;tadio del desarrollo 

rrní.~ r.a.rdío qnc las C\fl~mH. 

Mucha::; invcstigacioue:-; r:;ohre el rol biológico de ln':> proteínas regulatmfas del ciclo celular han revelado 

q11f! est::i vía conrrola 1111 mírnero de l1TOCf!MOS cel11 l::ireM, y qne va.rioM de ellof. imp::ictan f!ll ll'ls decisiones 

dave::. :::obre el de:::tino de las célula::. madre: su mantenimienLo y diforenciación, sin afoct.ar de manera 

r:;iurnltánea las dinámicas del ciclo celular. La increíble divcrHidad de funeioues qnc ticneu la familia H.h 

y lrn; E2Fs no puede a.prncimHc única.mente con el modelo chí.8ico de reg11ladém dd ddo celular. Ente 

hecho sugiere que est.as prot.eínas son recluta.das a. genes "del ciclo celula.r" y a. genes "de destino celular" 

cou la ayuda de dístiutor:; factorer-; tranHcripcioualcr:; [62]. 
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Ciclo celular y neurogénesis 

En 1957, T aylor et al. reportó por primera vez el uso de timidina tritiada para detectar la duplicación 

del ADN. 

Algunos años después, este método fue utilizado no solo para sugerir la presencia de células madre 

neurales en el cerebro del mamífero adulto sino t ambién para medir los parámetros del ciclo celular de 

progenitores neurales durante el desarrollo. Esto demostró que las distintas regiones del cerebro contienen 

progenitores con distintos largos del ciclo celular y que el ciclo celular se alarga durante el desarrollo. 

En las últimas décadas, se ha confirmado, mediante métodos alternativos para medir el ciclo celular, que 

a medida que las células madre se diferencian, su ciclo celular se alarga . Se desarrolló así la hipótesis del 

"largo del ciclo celular", donde se considera que el tiempo es un parámetro crítico para que ocurra el 

cambio del destino celular , por el simple hecho de que cualquier determinante del destino celular requiere 

de tiempo para poder generar un efecto funcional [65] . A su vez, los reguladores del ciclo celular pueden 

influenciar directamente la actividad de los determinantes del destino celular. Un claro ejemplo fue el 

descubrimiento de que la actividad de las CDKs controla la fosforilación del factor de transcripción 

neurogénico NGN2, influenciando en su estabilidad [66]. 

A lo largo del desarrollo embrionario las células deben proliferar hasta alcanzar un número apropiado, 

para luego iniciar la diferenciación con un cambio simultáneo en el ciclo celular. El momento preciso en 

el que una célula cambia el patrón del ciclo celular e inicia su diferenciación es crítico, dado que impacta 

de manera directa el número total de células y el tipo de célula que se genera. La neurogénesis, entonces, 

involucra tanto la proliferación como la diferenciación. En términos del ciclo celular, esto significa la 

entrada y salida del ciclo celular [67]. Sin embargo, el análisis de qué moléculas participan en la salida 

del ciclo celular de un linaje celular específico no es aún exhaustivo. Además, la relación entre la salida 

del ciclo celular y la inducción de la diferenciación no ha sido del todo esclarecida aún, y parecería 

depender del tipo de célula [68]. 

Pequeños ARN s: los microARN s como reguladores de la 

expresión génica 

Los ARNs mensajeros (ARNm), como templado para la síntesis de proteínas, fueron foco de estudio por 

mucho tiempo; mientras que los ARNs no codificantes (ncRNAs, del inglés non-coding RNAs) eran 

considerados productos residuales de la transcripción masiva sin ninguna importancia biológica. 

Hacia finales de 1950, junto con el descubrimiento de los ARNs ribosomales (ARNr) y de transferencia 

(ARNt) , una variedad de especies de ARNs salieron a la luz. Con los inicios de la secuenciación y el 

análisis del genoma humano y de ratón, se reveló que el 98% del ADN considerado basura puede ser 
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enfermedades, entre las que se encuentran distintos canceres, hepatitis, enfermedades cardiovasculares y 

trastornos del desarrollo [70]. 

A partir del conocimiento sobre las funciones de los miRNAs en el desarrollo y en la enfermedad, los 

miRN As se convirtieron en posibles blancos de nuevos enfoques terapéuticos. A partir de estudios 

funcionales en distintos casos de cáncer, se ha confirmado que muchas veces la desregulación de los 

miRN As es la causal de la enfermedad, ya que muchos de ellos actúan como supresores de tumores u 

oncogenes (en este caso se los denomina oncomiR). 

Las alteraciones en los miRNAs, frecuentemente observadas en las enfermedades, suelen deberse a 

eventos genómicos como lo son mutaciones, o defectos en su biogénesis debido a mutaciones o 

disminución de la expresión de las enzimas que regulan la misma [7 4]. Incluso las mutaciones 

heterocigotas en los factores de la biogénesis tienen consecuencias fenotípicas, poniendo así en evidencia 

la importancia de la expresión balanceada de los miRNAs [75] . 

El uso de tratamientos basados en la sobreexpresión de los microARNs con moléculas sintéticas que 

mimetizan su función (en inglés mimics) o bien bloqueando su actividad con antagomiRs (en inglés 

inhibitors), resulta prometedor en el desarrollo pre-clínico. Algunos de estos tipos de tratamientos 

terapéuticos han alcanzado la fase de desarrollo clínico, como es el caso del uso de un mimic del miR-34 

(miRNA supresor de tumores) que alcanzó la fase I de pruebas clínicas para el tratamiento de cáncer; o 

el uso de un antagomiR para el miR-122 para el tratamiento de la hepatitis que alcanzó la fase II en 

pruebas clínicas. 

En paralelo, hay diversos estudios enfocados en los avances de las tecnologías para transportar las 

moléculas de ARN in vivo. En estudios iniciales, los mimics e inhibitors, "desnudos" o codificados en 

vectores virales, se inyectaban sistémicamente o de manera local en los sitios del tejido target. Sin 

embargo, existen ciertos desafíos como la degradación de los mismos en el torrente sanguíneo y el 

transporte local en el caso de la inyección sistémica. A vanees tanto en la química de estas moléculas 

como en las tecnologías de transporte, incluyendo nano partículas, han permitido el traslado de las 

posibles terapias basadas en los miRNAs hacia la clínica [74]. 

Regulación de la biogénesis de los miRN As 

La biogénesis de los miRNAs es un proceso de múltiples pasos [73]. Los miRNAs se producen a partir 

de un precursor específico que está codificado en el genoma [72]. La transcripción de los mismos es 

llevada a cabo principalmente por la ARN polimerasa II como un transcripto primario largo (pri­

miRN As) que presenta una estructura de horquilla donde la secuencia del miRNA está embebida. El 

pri-miRNA es transformado, luego, en un precursor de miRNA (pre-miRNAs) y, finalmente, en un 
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dúplex de miRNA maduro. Este miRKA maduro está compuesto por una. hebra 5p (origina.da a partir 

del brazo 5'de la horquilla del pre-miRNA) y una hebra 3p [70, 73]. 

Es poca la información que existe sobre cómo es la regulación transcripcional de los pri-miRKAs. Se 

descubrió que algunos pri-miRNAs se localizan dentro de intrones de genes huésped (incluyendo tanto 

genes que codifican para proteínas corno aquellos que no lo hacen) y probablemente sean regulados 

transcripcionalmente a partir del promotor de su gen huésped. Algunos miRK As, también, se agrupan 

en transcriptos poli-cistrónicos, lo que indica que dichos miRKAs se regulan de manera coordinada 

durante el desarrollo. 

Dos eventos de procesamiento son los que conducen la formación de los miR~As maduros en animales. 

El divaje secuencial de la maduración de los miRNAs está catali7:ado por dos enzimas de tipo RKAsa­

III: Drosha y Dicer. Ambas son endonucleasas específicas de ARK doble cadena que generan extremos 

de dos nucleótidos de largo con un grupo hidroxilo (OH) en el extremo 3' (en inglés denominados 

overhangs) en el sitio de clivaje. 

La en7:ima Drosha se loca.li7:a principalmente en el núcleo y forma un complejo microprocesador junto 

con el dímero de DGCR8 (del inglés , DiGem'.qe crüical regfon 8) [7fi]. Independientemente de las 

distintas secuencias primarias y estructuras de los pri-miR.KAs, diva a los mismos generando pre­

miRN As de ~ 70 pares de bases que forman una estructura de bucle (en inglés stem-loop) imperfecta. 

Luego de este divaje inicial mediado por Drosha, los pre-miRNAs se exportan del núcleo al citoplasma 

por medio de Exportina 5, un transportador de carga núdeo/ citoplasmático dependiente de Ran-GTP. 

Una ve;:: en el citoplasma, estos precursores son clivados por Dicer formándose así pequeños e imperfectos 

dúplex de AR~ doble cadena (miRKA: miRNA *)que contienen tanto la hebra madura del miRNA como 

su hebra complementa.ria (miRNA *). El divajc mediado por Diccr genera, entonces, miRNAs maduros 

con largo de entre 21-25 nudeótidos. Estas diferencias en el largo de los mismos se deben, posiblemente, 

a la presencia de protuberancias o falta de complementariedad en la secuencia del pre-miRKA. 

El complejo efector para los miRNAs comparte componentes centrales con el de los siRKAs. Tal es así, 

que ambos se denominan de manera colectiva como el complejo de silenciamiento inducido por ARK o 

RISC (del inglés, R~A-induced silcncing complex). La especificidad de un rniRKA como así ta.rnbión su 

eficiencia funcional requiere que la hebra madura (miR~A) del dúplex miRKA: miRKA* se incorpore 

selectivamente en el complejo RISC para poder así reconocer a su gen target. La hebra. miR.K A*. también 

conocida corno hebra pasajera, se degrada rápidamente al ser excluida. del compk~jo RISC. 

Cuando Dicer procesa el pre-miRNA para formar el dúplex rniR~A: miRNA *, la estabilidad del extremo 

5, de ambos brazos del mismo suele ser diferente. Si bien los rniR~As maduros pueden residir en 

cualquiera de las dos hebras del tallo de la horquilla, los mismos suelen derivar en general de la hebra 

con el extremo 5' menos estable en comparación con la hebra pasajera. Estos descubrimientos indican 

que la inestabilidad relativa en el extremo 5, del miR~A maduro podría facilitar su incorporación 

preferencial en el complejo RISC. Este ensamblaje selectivo del miRKA maduro en el complejo RISC 
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probablemente refleje la facilidad para desenrollarse a partir de un extremo del dúplex miRSA: miRNA *. 
De este modo, las propiedades termodinámicas del precursor del miRNA determina el ensamblaje 

asimétrico de RISC y, por ende, la especificidad del targct para la inhibición post-transcripcional [72]. 

Los distintos pasos que comprende la biogénesis de los miRSAs pueden verse esquematizados en la 

Figura 12. 
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Figura 12. Modelo canónico de la biogéncsis de los miRNAsl Modelo actual de la biogéncsis y supresión post ­

tra.nscripciona.I de los rnil{\JA s y pequeños AH.Ns in(.erl'erentes (s iflNAs) - OH.F (J)el inglés, open H.ea.ding l'ra.rne) ; H.ISC (J)el 

ingléB, R.~A-induced silenr.ing complex). Figura adaptada de [72]. 

Aparte de esta vía canónica de biogénesis de los miil::'\As, existen varios mecanismos alternativos para 

generar rniR~As o pequeños AR.Ns corno los rniRSAs. A partir de la secuenciación de alta profundidad 

de los pequeños AR.Ns de células deficientes en Dgcr8, Drosha o Dicer; se descubrió que había miRl'\As 

no convencionales que pueden formarse de una manera independiente del microprocesador Dgcr8/ Drosha 

o Dicer. 
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La existencia de estas vía paralelas refleja la flexibilidad evolutiva de la biogénesis de los miRNAs. Sin 

embargo, es notable que la gran mayoría de los miRNAs funcionales siguen la vía canónica para su 

biogénesis, y aproximadamente un 13 de los miRN As conservados (como por ejemplos los miR-320 y 

miR-451) se producen de manera independiente de Dicer o Drosha en vertebrados. La mayoría de otros 

miRNAs no canónicos, están poco conservados y son poco abundantes. En conclusión, la importancia 

funcional de los miRNAs no canónicos debe interpretarse con cuidado [70]. 

Los miRN As y la regulación de la expresión génica 

Los miRNAs para ejercer su función como guías, actúan por apareamiento de bases con su ARNm target; 

mientras que las proteínas AGO funcionan como efectoras reclutando factores que, generalmente, 

inducen la represión de la traducción (tanto inhibiendo su iniciación como su elongación una vez 

iniciada), deadenilación del ARNm o la degradación del mismo [70, 76]. 

Si bien la mayoría de los miRNAs de los animales reprimen la traducción de sus targets, se ha encontrado 

que algunos dirigen el clivaje de sus ARNm target, como lo es el caso del miR-196 con su target HOXB8 

[72]. A su vez, el grupo de Place et al. ha demostrado un mecanismo de inducción de la expresión génica 

mediada por miRNAs. En dicho estudio, observaron que el miR-373 se une, por complementariedad, 

directamente al promotor de sus genes target (en este caso E-CADERINA y CSDC2) induciendo así su 

expresión [77] . 

Dentro de la secuencia de los ARNm se encuentran los MRE (del inglés, miRNA Recognition Element), 

que son sitios de unión al miRNA. Generalmente los ARNm contienen varios MRE reconocidos por uno 

o más miRNAs. 

Se descubrió que el dominio en el extremo 5, de los miRN As que se extiende desde los nucleótidos en 

las posiciones 2 a 8 es esencial para el reconocimiento de los target. El mismo se denomina "secuencia 

semilla" (en inglés, seed sequence) y es considerado el sitio canónico de unión miRNA-target. Los sitios 

canónicos más fuertes de los genes target son aquellos que son complementarios a la secuencia semilla y 

que tienen una adenina en oposición al nucleótido 1 del miRNA (conocida como "tlA"). Le siguen, luego, 

aquellos sitios que son complementarios a la secuencia semilla sin un "tlA"; y aquellos complementarios 

a los nucleótidos 2-7 sin un "tlA". El "tlA" no es reconocido por la hebra guía del miRNA sino por un 

bolsillo de unión de la proteína AGO. Si bien los sitios target que son complementarios a los nucleótidos 

2-7 o 3-8 del miRNA son mucho más débiles, son considerados canónicos [73]. 

Diversos estudios, como fueron ensayos de "cross-linking" entre AGO y los ARNm target, han permitido 

identificar sitios de unión a los miRNAs no-canónicos (no complementarios a la secuencia semilla). Se 

determinó, que además de la secuencia semilla, la secuencia 3 , del miRN A también contribuye en el 

reconocimiento del mensajero target [70]. En particular los nucleótidos 13-16, región denominada "región 
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suplementaria'· por algunos trabajos~ y puede dirigir a miembros de una misma familia de miRKAs (con 

la misma secuencia semilla) a distintos sitios de unión de los genes target (Figura 13) [73]. 
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Figura 13. Estrud.ura y fondón dt! los miRNAsl En la figurn puede obse.rviir~e llIB distinta;; regione.~ de lm; ~e<.:uencia de 

un miTISA, y d ri¡K1.reamirnt.o dd rnirnm c:nn ,.;u J\H.:'>J'rn 1.argd. Fig11m. ;1.rlapl.ada rk f7:1]. 

La 1111iú11 dd compkjo AGO-milU\A con 1111 AlU\m mediante ;.:11 ;.:rn:tLem~ia semilla rn;-;nll.a m1 la rcprnsiúu 

de la trndrn:ci(m y dcgrn.c\acicín dnl 11 umsajcro. Aqncllos mil U\ As qnc admrnÍH cncntan c011 grn11 

cornplernenta.riedad con 8U A R>J'rn y el extren10 :3' del rniR>J' A pueden ser degradados por una. 

exonudeasa: por medio de un proceso denominado degradacíón directa del miR:'{A diríjida por el AR:'{m 

1.arge1, (TU::\.JD, dd inglés \.argot RKA-direeted miRSA degradat.ion). En d caso en d que el miRKA ü:'i 

totaln1cnt.e cmnplernent.ario a.I ~itio de unión del J\ IU\ rn, {~~te ií ltin10 es clivmlo al 1mirse mm proteína 

ACO catalítica. o, tarnbié.11, puede ocurrir que er-.;a unión re1mlte en que el rniR>J' A 8e descargue de ACO 

(Figura. 14) l7:3 .. 
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Figura 14. Mecanismos de regulación de los ARNm mediada por miRNAsl En la figura puede observarse qué 

ocurre con el ARNm (represión de la traducción o degradación) dependiendo del tipo de apareamiento que tiene con el 

miRNA que lo regula. Figura adaptada de [73]. 

Si bien sitios de unión de los miRNAs están localizados, generalmente, en la región 3' no codificante 

(UTR, del inglés untranslated region) de los ARNm; se han identificado también sitios de interacción 

miRNA-ARNm en las regiones 5' UTR e incluso dentro de la secuencia codificante de los mensajeros 

aunque con menor frecuencia. Por lo tanto, el reconocimiento canónico del 3'UTR debe ser considerado 

orientador pero no necesariamente el único posible [70, 73]. 

Nomenclatura y clasificación de los miRN As 

Existen diversos contextos genómicos posibles sobre la localización de las secuencias de los miRNAs. En 

humanos, la mayoría de los miRNAs canónicos son codificados en intrones de transcriptos codificantes 

o no codificantes, si bien algunos son codificados en regiones exónicas. 

Cuando dos o más miRNAs se encuentran ubicados muy próximos en el genoma, se los agrupa en 

clústeres. Muchas veces, estos miRNAs ubicados tan próximos entre sí constituyen una unidad de 

transcripción policistrónica. Los miRNAs en un mismo clúster son, generalmente, co-transcriptos, pero 

cada uno de ellos puede ser además regulado de manera individual en un nivel post-transcripcional. Dada 

esta cercanía, estos miRN As suelen estar bajo el control de los mismos elementos regula torios (como lo 

son promotores y enhancers). Los miRNAs de un mismo clúster no necesariamente presentan similitud 

en su secuencia semilla por lo que no regulan a los mismos genes, sin embargo muchos de los genes que 

silencian pertenecen a las mismas vías de señalización, actuando de esta manera en cooperación frente a 

un mismo estímulo [70]. 
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Por otro lado, aqndlos rniR>J"As con nna mifmrn. m;c1wncia semilla pc~rtcrwccn a una misma familia ck 

rniR.K AH. Debido a eHto, los rnicmhroH de una miHnia familia. van a regular d mismo pool de g;c:ncH. Bn 

m1 princi pin~ se creía que loH rniR.K AH de una familia regularían la. expresión ghiica de manern 

redundante, pero lncgo He detcrrninó qnc rrmchaH veces los rnicrnbroH de una, familia rcg;ulan los mismos 

g;cneH pero se cxprcHnn en diferentes contcxt.oH cdularcH [7:3]. 

La nomenclatura de los genes de los miRNAs es algo inconsist.enle. Aquellos genes descubierLos en los 

primeros estudios g;end.icos fueron nombrados de acuerdo a su fenotipo (por ejemplo, lin-4, lct-7 :l by-

6), mientras que la mayoría de los miRNAs descnbicrtos a partir de clonaciones o sccucndacioncs 

recibieron nombres numéricos (por ejemplo el homólogo de lin-11 en otra especie se denomina miR-12.:J). 

Cuando los genes codifican miRS As de una misma familia se indican con letras como sutlj os (como por 

ejemplo miR-125a y miR-125b). En el caso de que un mismo miRl\-A maduro sea generado por múltiples 

loci por separa.do, se agrega un sufijo numérico al final del nombre del loci del mil11\A (como por ejemplo 

miR-12;)b-1 y miR-125b-2). 

Corno rnc1ic:ionarnos a.nt.criormcnt.c\ c:ada lo<'.ns prod 1H'.C dos miR.l\ As madnros a partir de sn precursor: 

nno a partir de la licbra 5' y otro a partir de la hebra J' (por ejemplo miR-125a-5p y miR-125a-3p). 

Sin embargo, se ha determinado que nna de las hebras (denominada hebra guía) sude ser más 

predominante (un promedio del 96-99% del total) y biológicamente rw.ís activa que la otra hebra (la 

hebra pasajera, conocida también como miR.:'-JA *) [70]. 

Los miRl'\As tienen un patrón de expresión específico de tejidos que está regulado, principa.lmente de 

manera transcripc:ionaL Un único miHl'\A puede silenciar cientos de genes, si bien su efecto en cada gen 

puede ser moderado; y múltiples miRl'\As pueden regular al mismo gen. Además, vías de señafü~ación 

completas pueden ser regula.das por un solo miR>J" A o por un clúster de rniRN As (Figura 15) [7:1]. 

Un miRNA puede 
regular muchos ARNm 

e e 
Sitios de unión poco espaciados 

promueve la represión cooperativa 

e e e 
Un ARNm puede ser regulado 

por muchos miRNAs 

Figura 15. Redes rle regnlaci{m 1nerliarlas por miRNAsl En h1 figur8 puede obsen'tir::.e his cornplejtis rede' de int.eracción 

qne fornrnn los miR'JAs. f'ig·urn ada.pt.«.d'" de l7::1j. 
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Análisis de los genes target: predicciones bioinformáticas y enfoques 

experimentales 

La caracterización funcional de los miRNAs recae fuertemente en la identificación de sus genes target. 

Esto resulta difícil de caracterizar dado que, como ya mencionamos, cada miRNA tiene múltiples ARNm 

targets y viceversa. Debido a esto, la identificación de la interacción entre los mismos resulta un desafío. 

La manera de enfrentar este problema es mediante la predicción de estas interacciones y su posterior 

validación experimental [78] . 

En este sentido, las herramientas bioinformáticas han permitido un gran avance. Para las plantas, estas 

predicciones han sido confiables y poderosas dado que muchos de sus miRN As son perfectamente 

complementarios a los sitios de unión en sus genes target. Por otro lado, estas predicciones 

computacionales resultan ser más difíciles en el caso de los miRNAs de los animales. Esto se debe tanto 

al largo de los mismos (sólo ~21-25 nt) y a que su apareamiento miRNA-target no es siempre 

enteramente complementario [72] . 

Por ello, las predicciones bioinformáticas deben seguir una serie de reglas que se construyeron en base a 

interacciones miRNA-target conocidas, y que se generalizan para realizar búsquedas en todo el genoma. 

En concordancia con esto, el grupo de Burge en 2003 desarrolló TargetScan, el primer algoritmo para 

predecir targets de miRNAs de vertebrados teniendo en cuenta la complementariedad miRNA-target (en 

particular en la región 5' del miRNA) y la conservación evolutiva entre vertebrados [79] . 

Con los años, numerosas herramientas para la predicción de targets de miRNAs han sido desarrolladas 

teniendo en cuenta distintos enfoques para el reconocimiento de la interacción miRNA-target. Cada una 

de ellas utiliza distintos parámetros y algoritmos. Los parámetros que más se tienen en cuenta son: 

secuencia semilla y complementaria del miRNA, regiones de unión en el ARNm (3' UTR, 5' UTR o 

región codificante) , principios termodinámicos, conservación de la secuencia entre especies [78]. 

Con la aparición de todas estas herramientas de predicción, es recomendable utilizar en simultáneo varias 

de ellas de modo de identificar los genes target con un grado de confianza mayor. Algunos programas 

disponibles, como el programa miRwalk (http://mirwalk.uni-hd.de /) utilizado en el presente trabajo, 

utilizan la conjunción de los resultados de varios algoritmos (TargetScan, miRDB y miRTarBase) para 

aumentar la capacidad de predicción. 

Dado que ninguno de estos métodos tiene en cuenta la posibilidad de interacciones tejido-específicas, los 

enfoques experimentales para determinar los target de los miRN As son esenciales para poder confirmar 

su relevancia biológica. Además, el enorme número de genes target obtenidos a partir de las predicciones 

bioinformáticas genera un desafío a la hora de seleccionar cuales valen la pena validar 

experimentalmente. 
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En este sentido, se desarrollaron métodos con tecnología high-throughput tanto en combinación con sobre­

expresión/inhibición de los miRNAs como, en otros casos, el aislamiento bioquímico de los ARNm que 

se unen a los miRN As. 

Uno de los enfoques más utilizados es el uso de moléculas sintéticas como lo son los mimics/inhibitors. 

Después de la transfección de los mismos, se busca analizar cambios en la expresión de los ARN m 

mediante análisis high-throughput o de proteínas mediante proteómica. 

Algunos métodos utilizados para recuperar los ARNm unidos al complejo RISC-miRNA se llevan a cabo 

mediante la inmunoprecipitación de alguno de los componentes del complejo, normalmente en 

combinación con la sobre-expresión/inhibición del miRNA de interés. Luego, los ARNm recuperados 

pueden ser detectados de manera individual mediante una RT-qPCR o por técnicas de high-throughput 

[80] . 

miRN As en los procesos de pluripotencia y diferenciación 

Se ha determinado que los miRNAs están implicados en las decisiones sobre el destino celular de las 

células madre [81]. Esto es particularmente importante durante la embriogénesis, donde los programas 

de expresión génica cambian dentro de ventanas temporales muy cortas del desarrollo. 

Los mecanismos que controlan la pluripotencia y la diferenciación durante el desarrollo temprano han 

sido mejor estudiados en las células madre embrionarias (CMEs). La primer evidencia sobre el rol esencial 

de los miRN As en estos procesos provino del análisis de CME murinas con deleciones en los genes que 

codifican a Dicer y Dgcr8. Se observó que dichos silenciamientos daban como resultado defectos en la 

proliferación y diferenciación de las CMEm [82]. 

La función global de la vía de los miRNAs en el desarrollo se evaluó en ratones mutantes para Dicer 

(proteína involucrada tanto en la vía de los miRNAs como de los siRNAs) y DGCR8 (proteína 

involucrada en la vía de los miRNAs) respectivamente. En dichos estudios se observó que la deleción de 

Dicer era letal embrionaria, lo que indicó un rol esencial de los miRN As en el desarrollo. Dado el rol de 

Dicer en la biogénesis de otras especies de pequeños ARNs, la pérdida de los miRNAs podría no ser la 

única responsable de dicho fenotipo. 

A su vez, las CMEm deficientes para Dgcr8 (al igual que aquellas deficientes para Dicer) también 

presentaban una expresión reducida o retardada de los marcadores de diferenciación como una que 

forman parte de una red regulatoria compleja [81]. 

Las CMEs expresan una serie de miRNAs específicos que forman parte de una compleja red regulatoria 

que controla su fenotipo [82]. Diversos grupos de investigación han buscado definir el perfil de expresión 

de los miRNAs de las CMPhs en comparación con su progenie diferenciada. Ciertos miRNAs están 
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implica.dos en la. proliferación de las C:\lEs. entre los que se destaca la. familia del rniR-302 debido a su 

abundancia y especificidad celular [83]. 

La familia del miR-302 es una familia de miRKAs altamente expresados en C:VIEhs y ClVIPihs. La misma 

incluye un clúster de 8 miR:-JAs (miR-302a/a* / b / b* /c/c* / d, y miR-367). Esta especie de miRNA es la 

más predominante en las C::VIPhs. Los factores de transcripción OCT4, SOX2 y KAKOG se unen al 

promotor del miR-302-376 y regulan su transcripción. A su vez, estos miRNAs son necesarios para la 

expresión de estos factores de pluripotencia formando así un loop positivo de auto regulación en las 

C:'vIPhs [81]. 

Además, en 2011, el grupo de Anokye-Danso et al. puso en evidencia la importancia de este clúster en 

las C::VIPs al reportar la reprogramación eficiente de células somáticas de ratón y humanas mediante la 

sobre-expresión del miR-302/ 367 y sin la necesidad de factores adicionales [84]. 

Se descubrieron otros miR:-JAs involucrados en la regulación de la pluripotencia y diferenciación de las 

C:'vIPhs. 

Entre ellos, se determinó que la expresión del miR-145 aumenta de manera significativa durante la 

diferenciación y reprime la pluripotcncia de las C:\lEhs inhibiendo la expresión de los factores de 

transcripción OCT4, SOX2 y KLF4. Este miRKA, a su vez, es reprimido por OCT4, formándose así un 

loop de feedback negativo. Por otro lado, los miR-134, miR-296 y miR-470 tienen como target los factores 

SOX2, NANOG y OCT4, regulando así la pluripotencia de las C:tvIPs [81]. Entre ellos, los miR-145 y 

miR-296 son predominantes debido a su habilidad para restringir la. proliferación [83]. 

En cuanto al proceso de diferenciación, se han descubierto numerosos miR:>JAs que cumplen un rol 

importante en la regulación transcripcional de genes del desarrollo involucrados en las diferenciaciones 

a los distintos linajes y tipos celulares (Figura 16). 
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Figura 16. miRNAs en las diferenciaciones celularesl En la figura puede observarse los miRNAs involucrados en las 

diferenciaciones hacia células de cada linaje en particular. Figura adaptada de [81 ]. 

miRN As y neurogénesis 

Durante el desarrollo del Sistema nervioso central, la neurogénesis requiere de un patrón de expresión 

génica precisamente regulado de modo que se generen los distintos tipos celulares en el tiempo y espacio 

adecuado [85]. 

Como mencionamos anteriormente, algunos miRN As se expresan de manera específica en el sistema 

nervioso [86]. En un estudio se silenció, de manera condicional, la proteína Dicer en ratones, y se observó 

una disminución en el tamaño del cerebro anterior de los mismos. Este fue el primer indicio de que los 

pequeños ARNs podrían tener un rol durante el desarrollo del sistema nervioso central [87] . Además, la 

deficiencia de Dicer en CMN dio como resultado células capaces de auto-renovarse pero con núcleos 

grandes, diferenciación anormal e inicio de apoptosis al ser retirados los mitógenos del medio. Se observó, 

también, que la deleción de Dicer en células de Purkinje (células neuronales) resultó en la muerte celular 

neuronal, lo que indicó un rol de los miRNAs en mantener la supervivencia y diferenciación de las CMN 

y de las neuronas. 
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El potencial de que un único rniRNA actúe como determinante del destino celular fue demostrado cuando 

la sobre-expresión del miR-124 indujo un perfil de expresión génica de tipo neuronal en células Hela al 

tener como blanco genes no-neuronales [ 94]. 

Este miRSA es uno de los más expresados en las células neuronales junto con el miR-9. Se ha reportado 

que los mismos aumentan su expresión durante el desarrollo del cerebro y durante la progresión del 

linaje de los progenitores neuronales [81]. 

A partir de experimentos de ganancia y pérdida de función se determinó que la expresión de este miRl\A 

es esencial para la inducción del destino celular neuronal induciendo la salida del ciclo celular de las 

CMN. 

El miR-9, por otro lado, inhibe la migradón de los PN al t ener como blanco al gen Stathmin (STJvIN1), 

el cual aumenta la inestabilidad de los microtúbulos lo cual facilita la migración. En este sentido, al 

sobre-expresarse este miRNA, la proliferación de los PN se promueve y, al mismo tiempo, se inhibe su 

capacidad migratoria. Esto genera un retraso en el progreso de los PN a un estado más maduro para lo 

que requieren, no solo salir del ciclo celular, sino también migrar. 

Una de las características má..<i remarcahles de los miR-9 y miR-124 se determinó en un estudio en el 

cual se reportó que la expresión de los miR-9/9* y miR-124 en fibroblastos huma.nos indujo su conversión 

directa a neuronas, proceso que fue facilitado con la adición de varios factores de transcripción incluyendo 

a NE"CROD2, ASCLl y MYTlL. Lo más llamativo fue que los autores encontraron que solo con la 

expresión de los factores de transcripción sin los rniRNAs, la conversión era ineficiente. Demost raron así 

el rol crítico de los rniRl\ As en la determinación del destino neural [95]. 

let-7 
miR-124 
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/ 
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miR-137 
miR-25 

CM Ns 

let-7 
miR-124 

PNs miR-124 
miR-9 

Neuronas 
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Figura 17. miRN As descriptos e n la diferenciaci6n neuronal! En la figura pueden observarse los rniR.l\As que han sido 

estudia.do hasta el mornenLo, involucra,dos en la regulación de la dilerencia.ción neuronal a. partir de CIVIN . Figura. ada.plada. de 

rs.si. 
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miRNAs y el ciclo celular 

Existe gran cantidad de evidencia que demuestra que los miRNAs son agentes importantes en la 

regulación de muchos genes y vías de señalización involucrados en el ciclo celular [96]. 

En particular, se determinó que muchos miRNAs tienen como target transcriptos que, directa o 

indirectamente, coordinan la progresión del ciclo celular de las células madre. Sin embargo, los 

mecanismos que regulan el ciclo celular en estas células no están aún del todo esclarecidos [97]. 

Algunos estudios han descubierto que ciertos miRNAs tienen roles compartidos como reguladores de la 

transición Gl/S en las CMEhs. Entre ellos se encuentra el estudio llevado a cabo por el grupo de Deborah 

et al. que descubrió que los miRNAs del clúster miR-302 (el cual describimos en la sección anterior), 

promueven la transición Gl/S en las CMEhs [98]. 

Este grupo determinó, además, que dicho clúster reprime la traducción de la CICLINA Dl, y la inhibición 

del mismo, conduce a la acumulación de las CMEhs en la fase G 1 del ciclo celular [98]. Sin embargo, 

aún no es claro que la inhibición de la CICLINA Dl sea lo que promueve la transición Gl/S en este tipo 

celular, por lo que una investigación más profunda es necesaria [96]. 

Otro estudio llevado a cabo por el grupo de Qi et al. , obtuvo resultados que confirman el rol de los 

miRNAs en el mantenimiento de la división y auto-renovación normal de las células madre. En dicho 

estudio, utilizando ARN de interferencia, silenciaron las proteínas de procesamiento de los miRNAs: 

DICER y DROSHA [99] . A partir de estos experimentos, determinaron que la proliferación de las CMEhs 

se atenuaba cuando la vía de los miRNAs era perturbada. Además, lograron parcialmente restaurar el 

crecimiento celular normal mediante la introducción en las células de los miRNAs maduros miR-195 y 

miR-372. Estos miRNAs regulan dos genes supresores de tumores respectivamente: WEE1 , que codifica 

una quinasa que modula negativamente la transición G2/M mediante la regulación del complejo 

CICLINA B/CDK; y CDKN1A , que codifica a p21, inhibidor del complejo CICLINA E/CDK regulando 

así la transición Gl/S [96 , 99]. 

Toda esta información respalda un modelo en donde diversos miRNAs controlan el ciclo celular de las 

CMPs mediante la regulación de moduladores negativos del ciclo celular y, así garantizar, una reposición 

adecuada de dicha población celular [99]. 

Por último, y mediante estudios previos, se demostró también que los niveles de expresión de miRNAs 

alterados pueden contribuir a condiciones patológicas, como el cáncer, debido a la pérdida de la 

regulación del ciclo celular [97] . 

A partir de toda esta información, podemos ver la importancia que tienen tanto los factores reguladores 

del ciclo celular como los miRNAs, en el mantenimiento de la pluripotencia de las CMPhs y en su proceso 
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de diferenciación. Existen, sin embargo, muchas preguntas para responder sobre la regulación y expresión 

de los mismos en estos tipos celulares, y en su progenie. Consideramos esencial, entonces, profundizar su 

estudio para desenmarañar los complejos mecanismos e interacciones moleculares de este campo de 

investigación. Dicho conocimiento permitirá diseñar estrategias efectivas para. controlar las redes 

transcripcionalcs que regulan dichos procesos y, potencialmente, desarrollar nuevas terapias para la 

medicina regenera.tiva. 
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Hipótesis y objetivos 

A lo largo de la introducción se describieron las características y los roles de los microARNs como 

reguladores post-transcripcionales de un gran número de genes relacionados con numerosos procesos 

biológicos claves, incluyendo el mantenimiento de la pluripotencia, el ciclo celular y la especificación a 

un determinado linaje. Además, destacamos la estructura atípica del ciclo celular de las células madre 

pluripotentes humanas, caracterizada por una fase G 1 abreviada y puntos de control ausentes. 

Mencionamos también la importancia de los complejos de ciclinas/quinasas dependientes de ciclinas 

( ciclinas/CDKs) y los factores de transcripción E2F como reguladores principales de la progresión del 

mismo. Numerosos estudios destacan la importancia y estrecha relación entre el control del ciclo celular 

de las células madre pluripotentes humanas y el mantenimiento de la pluripotencia o el proceso de 

diferenciación de las mismas. A lo largo del desarrollo las células deben proliferar hasta alcanzar un 

número apropiado, y luego, deben salir del ciclo celular para iniciar procesos de diferenciación. El 

momento preciso en el cual una célula debe salir del ciclo celular e iniciar su diferenciación es crítico, 

dado que impacta directamente tanto en el número total como en el tipo de célula que se genera. Hasta 

el presente, la forma en la cual los procesos de proliferación y diferenciación son coordinados durante las 

etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso central no ha podido ser esclarecida por completo. 

Debido a esto, el objetivo general de esta tesis consiste en analizar y estudiar tanto la expresión y 

regulación de los complejos que operan en la fase G 1 del ciclo celular a lo largo de la diferenciación de 

las células madre pluripotentes humanas a neuroprogenitores; como también dilucidar la participación 

de los microARNs tanto en la regulación del ciclo celular, en particular aquellos regulados por los factores 

de transcripción E2F, como en el proceso de diferenciación celular a neuronas. 

A partir de este objetivo general, se desprenden los siguientes objetivos específicos: 

Objetivo l. Validar el fenotipo de las líneas de células madre pluripotentes humanas (CMPh) 

(embrionarias e inducidas) utilizadas. Generar progenitores neurales y neuronas diferenciadas a partir 

de las mismas. 

Objetivo 2. Analizar la expresión y actividad de factores reguladores de la fase Gl del ciclo celular 

tanto en las CMPhs como en los progenitores neurales. 

62 



Objetivo 3. Estudiar el perfil de expresión temporal a lo largo del ciclo celular de las CMPhs de 

microARK s esenciales para mantener la pluripotencia como aquellos que se inducen durante la 

diferenciación como lo son la familia del miR-302 y los miR-145 y miR-296 respectivamente. 

Objetivo 4. Identificar microARNs regulados por los factores de transcripción E2F C:VlPhs mediante 

secuenciación masiva de ARK. Utili:Lar herramientas bioinformáticas para establecer genes blanco, 

ontología gfalica y aquellos rnicroAR:.J s expresados diforencialrnentc. 

Objetivo 5. Establecer el miRI\oma que caracteriza a las Cl'vIPhs, las células madre neurales (Cl'vIK) 

generadas a partir de estas, y las neuronas diferenciadas a partir de las mismas; mediante una 

secuenciación masiva de ARK. Utilizar herramientas bioinformáticas para establecer genes blanco, 

ontología génica ·y aquellos microAR:.Js expresados diferencialmente. 

Objetivo 6. 1fodular la expresión de los microARI\s identificados en los objetivos anteriores para 

dilucidar su función biológica. 

Como mencionarnos previamente, numerosa evidencia apoya la existencia del papel crítico que poseen 

los microAR:.Js en la regulación de la diferenciación al linaje nenral y la del ciclo celular asociada a la 

misma; y la importancia ;,r asociación de este último con la pluripotencia de las células madre 

pluripotentes humanas. En base a lo expuesto, el presente trabajo implicó por un lado el desarrollo de 

un modelo in v'itro de neurogénesis con el objetivo de identificar aquellos microRK As que participan 

tanto en el ciclo celular de las ClVIPhs como en el proceso de diferenciación de las mismas a progenitores 

neuralcs; y la caracterización de ciertos agentes reguladores del ciclo celular de C:VlPhs por el otro. 

Postulamos entonces como hipótesis, que el modelo experimental desarrollado en este trabajo permitirá 

identificar y caracterizar microARNs aún no asociados a la diferenciación neuronal a partir de C:.\'1Phs, 

y al ciclo celular de las mismas, en particular aquellos regulados por los factores de transcripción E2F. 
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Materiales y métodos 

Líneas celulares 

Para la realización del presente trabajo se utilizaron la línea de CMEhs, W A09 (H9) adquirida del 

Instituto WiCell de la Universidad de Wisconsin, la línea de CMPihs FN2.l generada en nuestro 

laboratorio [100] , y fibroblastos dérmicos humanos derivados de prepucio (FH). 

La generación de CMPihs no formó parte de los objetivos propuestos en este trabajo de investigación. 

Las mismas fueron previamente reprogramadas a partir de los FH ya mencionados. Para tal fin se empleó 

un vector lentiviral [101] que porta la secuencia de los genes OCT4, SOX2, KLF4, y c-MYCque codifican 

para factores de transcripción cruciales para la determinación y mantenimiento de la pluripotencia. 

Los FH fueron derivados previamente a partir de tejido sano de un paciente sometido a un procedimiento 

quirúrgico, bajo el consentimiento informado del donante y aprobación del comité de ética institucional. 

La línea de células madre enriquecida en glioma (GSC-ECLs, del inglés stem cell-enriched cell lines), 

denominada G08, utilizada como control positivo de la marcación de GF AP en la diferenciación 

astrocitaria, se aisló y caracterizó previamente en nuestro laboratorio. La misma se aisló de biopsias de 

glioblastoma multiforma (GBM) humana, bajo el consentimiento informado del donante y aprobación 

del comité de ética institucional, y caracterizó como se describe en informes anteriores [102, 103]. Las 

mismas fueron cultivadas en medio TSM [Neurobasal (Invitrogen), suplementado con N2 y B27 

(Invitrogen), 20ug/ml insulina bovina (Sigma), 75ug/ml seroalbúmina bovina baja en endotoxinas 

(Sigma), L-Glutamina (2mM concentración final), 50 U /ml P /E; aminoácidos no esenciales (2mM 

concentración final), 20ng/ml EGF (Invitrogen) y 20ng/ml bFGF]. Las células tumorales fueron 

cultivadas en placas pre-tratadas con laminina o geltrex por 30 minutos a 37ºC. 

Diferenciación de CMPhs mediante la formación de cuerpos 

embrioides 

Las CMPhs indiferenciadas cultivadas en co-cultivo con fibroblastos embrionarios murinos irradiados 

(MEFi) , fueron tratadas con una solución lmg/ml de Colagenasa durante 60 minutos. Una vez que se 

desprendieron las colonias de CMPhs, fueron diluidas en PBS y colectadas en un tubo cónico de 15 o 50 

ml y se las dejó decantar. Luego se procedió a cultivar estas colonias en flotación en medio DMEM 

suplementado con 203 v/v de suero fetal bovino (SFB). Dichas colonias después de aproximadamente 

24 hs forman agregados celulares tridimensionales, denominados cuerpos embrioides (EBs, del inglés 

embryoid bodies). A estos EBs se los cultivó en suspensión en placas no adherentes en el medio 

recientemente indicado. Al cabo de 7 días los EBs fueron adheridos en placas pre-tratadas con gelatina 

0,13 y se los cultivó en el mismo medio por 7 días más. Este protocolo de diferenciación, sin factores 

definidos, permite obtener, luego de 14 días, agregados celulares que expresan marcadores de las tres 
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Diferenciación de CMPhs a células madres neurales ( CMN) 

La generación de CMN fue uno de los principales objetivos propuestos en este trabajo de investigación. 

Para realizar la inducción de CMPhs a CMN, partimos de CMEhs H9 o CMPihs FN2.1 crecidas sobre 

placas multipocillo de seis pre-tratadas por una hora a temperatura ambiente con una matriz extracelular 

comercial rica en Vitronectina (VTN-N, Thermo Fisher), cultivadas con medio definido E8 (Thermo 

Fisher) . Una vez alcanzado un 70-803 de confluencia, las células se disgregaron a estadía unicelular con 

Acutasa (Invitrogen) por 5 minutos a 37ºC y 53 C02, y se pasaron con PBS a un tubo cónico de 15 ml; 

de la suspensión celular de CMPhs, una sexta parte se separó para estimar el número total de CMPhs 

viables por medio de una tinción con azul de Tripán (solución 0,43, SIGMA) y posterior recuento celular 

en cámara de Neubauer. Luego el tubo cónico de 15 ml con la suspensión de células fue centrifugado a 

200 x g por 5 minutos, se aspiró el sobrenadante y se sembró una concentración celular de 30000 células 

por pocillo sobre placas multipocillo de seis pre-tratadas con la matriz extracelular comercial Geltrex 

(Thermo Fisher) con medio de cultivo E8 (Thermo Fisher) suplementado con inhibidor de Rock lüµM 

(necesario para mantener la sobrevida de las células luego del pasaje). A las 24 horas se inició la inducción 

neural, partiendo de una confluencia del 15-253. Para ello, se aspiró el medio y se agregó 2,5 ml de 

medio de inducción neural (compuesto por medio Neurobasal y el suplemento de inducción neural 50X 

provisto en el kit) a cada pocillo. En el día 2 de inducción neural, se corroboró que la morfología de las 

células fuera la adecuada, y en el caso de observar colonias diferenciadas a una morfología no-neural, las 

mismas fueron aspiradas. En el día tres, se les cambió el medio por 2,5 ml de medio de inducción neural 

pre-calentado. Al cuarto día, se les cambió el medio por 5 ml de medio de inducción neural pre-calentado 

en cada well. Al quinto día, nuevamente se les cambio el medio por 5 ml de medio de Inducción neural 

pre-calentado. Al sexto día, las células se diferenciaron a CMN, se expandieron y criopreservaron. 

Diferenciación de CMN a Neuronas 

Las CMN expandidas fueron disgregadas con Acutasa (Invitrogen) y sembradas en placas multipocillo 

pre-tratadas por 30 minutos a 37ºC con matriz extracelular comercial Geltrex (Thermo Fisher) en una 

confluencia del -303. Para la diferenciación neuronal, las mismas fueron cultivadas en un medio de 

diferenciación neuronal compuesto por medio Neurobasal (Invitrogen), L-Glutamina (2mM 

concentración final) , aminoácidos no esenciales ( 2mM concentración final), antibiótico ( 2 mM 

concentración final), suplemento B27 lX (Invitrogen), ácido L-ascórbico (200 µM) y los factores BDNF 

(20 ng/ml) y GDNF (20 ng/ml) por 14 días; cambiando el medio día por medio. 

Diferenciación de CMN a Astrocitos 

Las CMN expandidas fueron disgregadas con Acutasa (Invitrogen) y sembradas en placas multipocillo 

pre-tratadas por 30 minutos a 37ºC con matriz extracelular comercial Geltrex (Thermo Fisher) en una 
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densidad de 5xl04 células por cm2. Para la diferenciación a astrocitos, las mismas fueron cultivadas en 

un medio de diferenciación a astrocitos compuesto por medio DMEM (Invitrogen) , suplemento N2 lX 

(Invitrogen) y 13 de SFB por 21 días, cambiando el medio día por medio. 

Diferenciación de CMN a Oligodendrocitos 

Las CMN expandidas fueron disgregadas con Acutasa (Invitrogen) y sembradas en placas multipocillo 

pre-tratadas por 30 minutos a 37ºC con matriz extracelular comercial Geltrex (Thermo Fisher) en una 

densidad de 5xl04 células por cm2. Para la diferenciación a oligodendrocitos, las mismas fueron cultivadas 

en un medio de diferenciación compuesto por Medio DMEM/F12 (Invitrogen) , suplemento N2 lX 

(Invitrogen) y los factores bFGF (10 ng/ml) y EGF (20 ng/ml) por seis días. Luego, se cambió el medio 

por el mismo incluyendo el factor de crecimiento PDGF-AA (10 ng/ml) (Invitrogen) por cuatro días. 

Finalmente, se cambió el medio por el mismo sin los factores de crecimiento y el suplemento N2, e 

incluyendo T3 (30 ng/ml) (Sigma-Aldrich), NT3 (5 ng/ml) (Invitrogen), ácido ascórbico 200 µM y 

suplemento B27 lX (Invitrogen) por cuatro días. 

Cultivo y criopreservación de FH 

Las células fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM 103 v /v SFB y mantenidas en incubadora a 

37ºC y 53 C02. Los sucesivos pasajes se realizaron cuando los FH llegaban a confluencia. Para ello, las 

células se lavaron con PBS y luego se incubaron durante 5 minutos a 37ºC y 53 C02 con lml de una 

solución 0,253 de Tripsina/EDTA (Gibco); la tripsina se inactivó agregando 9 ml del medio de cultivo 

DMEM 103 v /v SFB. Se transfirió la suspensión celular a un tubo cónico de 15 ml. Luego de una 

centrifugación durante 5 minutos a 200 x g, se eliminó el sobrenadante, se realizó un lavado con PBS y 

se resuspendió en medio de cultivo DMEM 103 v /v SFB. Luego, las células se sembraron en una botella 

de cultivo T25 o T75 y se colocaron en una incubadora a 37ºC y 53 C02. 

Para la criopreservación de los FH, las células fueron resuspendidas en lml de DMEM y con 203 v /v 

SFB y 103 v/v dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Aldrich). El medio de criopreservación fue agregado a 

las células de forma lenta y mezclando suavemente. La suspensión celular fue fraccionada a razón de lml 

por criotubo (Corning). Éstos fueron guardados rápidamente en un contenedor para congelamiento con 

isopropanol por 24 horas a -80 º C , permitiendo un descenso de la temperatura a razón de 1 ºC/minuto. 

Finalmente se los almacenó en un tanque de nitrógeno líquido. Para su descongelación, los viales fueron 

removidos del tanque de nitrógeno líquido y rápidamente calentados a 37 ºC hasta observarse líquido el 

medio de criopreservación. Inmediatamente las células se centrifugaron diluyendo el medio de 

criopreservación con DMEM 203 v /v SFB y posteriormente fueron cultivadas en DMEM 103 v /v SFB. 
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Cultivo y criopreservación de CMPhs con medios comerciales 

definidos 

Para cultivar las CMPhs (tanto CMEhs como CMPihs), las mismas se crecieron sobre placas multipocillo 

pre-tratadas 30 minutos a 37ºC con Geltrex (Thermo Fisher) o 1 hora a temperatura ambiente con 

Vitronectina (VTN-N, Thermo Fisher), evitando así el ca-cultivo con fibroblastos de embriones de ratón 

irradiados (MEF, del inglés, murine embryonic fibroblast). Las células fueron mantenidas de ésta manera 

en estado de indiferenciación cultivándolas con medios totalmente definidos mTeSRl (Stem Cell 

Technologies), E8 (Thermo Fisher) o TeSR-E8 (Stem Cell Technologies) en incubadora a 37 ºC y 53 

C02. Los sucesivos pasajes fueron realizados una vez alcanzada una confluencia de 70-803. Para ello, se 

disgregaron las células con la enzima Accutase (Invitrogen) durante 5 minutos y luego diluidas en PBS; 

o con PBS-EDTA (Versene, Thermo Fisher) durante 4-5 minutos y luego diluida en medio de cultivo 

E8 o TeSR-E8. Luego, la suspensión celular se centrifugó a 200 x g, se aspiró el sobrenadante y las 

células unicelulares fueron cultivadas en mTeSRl, E8 o TeSR-E8 suplementado con inhibidor de Rock 

10 µM (necesario para mantener la sobrevida de las células en estado unicelular). 

Para la criopreservación de las CMPhs, las células fueron resuspendidas en lml del correspondiente 

medio de cultivo mTeSRl, E8 o TeSR-E8 con inhibidor de Rock 10 µM y con 203 v/v SFB y 103 v/v 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Aldrich). El medio de criopreservación fue agregado a las células de 

forma lenta y mezclando suavemente. La suspensión celular fue fraccionada a razón de 1 ml por criotubo 

( Corning). Éstos fueron guardados rápidamente en un contenedor para congelamiento con isopropanol 

por 24 horas a -80 ºC, permitiendo un descenso de la temperatura a razón de 1 ºC/minuto. Finalmente 

se los almacenó en un tanque de nitrógeno líquido. Para su descongelación, los viales fueron removidos 

del tanque de nitrógeno líquido y rápidamente calentados a 37 ºC hasta observarse líquido el medio de 

criopreservación. Inmediatamente las células se centrifugaron diluyendo el medio de criopreservación con 

PBS y posteriormente fueron cultivadas en DMEM 103 v /v SFB. 

Cultivo y criopreservación de CMN 

Para cultivar las CMN (tanto generadas a partir de CMEhs como de CMPihs), las mismas se crecieron 

sobre placas multipocillo pre-tratadas 30 minutos a 37ºC con Geltrex (Thermo Fisher). Las células fueron 

mantenidas de ésta manera cultivándolas con medio de Expansión Neural completo (Invitrogen) o con 

un medio de CMN compuesto por DMEM F12 (Invitrogen), L-Glutamina (2 mM concentración final) , 

aminoácidos no esenciales ( 2 mM concentración final), antibiótico ( 2 mM concentración final), 

suplementos N2 y B27 lX (Invitrogen) y los factores EGF (20 ng/ml) y bFGF (20 ng/ml); y mantenidas 

en incubadora a 37 ºC y 53 C02. Los sucesivos pasajes fueron realizados una vez alcanzada una 

confluencia de 70-803. Para ello, se disgregaron las células con la enzima Acutasa (Invitrogen) durante 

5 minutos y luego diluida en PBS, centrifugadas a 300 x g por cinco minutos. Se aspiró el sobrenadante 

y las células unicelulares fueron cultivadas en medio de Expansión Neural o medio CMN con inhibidor 
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de Rock 5 µM (necesario para mantener la sobrevida de las células en estado unicelular, por los primeros 

cinco pasajes). 

Para la criopreservación de las CMN, las células fueron resuspendidas en 1 ml del correspondiente medio 

de cultivo Medio de Expansión Neural (Invitrogen) o medio NSC con inhibidor de Rock 5 µM y 103 

v /v dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Aldrich). El medio de criopreservación fue agregado a las células 

de forma lenta y mezclando suavemente. La suspensión celular fue fraccionada a razón de 1 ml por 

criotubo (Corning). Éstos fueron guardados rápidamente en un contenedor para congelamiento con 

isopropanol por 24 horas a -80 ºC, permitiendo un descenso de la temperatura a razón de 1 ºC/minuto. 

Finalmente se los almacenó en un tanque de nitrógeno líquido. P ara su descongelación, los viales fueron 

removidos del tanque de nitrógeno líquido y rápidamente calentados a 37 ºC hasta observarse líquido el 

medio de criopreservación. Inmediatamente las células se centrifugaron diluyendo el medio de 

criopreservación con PBS y posteriormente fueron cultivadas en medio de Expansión Neural (Invitrogen) 

o medio CMN. 

Extracción de ADN genómico 

Para la extracción de ADN genómico, a partir de aproximadamente 2xl05 células disociadas se realizó 

un lavado con PBS y se las resuspendió en 100 µl de buffer de lisis (10 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM 

KCl, 2 mM MgCb, 0.0013 gelatina, 0.53 NP-40, 0.53 Tween-20) y se agregó 1 µl de proteinasa K (10 

µg/ml, Thermo Fisher). Luego de incubar la muestra a 65 ºC durante 1 hora en agitación se precipitó en 

frío con 600 µl de isopropanol 1003 durante 30 min a - 20ºC. Se centrifugó la muestra a 12.000 x g 

durante 15 min a 4ºC, se lavó el pellet de ADN con etanol 703 y se lo resuspendió en 30 µl de agua 

Milli-Q. Se favoreció la solubilización del ADN genómico mediante la incubación de las muestras a 65 º C 

durante 1 h. Conservamos las muestras de ADN genómico a -20ºC. 

Detección de contaminación con Mycoplasma sp. 

Controlamos periódicamente los cultivos de células para la detección de contaminación con bacterias del 

género Mycoplasma sp. y, de ser positiva, proceder a descartarlos. Para ello, extrajimos DNA genómico 

de las distintas líneas celulares a analizar y realizamos reacciones de PCR con primers (Tabla 1) que 

amplifican una secuencia de ADN de 500 pb conservada en este género de bacterias. Dado que ante la 

ausencia de contaminación no se obtiene producto de amplificación, utilizamos como control positivo 

muestras de ADN genómico de Mycoplasma sp. 
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Primer Forward ( 5 '-3 ') Primer Reverse (5 '-3 ') 

l'viicoplasma ACACCATGGGAGYTGGTAAT CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT 

Tabla l. Secuencias de los prhners ut.ilizados para la detección de contmninadón por Micoplasnias. 

Extracción de ARN total 

La extracción de ARK total se llevó a cabo utilizando el reactivo Trizol (Thermo Fisher) de acuerdo a 

las indicaciones del fabricante. Brevemente, se le retiró el medio de cultivo a las células, se lavó con PBS 

y las mismas fueron colectadas en un volumen óptimo de Trizol según el número de cólulas de las cuales 

se partió. Luego se realizó la extracción orgánica. con cloroformo (Merck), se precipitó el ARN con 

isopropanol (:VIerck), se lavó con etanol 75% y se resuspendió en agua deionL..;ada libre de ribonucleasas. 

En el caso de tener una muestra con poco número de c(~lulas, se agregó previo a la precipitación con 

isopropa.nol en cada tubo, 0,5 µl de glucógeno (15 mg/mg) (Glyco Blue, Thermo Fisher), el cual funciona. 

como canfor favoreciendo la precipitación del AR~. Al final se colocó la solución de AR.K en un 

termobloque a 55ºC durante 10 min para favorecer la resuspensión. La concentración del ARK aislado 

(ng de ARK/ pl de solución) se determinó utilizando un espectrofotómetro automático ~anoDrop 1000 

controlado por el software ND-1000. Se verificó también que la relación OD260/ 0D280 fuese de entre 

1,7 y 2 para asegurar una elevada pnre:La del AR~ total obtenido. Este ARK fue conservado a a -80'C 

hasta el momento de uso. 

Extracción de ARN total para secuenciación de nueva generación 

(NGS) 

Para el análisis y estudio de los microARNs por secuenciación masiva (Small RKA-Seq) se realizó la 

extracción de ARK total utilizando el kit miRvana de Arnbion (Lifo Technologies) para obtener una 

extracción con una pure:...;a mayor, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células en 

suspensión fueron lisadas utili:Lando el buffer de lisis/ unión y mediante acción mecánica con vortex o 

pipeta hasta lograr un aspecto homogéneo en el lisado. Luego, se realizó la extracción orgánica del ARK 

mediante, en primer lugar, el agregado de 1/ 10 del volumen del lisado de la solución miRKA Homogenatc 

Additive, "Jr luego igual volumen al del lisado de ácido fenol-cloroformo. Todo se vortexeó y centrifugó a 

máxima velocidad durante 30 minutos. Seguidamente, se extrajo la fase acuosa (superior) y se colocó en 

un tubo fresco, midiendo el volumen extraído. Se agregó etanol 100% (1.25 del volumen recuperado) a 

la fase acuosa y se colocó en una columna que viene con el kit. Se centrifugó hasta que toda la mezcla 

lisado/ etanol hubiera pasado por el filtro. Esta columna se lavó por centrifugación agregando las 

soluciones 1 y 2/ 3 (se realizaron dos lava.dos consecutivos con esta solución). Pa.ra remover fluidos 

residuales se realizó un spin del tubo por 1 minuto. Finalmente se eluyó el ARN con 100 pl de agua 

:'viilli-Q (pre-calentada a 95ºC) y libre de AR~asas. La concentración del ARK aislado (ng de ARN/lil 
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AFP TGCTGGATTGTCTGCAGGATG ACGTTCCAGCGTGGTCAGTTT 

NESTINA CAGCTGGCGCACCTCAAGATG AGGGAAGTTGGGCTCAGGACTGG 

PAX-6 CAGGTGTCCAACGGATGTG GTCGCTACTCTCGGTTTACTAC 

TUJ-1 TGGATTCGGTCCTGGATGTG ACCTTGCTGATGAGCAACGT 

NEFL ACAAGCAGAACGCCGACATC GGTCTCCTCGCCTTCCAAGA 

DCX AGCAAGTCTCCAGCTGACTC CGAGTCCGAGTCATCCAAGG 

OLIG2 TCGCATCCAGATTTTCGGGT GCAGAAAAAGGTCATCGGGC 

sox 10 CATCCAGGCCCACTACAAGAGC ACCAATGTCCACGTTGCCG 

NG2 GAGCCCAGGCACGAAAAATG GTATGTTTGGCCCCTCCGAA 

GALC ACACAATGGCTGAGTGGCTA ACTAGAAGTCGGGAGGTTGC 

CYCLIN A2 CCTGCAAACTGCAAAGTTGA AAAGGCAGCTCCAGCAATAA 

CYCLIN Bl CAAGCCCAATGGAAACATCT GGATCAGCTCCATCTTCTGC 

CYCLIN Di GATCAAGTGTGACCCGGACT TCCTCCTCCTCTTCCTCCTC 

CYCLIN D2 TTGTTCCCGAGCGATAGATG ACCAGAAGCGAAGAGTAACC 

CYCLIN D3 GTGGCCACTAAGCAGAGGAG TTTGTGAAGGGGGAACAGAC 

CYCLIN El AGGGGACTTAAACGCCACTT AGGGGACTTAAACGCCATT 

WEE1 CTTGGGGACTTCTGCCATGA GCTTGGGGACTATCACCACT 

RREB1 TGCATCTCTCCTCGGTCTCT GAATCCGGGGCACGTACTTA 

COL4A4 TATTTTCAGGGCCATCCTGGG TTCCTGCATGGGCTTACCTA 

GRIA3 CCTGTGTTCAGTTGTGTGGG TTCCACCAAAGACTGAGGGC 

ANLN AGCCCCCGTTTTTACCATGT CTGCGTGAACTCCGCAAATC 

SJRT1 CCTGTGAAAGTGATGAGGAGGA GAATTGTTCGAGGATCTGTGCC 

FGFRL1 AGCCTGAGCGTCAACTACAC CCTCATCTTGGAGGGCTGTG 

Tabla 2. Secuencias de los priniers utilizados en la PCR cuantitativa en sentido 5'-3'. 
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Diseño de primers para analizar los microARNs maduros 

Para el análisis de los niveles de expresión de los microARNs, se diseñaron unos primers específicos para 

la retrotranscripción de los mismos. Estos primers denominados Stem Loop Primers (SLO) consisten en 

una reg1on de constante de 44 nucleótidos 

(GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC) y 6 nucleótidos en el 

extremo 3' que son específicos para cada microARN a estudiar. Luego, para la PCR cuantitativa se 

diseñan primers forward específicos para cada microARN, el cual consiste en 14 nucleótidos 

complementarios al extremos 5' del microARN y una región de 7 nucleótidos que funciona como 

adaptador (GCGGCGG) y permite balancear el contenido GC con el primer reverse y así sus 

temperaturas de annealing. Este primer reverse es "universal" y se utiliza el mismo para todas las 

reacciones de q-PCR de los microARNs, ya que reconoce una región del SLO. Todos los primers para 

analizar los microARNs maduros fueron diseñados con el software miRNA Primer Designer (Tabla 3). 

miRNA SLO Primer Primer Fw (5 '-3 ') 

RNU6B GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG CGCAAGGATGACACGC 
GATACGACAAAATATGGAAC AAATTC 

mir-27a-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGTTCACAGTG 
GATACGACGCGGAA GCTAAG 

mir-16-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGTAGCAGCAC 
GATACGACCGCCAA GTAAAT 

mir-302a GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA GCGGCGGTAAGTGCTT 
GAGGAGACTCACCA CCATG 

mir-302b GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA GCGGCGGTAAGTGCTT 
GAGGAGACCTACTA CCATG 

mir-302c GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA GCGGCGGTAAGTGCTT 
GAGGAGACCCACTG CCATG 

mir-302d GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA GCGGCGGTAAGTGCTT 
GAGGAGACACACTC CCATG 

mir-145 GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA GCGGCGGGTCCAGTTT 
GAGGAGACAGGGAT TCCCAG 

mir-296 GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA GCGGCGGAGGGCCCCC 
GAGGAGACACAGGA CCTCAATC 

mir-19a-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGTGTGCAAAT 
GATACGACTCAGTT CTATGC 
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mir-19b-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGTGTGCAAAT 

mir-1260b 

mir-30la-

rn i r-454-:~p 

mir-4454 

GATACGACTCAGTT 

CTCCTATCCACTCCACCCTCCCACCTATTCCCACTC 
GATACGACTGGTGG 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG 
CATACCACATCCTC 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG 
CATACCACCCTTTC 

CTCCTATCCACTCCACCCTCCCACCTATTCCCACTC 
GATACGACACCCTA 

CCATGC 

CCCCCCCATCCCACCT 
CTGCCAC 

GCGGCGGATCCCACCA 
CTCCCAC 

GCGGCGGCAGTGCAAT 
ACTATTC 

GCGCCGCTAGTGCAAT 
ATTGC 

<:lTCGTAT<X:AGTG<:AGGGT<XX:lAG<:lTATTCG<;ACTG GCGG<X:lGGGATCCGAG 
GA'l'ACGACTGGTGC: TCAC:GG 

mir-9-3p GTCGTATCCAG'l'GCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGATAAAGCTA 
CATACGACACTTTC GATAAC 

mir-9-5p G'l·c:c·rATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC:GCAGl'G GC:GGCGG·rer·r·rGGTT 
GATACGACTCATAC ATCTAG 

rnir-124-:~p CTCCTATCCACTCCAGCCTCCCACCTATTCCCACTC GCCCCCCTAACCCACC 
GA'l'ACGACGGC:ATT CGGTG 

mir-128-:~p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGTCACAGTGA 

CATACGACAAACAC ACCCCTC 

mir-125a- GTC:GTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC:GCACTG GC:GGCGGTCCCTGAGA 
5p GATACGACTCACAG CCCTTT 

mir-125b- CTCGTATCCACTCCA.CCCTCCCACCTATTCCCACTC CC:CCCCGTCCCTCACA 
5p GA'l'ACGACTCACAA CCCTAAC 

rnir-216a- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG GCGGCGGTCACAGTGG 
3p CATACCACATAATC TCTCTC 
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Análisis del marcador de indiferenciación OCT-4 por citometría 

de flujo 

Las CMPhs crecidas sobre Vitronectina con medio E8 fueron disgregadas en células individuales al 

tratarlas con Acutasa, diluidas en PBS y centrifugadas a 200 x g por 5 min. Luego, las células se fijaron 

con paraformaldehído 43 a temperatura ambiente por 30 min. Las células fueron lavadas tres veces con 

PBS /Albumina O, I 3 y luego permeabilizadas (en una solución conteniendo I 3 BSA, 103 suero de 

cabra normal y O.I3 Triton X-100) a temperatura ambiente por 45 min. A continuación, las células 

fueron incubadas por 2h con el anticuerpo primario contra OCT-4 (I:50 en una solución conteniendo I3 

BSA, 103 suero normal de cabra) . Las células fueron luego lavadas tres veces con PES/Albumina O,I3 

e incubadas por 45 min con el anticuerpo secundario lgG Alexa Fluor 488-conjugado de cabra anti-ratón 

(I:400) en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente. Luego de centrifugarlas, las células fueron 

lavadas tres veces con PBS/ Albumina O,I 3, y resuspendidas en esta solución, y analizadas en un 

citómetro de flujo BD Accuri C6. Como control de isotipo se utilizó lgG normal de ratón. 

Ensayo de incorporación de bromodeoxiuridina 

Para este ensayo se utilizó el kit APC BrdU flow Kit o kit FITC BrdU flow Kit (BD Pharmigen). Los 

distintos cultivos celulares recibieron un pulso de 10 µM de bromodeoxiuridina (BrdU) durante 30 min 

a 37ºC y 53 C02. Luego de la incubación, las células fueron disgregadas utilizando Acutasa durante 7 

min. Luego cada muestra fue pasada a un tubo de hemólisis, centrifugada (por 5 minutos a 360 x g) y 

resuspendidas en 100 µl de BD Cytofix/Cytoperm Buffer. Se incubaron las muestras a temperatura 

ambiente durante 30 minutos y se lavaron con I ml de IX BD Perm/Wash Buffer mediante 

centrifugación. A continuación se resuspendieron las células en 100 µl de BD Cytoperm Permeabilization 

Buffer y se las incubó en hielo por 10 min, se las lavó y re-fijo en buffer de fijación por 5 min a 

temperatura ambiente. Luego de un nuevo lavado, se trató las células con la enzima DNAasa (300 µg/ml) 

para exponer la BrdU incorporada en el ADN y se las incubó durante I hora a 37ºC. Luego, las células 

fueron lavadas por centrifugación e incubadas durante 20 min a temperatura ambiente con los 

anticuerpos primarios específicos anti-BrdU conjugado con el fluorocromo aloficocianina (APC, por su 

nombre en inglés) o con el fluorocromo Isotiocianato de fluoresceína (FITC, por su nombre en inglés). 

U na vez finalizada la tinción con el anticuerpo se realizó un lavado por centrifugación utilizando el buffer 

IX BD Perm/Wash y se marcó el contenido de ADN con 20 µl de 7-AAD durante I mina temperatura 

ambiente. Las células fueron resuspendidas en 300-500 µl de Staining Buffer de acuerdo al número de 

células final. Por último, las células fueron analizadas mediante citometría de flujo en el citómetro Accuri 

C6 de BD y los resultados analizados con el software BDaccuri. 
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Ensayo de viabilidad celular: azul de Tripán 

El azul de Tripán (solución 0,4%, SIGMA) es un colorante utilizado para el recuento de células íntegras 

por exclusión de dicho colorante. Este método está basado en que las células vivas (viables) no incorporan 

el azul de Tripán mientras que las células muertas (no viables) si lo hacen. Luego de realizados los 

tratamientos, las células fueron tratadas enzimáticamente para ser disociadas de la placa de cultivo y 

obtener una suspensión unicelular. La actividad enzimática se inhibió al diluir las mismas en PBS y 

luego esta suspensión se centrifugó a 200 x g durante 5 minutos. Posteriormente se procedió a resuspender 

las células en una solución azul de Tripán-PBS (1:1) y se cuantificó la viabilidad celular por conteo en 

cámara de Neubauer, empleando un microscopio de contraste de fases. Se contaron como no viables las 

células teñidas de azul y como vivas las células refringentes. 

Ensayo de viabilidad celular: XTT /PMS 

La viabilidad celular fue estimada midiendo los cambios colorimétricos en el ensayo de 2,3-Bis-(2-metoxi-

4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (XTT). Este ensayo se basa en la actividad 

mitocondrial que exhiben las células viables mediante la cual se produce la reducción de la sal de 

tetrazolio XTT de color amarillo, a una tinción de formazán, de color naranja. Las células se sembraron 

(60.000 células/pocillo) en placas de 96 pocillos conteniendo 200 µl de medio de cultivo. Transcurridos 

los tratamientos se procedió a la determinación de la viabilidad. Para ello, en condiciones de esterilidad, 

se reemplazó el medio de cultivo por 25 µg/pocillo de XTT (Sigma) disuelto en PBS conteniendo 0,15 

µg/pocillo del catalizador Nmetildibenzopirazina metil-sulfato (PMS) en un volumen final de 50 µl , e 

incubando las células durante 2-4 horas a 37ºC y 5% de C02. La actividad metabólica fue determinada 

midiendo la absorbancia de las muestras con un lector de microplacas BioRad-Benchmark a una longitud 

de onda de 450 nm y substrayendo la absorbancia a 650 nm. Los resultados se expresan como porcentaje 

de viabilidad celular, calculado a partir del cociente entre la absorbancia de la muestra y la absorbancia 

del control correspondiente multiplicado por 100. Los experimentos fueron realizados 3 veces por 

quintuplicado. 

Transfección con pequeñas moléculas comerciales de ARN 

( mimics/inhibitors) 

Para modular la expresión de los microARNs, las células CMPhs (CMEhs y CMPihs) y las CMN fueron 

transfectadas con pequeñas moléculas de ARN sintetizadas comercialmente, conocidas como mimics e 

inhibitors ambas de Ambion (Life Technologies), ver los oligos utilizados y sus respectivos códigos más 
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abajo en la Tabla 7. Para esto, las células fueron crecidas sobre Geltrex con mTeSRl hasta llegar a una 

confluencia del 60-70%. Una vez alcanzada la confluencia deseada, las células fueron transfectadas con 

una mezcla de ARN con lipofectamina (Lipofectamine RNAiMAX Reagent, ThermoFisher) según las 

indicaciones del fabricante. Brevemente, se preparó una dilución con el ARN en Opti-MEM 

(ThermoFisher) y una dilución de igual volumen de lipofectamina en Opti-MEM. Se utilizaron 4 µl de 

lipofectamina en un volumen final de Optim-MEM de 100 µl. Ambas diluciones se mezclaron, agregando 

la dilución con ARN gota a gota en la que contenía la lipofectamina y se incubó entre 5-10 min. Luego, 

ésta mezcla fue agregada gota a gota al well con las células crecidas en adhesión. 

Nombre del oligo sintético Empresa (código) 
-

mirVana miRNA mimic hsa-miR-217-5p Ambion, Thermo Fisher ( 4464066) 

mirVana miRNA mimic, negative control Ambion, Thermo Fisher ( 4464058) 

mirVana miRNA inhibitor, hsa-miR-217-5p Ambion, Thermo Fisher ( 4464084) 

mirVana miRNA inhibitor, negative control Ambion, Thermo Fisher ( 4464076) 

Tabla 7 . Nombre y número de catálogo de los oligos sintéticas de los microARNs. 

Secuenciación masiva de ARN (RNA-Seq) 

La secuenciación masiva de pequeños ARNs se realizó en las instalaciones de secuenciación de High 

Throughput Sequencing de la empresa Macrogen, Corea del Sur (http:!/foreign.macrogen.co.kr). Se 

utilizó un secuenciador Illumina HiSeq2500, y se corrieron las 12 muestras en un único lane, con una 

profundidad de lectura de 21666667 de reads por muestra y en single-end. Para armar las librerías se 

utilizó una cantidad igual o mayor a 3 µg de cada muestra. 

Análisis de secuenciación masiva de pequeños ARN s 

El análisis inicial de los datos crudos fue realizado por la empresa Macrogen, Corea del Sur. Para ello, 

los resultados fueron analizados mediante el programa FastQC (v0.10.0) para controlar la calidad de los 

datos, luego se removieron las secuencias adaptadores y las bases de baja calidad, utilizando el programa 

Cutadapt (1.9.dev3). Luego se realizó el alineamiento de las secuencias con el programa miRDeep2 

2.0.0.7, Bowtie 1.1.1 y las secuencias fueron mapeadas al genoma de referencia (GRCh38) con el 

programa mirDeep2. Este programa permite identificar las secuencias de microARNs conocidos y 
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desconocidas (novel microARNs) (se utilizó como base de datos miRBase v21). Por último, los datos 

fueron normalizamos como RPKM (counts per millon, 1000.000*raw_counts/total_counts) y el análisis 

de expresión diferencial se realizó con el paquete de R, DESeq2 (Love et al., 2014). La predicción de 

genes blanco se realizó en la base de datos miRWalk 3.0, el cual utiliza los algoritmos de predicción de 

miRTarBase, TargetScan y miRDBase. Para ello, seleccionamos aquellos genes blanco para la región 

3 'UTR, filtrando en primer lugar por bases de datos (intentando que estuvieran en las tres bases de 

datos), y luego por score (0.8 o mayor) . El modelo (modelo random-forest) lo que calcula es la 

probabilidad de que un sitio target candidato sea un sitio target real. Lo que significa que un p-valor 

(score) alto es mejor. El análisis de Gene Ontology se realizó con el paquete de Bioconductor Cluster 

Profiler en R, con las funciones enrichGO y groupGO; o en el programa ShinyGO v0.741. 

Análisis estadístico 

Las significancias de las diferencias observadas fueron analizadas mediante análisis estadístico (prueba t 

de Student), utilizando el programa GraphPad PRISM versión 6. Las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0,05 entre los tratamientos 

indicados (p < 0.05). 
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1.2 Análisis de los niveles de expresión de factores reguladores del 

ciclo celular en CMPhs y en su progenie neural 

1.2.1 Antecedentes del estudio de la expresión de las principales ciclinas en 

CMPhs y NP 

Previamente, y como mencionamos en la introducción, en mi tesina de licenciatura determinamos el 

perfil de expresión de los transcriptos de las principales ciclinas ( CICLINA A2, CICLINA Bl, CICLINA 

Dl, CICLINA D2, CICLINA D3 y CICLINA El) a lo largo del ciclo celular de las CMEhs H9 y CMPihs 

FN2.1 (cultivadas sobre MEFi); y de los PN derivados de las CMEhs H9. 

Para ello, y dada las diferencias del porcentaje de células que residen en cada fase del ciclo celular en 

cualquier momento, dicho análisis lo realizamos tanto en células proliferando de manera asincrónica 

como en células arrestadas farmacológicamente (arrestamos a las células en la fase G 1 temprana con el 

inhibidor selectivo de las CDK4 y CDK6: PD0332991 (PD); y en G2/M con el inhibidor de la 

polimerización de los micro túbulos Nocodazol (NOCO) (Figura 9). 

Luego, caracterizamos los niveles de expresión de las principales ciclinas en las CMPhs y en los PN 

derivados de las CMEhs H9. En dicho trabajo, cultivamos las CMPhs sobre MEFi con medio HES o 

sobre Geltrex con medio condicionado por las MEFi. 

A partir de estos cultivos arrestados con PD o NOCO, determinamos los niveles de expresión de las 

CICLINAS A2, Bl, Dl, D2, D3 y El en las líneas celulares mencionadas relativizándolas con la expresión 

de las mismas en FH como control de célula somática. En síntesis, a partir de estos resultados 

determinamos que hay una mayor expresión de todas las ciclinas en las CMPhs arrestadas en relación a 

los FH, con excepción de la CICLINA Dl cuya expresión fue menor en CMPhs. 

En el caso de los PN, la expresión de los transcriptos de las ciclinas resultó en niveles intermedios entre 

las CMEhs y los FH, con las excepciones de la CICLINA Dl cuyo nivel de expresión del ARNm fue 

similar al observado en los FH arrestados en G 1; y la CICLINA El se expresó de manera similar en PN 

y CMEhs H9 y a niveles mayores que en los FH. 

Determinamos también el perfil de expresión temporal de las mismas, nuestros resultados revelaron una 

expresión periódica de las ciclinas a lo largo del ciclo celular tanto en las CMPhs como en los PN 

derivados de las CMEhs con excepción de la CICLINA E cuya expresión fue constitutiva. 

Dado éstos resultados, y como se ha demostrado que la CICLINA E está involucrada en mantener la 

pluripotencia de las CMEm, que su sobreexpresión promueve la auto-renovación de estas células y que 

pérdida de función elonga la fase Gl e induce la diferenciación [42], en el presente trabajo buscamos 

profundizar el estudio de su expresión y actividad en CMPhs y en la progenie neural de las CMEhs. 
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l"recuencin del contenido de ADl\ p<ini. cach1 condición y línea celulnr. El porcenu1je de céluh1s en cnch1 fose del ciclo celulnr f"ue 

calculada con la plataforma L"n-variada del programa Plow.Io v 10.0.7. K 3. 

Luego analizamos los niveles de expresión proteicos de las principales CICLI~AS: A, B1, Dl, D2 y El 

en C:'vIPlrn (crecidas sobre gcltrex con medio condicionado), P~ y FH asincrónicas y arrestadas con PD 

por medio de la técnica. de \Vestern Blot (Figura 28). 

A partir de este análisis pudimos determinar que los niveles proteicos de las CICLINAS A, DJ ·y El, en 

ambas condiciones, son significativamente mayores en las CMPhs en relación a los FH y P~, y que en 

P~, los niveles de expresión de estas ciclinas resultan estar en un nivel intermedio entre las C:'vIPhs y 

los FH. 

En el caso de las ciclinas de tipo D, la CICLINA Dl presenta el mismo comportamiento que sn ARNm: 

mayor expresión en los FH y PI\ que en las C:VIPhs. En los PN arrestados en G 1, la expresión de las 

proteínas Dl y D2 fue mayor que en los FH. Sin embargo, la expresión de las ciclinas de tipo D (con 

excepción de la CICLINA D2 en PN asincrónicos) en los P~ y FH fue significativamente mayor que en 

las CMPhs, como lo fue también en el caso del ARI\m de la CICLINA Di. En el caso de las CICLI~AS 

Dl y D2 en los PN arrestados con PD, su expresión fue mayor que en los FH (Figura 28 a y b). 
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1.2.3 Análisis de los niveles de expresión y regulación de la CICLINA E1 a lo 

largo del ciclo celular de CMPhs y PN 

En nuestra investigación previa sobre el perfil de expresión de las ciclinas a lo largo del ciclo celular de 

las CMPhs y PK derivados de las C:.\lEhs H9 concluirnos que la CICLINA E1 fue la única ciclina que 

presentaba un perfil de expresión constitutivo. 

Debido a la. controversia. que existe en bibliografía de cómo es regulada. esta. ciclina a. lo largo del ciclo 

celular de CMPhs, y como se ha reportado que la rnisrna estaría involucrada en mantener el estado de 

pluripotencia en CJvIEm [:m], nos pareció pertinente profundi~ar· el estudio de su expresión y regulación 

en C:.\IPhs y en la progenie neural derivada. de las Cl\lEhs H9. 

Las condiciones de cultivo de C:\lPhs con medio condicionado por MEFi y Gcltrex tienen componentes 

múltiples que no son completamente definidos, como lo son los factores liberados por las l'vIEFi. Teniendo 

en cuenta esto) decidimos cultivar las células en un medio completamente definido como lo es el Essential 

8 (ES) en placas con un pre-tratamiento de vitronectina. De este modo, buscamos determinar el perfil 

de expresión (periódico o constitutiva) del ARNm de la CICLINA El a lo largo de las distintas fases del 

ciclo celular en las CMPhs en estas condiciones de cultivo nuevas, para. determinar si las mismas influyen 

en los resultados obtenidos. 

En pnrner lugar, entonces, validarnos el uso de éstos inhibidores (PD y NOCO) bajo las nuevas 

condiciones de cultivo. Para determinar el efecto de las mismas en el ciclo celular, cuantificamos el 

contenido de ADK por medio de una marcación con ioduro de propidio (Figura 29)) observando) corno 

era de esperarse, un aumento en el porcentaje de células en G 1 en las c(~lulas arrestadas con PD, y en 

G2 en las células arresta.das con Kocodazol. 

98 



│

μ



│

μ



significativos en los niveles de expresión de la CICLINA E1 al tratar las cólulas con el inhibidor pan­

AKT quinasa. En un trabajo previo, nuestro grupo demostró que la inhibición farmacológica de AKT 

con este mismo inhibidor, en C:\1Ehs (H9 y Hl) y C:.\IPihs (FN2.1), disminuía la viabilidad celular, 

aumentaba la translocaci(m de la fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana plasmática. (esta 

translocación desde la cara interna de la membrana hacia la externa es una característica temprana de 

la apoptosis), aumentaba la fragmentación del AD:'{, y aumentaba el diva.je de la CASPASA-9, la 

activación de la CASP ASA-3 y la proteólisis del substrato de la CASP ASA-3: P ARP (todos ellos 

componentes de la vía de apoptosis mediada por la mitocondria) [114]. De este modo, podernos concluir 

que dicho inhibidor funciona en las líneas celulares estudiadas, pero los niveles de expresión de la 

CICLINA E1 no estarían siendo regulados por la vía de señalización de PI3K/ AKT. 

Además, la CICLINA E1 fue identifica.da corno un targct transcripcional del factor de transcripción c­

:\1YC en Cl'vIPs y en otros tipos celulares, el cual fue reportado como un potenciador de la reprogramación 

y se le asigna un rol importante en la regulación de la pluripotencia [115, 116]. Por ello, quisimos ver si 

c-:\IYC podría regular los niveles de expresión de esta. ciclina. Para determinar esto, inhibirnos 

farmacológicamente a c-l\!IYC con el inhibidor 10058-F4 (24 horas, lOOpl\!I), y luego medimos los niveles 

de expresión del AR:'{m de la CICLINA E1 por RT-qPCR. Observamos una disminución significativa 

de los niveles del ARNm de la CICLINA El en ambas líneas de C:\1Phs luego de la inhibición de c-:l'lYC 

(Figura 31 a). 

Por otro lado, quisimos determinar si los niveles del AR!\m de la CICLINA E1 eran inducidos por los 

factores de transcripción de la familia de los E2F. Para ello, cuantificamos dichos niveles por RT-qPCR 

en CMPhs asincrónicas cultiva.das con ES luego de 7 días de tratamiento con el inhibidor pan-E2Fs 

HL:\1006474 (40pM). El mismo es un inhibidor general que inhibe la unión al AD:'{ de todos los complejos 

de E2Fs. Encontramos una disminución significativa de los niveles de AR!\m de la CICLINA El en 

ambas células C:\1Phs (Figura 31 b). 

En conjunto, todos estos resultados sugieren que MEK/ ERK, c-1'1YC y los E2Fs podrían estar 

modulando los niveles de expresión de la CICLINA E1 en la."i C:VIEhs H9 y CivIPihs F:'{2.l. 

101 



│



α

 



 







│



│

μ

μ



│



│

μ μ



│



│

μ

μ





│

μ



│

μ



Con este enfoque, buscamos poder analizar la expresión del tra.nscripto y la proteína de la. CICLINA E1 

a lo largo del ciclo celular en las células con el ciclo celular sincronizado de modo de poder determinar 

de una manera más clara su perfil de expresión temporal. Para ello, las C:.\1Ehs H9 y C:.\1Pihs FI\2.1, 

crecidas en condiciones de cultivo definidas ( vitronectina y medio E8) fueron sincronizadas en la 

transición G 1 / S con Afidicolina y luego liberadas de modo que reingresen en el ciclo celular. 

Luego, medimos los niveles de expresión del ARI\m y la proteína de la CICLINA E1 por RT-qPCR y 

Vl estern Blot respectivamente, en células asincrónicas o cada en diferentes tiempos luego de remover la 

Afidicolína. En los resultados obtenidos, observamos que los niveles de ARI\m presentaban un pico de 

expresión en la transición Gl/ S y se mantenían altos hasta 16hs luego de la liberación, esto acompañado 

de un aumento de la población de células con un contenido de ADI\ de 4I\ (fase G2/~1). A las 32 horas 

luego de la liberación, se observa que los niveles de expresión de la CICLINA E1 tienen un pico de 

expresión nuevamente (Figura 40 a). A partir de estos resultados, pudimos confirmar que los niveles de 

expresión del transcripto de esta ciclina son regulados periódica.mente a través de la progresión del ciclo 

celular de las CMPhs. 

En cuanto a la abundancia de la proteína de la CICLINA E1, observamos un comportamiento similar, 

aunque demorado, observando una alta expresión de la proteína hasta 20 horas después de la liberación 

(Figura 40 b). En conclusión, y a partir de estos resultados, determinarnos que los niveles de la proteína 

de la CICLINA E1 se regulan periódicamente a través de la progresión del ciclo celular de las C:.\1Phs. 
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En particular, se ha descripto que la sobre-expresión del mill-27a-3p aumentaba la expresión de la 

CICLINA El en células cancerígenas [119]; y su inhibición ha sido relacionada con el arresto del ciclo 

celular en la fase G 1 [120]. El grupo de Lerner et al., estudió la relación entre la expresión del miR.-27a. 

y la CICLINA El en distintas líneas celular($ cancerígenas y en células embrionarias de riñón. En estos 

modelos describieron que el mill-27a inhibe a la proteína FB"\V7 (del inglés, F-box ancl \VD repeat 

domain containing 7). Esta proteína actúa como substrato para ser reconocido por una nbiquitina ligasa, 

y, a su vez, tiene como substrato la CICLI~A El. Por ende, el miR-27a inhibe a FB\V7 y, de este modo, 

evita la ubiquitinación de la CICLINA El y su degradación [121]. 

En cuanto al rnill-16-5p, diversos estudios han publicado que este miRNA tiene como target a la 

CICLINA El y, mediante su unión a la región 3' UTR de RU transcripto, disminuye su expresión tanto 

a nivel de AilNm como de su proteína [122-126]. 

Decidimos entonces cuantificar los niveles de estos dos miRK As en las CivIPhs control y arrestadas con 

Afi. De este modo, queríamos determinar si en las células arrestadas con Afi, donde determinarnos que 

los niveles de expresión del ARNm y proteína de esta están elevados, había una expresión diferencial de 

estoR miRK As en relación al control. En los gráficoR del análiRis de expresión por R T-qPCR, pudimos 

observar que el miR-1G-5p disminuye de manera significativa. en las Cl\IPihs arresta.das con Afi., mientras 

que en las CNIEhs H9 se observa la. misma. tendencia, pero las diferencias no resulta.ron estadísticamente 

RignificativaR. En el caso del miR-27a-3p, no obRervamos diferencias significativas entre el control y las 

células arrestadas con Afi. en ninguna. de las dos líneas de C:.\'1Phs, si bien en las CMEhs H9 parecería 

haber una tendencia a un aumento en su expresión en las células arrestadas con Afi. en relación a. las 

control, lo cual tendría. sentido si hubiera una regulación de la CJCLINA El mediada por este miR~A 

tal J'' como fue descripta por Lerner et al. (Figura 4 7). 

Si bien algunos de los resultados parecerían ir por el camino de lo publicado (aumento del rniR-27a-3p 

contribuiría a un aumento de la expresión de la CICLINA El mientras que el miR-16-,5p contribuiría a 

su disminución); deberíamos realizar un estudio más profundo para poder determinar que hay una 

regulación directa o indirecta entre la expresión de estos miRK As y la expreRión de la ciclina. 
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Existen varios estudios que describen quó rnicroAR:.Js se expresan en las CNIPhs en comparación con su 

progenie diferenciada. Entre ellos encontramos la familia del rniR-302, clúster compuesto por los miR-

302-a/ b/c/d, involucrada en la promoción de la pluripotencia y proliferación de las C.\1Phs [127]. 

Además, dentro de los rnicroAR:.Js asocia.dos a la diferenciación. están el miR-145, que facilita. la 

diferenciación de cólulas madre embrionarias mediante la represión de los factores de pluripotencia OCT-

4, SOX2 J'' KLF4, silenciando de ese modo el programa de auto renovación; J'' el miR-296 cuya expresión 

reprime la expresión de SOX2, OCT-4 y NANOG en varias combinaciones [128]. 

Si bien está claro que existen microARI\ s que pueden regular componentes de la maquinaria del ciclo 

celular, cómo es el perfil de expresión de los mismos a lo largo del ciclo celular de C:'vlPhs está, aun, 

poco investigado. 

Por ello, además del análisis del perfil de expresión de las ciclinas, buscarnos analizar la expresión de 

algunos microARI\ s candidatos, e involucrados en la regulación de la pluripotencia/ diferenciación de las 

C:'vlPhs, para poder determinar su perfil de expresión (periódico o constitutivo) a lo largo de su ciclo 

celular. 

1.3.1 Análisis del perfil de expresión temporal de la familia del miR-302, el miR-

145 y el miR-296 en el ciclo celular de CMPhs arrestadas farmacológicamente 

En primer lugar, arrestamos las Cl\JEhs H9 y Cl\IPihs FN2.1 en las distintas fases del ciclo celular con 

los inhibidores farmacológicos previamente mencionados: en G 1 (tratamiento con PD), en la transición 

Gl / S (trata.miento con afidicolina) y en G2/ M (tratamiento con I\ocodazol). Para corroborar que las 

cólulas se arrestaron correctamente, medirnos el contenido de AD:.J total por medio de la tócnica de 

I3rdU y determinamos el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular (Figura 4 7). 

Éste análisis permite cuantificar de manera más precisa el porcentaje de células en cada fase del ciclo 

celular dado que ésta técnica separa a las células de acuerdo al contenido de ADI\, corno ocurre con la 

tinción de ioduro de propidio, pero también por la incorporación de un análogo del nucleótido timidina: 

bromo-deoxyuridina, nucleótido marcado que se incorpora cuando el AD:.J es sintetizado y permite 

definir de manera más precisa la fase S. 

En todas las líneas celulares testeadas, el tratamiento con PD llevó a un aumento marcado en el número 

de células en la fase Gl, y una disminución en el número de células en la fase G2. Por otro lado, luego 

del tratamiento con :.JOCO, la mayoría de las c(~lulas en las distintas líneas celulares se encontraban en 

la fase G2/ :'vl. Finalmente, y en el caso de las cólulas arrestadas con Afidicolina, se observó un aumento 

en el porcentaje de células en la fase G 1 y una disminución en el porcentaje de células en la fase S 
(Figura 48). 
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se mantiene elevada en la fase S, lo cual podría sugerir cierta relación entre este perfil de expresión y el 

mantenimiento de la pluripotencia. de estas células. 

Por último, estudiamos la ontología génica de los genes target de los microARKs mencionados utilizando 

genes target validados (en el caso de la familia del rniR-302) u obtenidos a partir de la. base de da.tos 

miR\Valk 3.0. Corno resultado de este análisis, pudimos confirmar que los genes target de la familia del 

miR-302 están estrechamente relacionados con la regulación del ciclo celular; mientras que aquellos de 

los rniR-145 y miR-296 lo están con los procesos de diferenciación. 
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detectamos expresión del marcador de pluripotencia OCT-4, y sí pudimos medir expresión de los 

marcadores de progenitores neurales mencionados. 

(a) 

ce DAPI OCT-4 DAPl/OCT-4 

-
ce DAPI SOX-1 DAPl/SOX-1 

-
ce DAPI SOX-2 DAPl/SOX-2 

-
ce DAPI NESTINA DAPl/N ESTI NA 

-
ce DAPI PAX-6 DAPl/PAX-6 

-
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NESTINA en neuronas obtenidas a partir de C:\f:\" de CMEhs H9 (Figura 59 a) y de Cl\:lPihs FN2.l 

(Figura 59 b). 

En ambos casos pudimos observar la expresión TCJ-1, :\'IAP-2 y también de NESTI:\"A. Consideramos 

que esto se debe a que, como mencionamos anteriormente, este último marcador puede expresarse en 

ciertas neuronas inmaduras o que se encuentran en una fa.se temprana de su diferenciación. 

(a) 
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1.1.2.3 Diferenciación a oligodendrocitos 

Para la diferenciación oligodendrocítica, realizamos tambión el protocolo detallado por Yan et al. [129]; 

siendo el mismo un protocolo de 14 días en el que las C:'vI~, crecidas en monocapa, se cultivan con medio 

D~vIEM/F12 y adición y remoción de distintos suplementos y factores de crecimiento (~2, bFGF. EGF. 

platelet-derived grmvth factor-AA, T3, NT3, ácido ascórbico y B27). 

Al finalizar la diferenciación, reali~amos la validación de este tipo celular midiendo en primer lugar los 

transcriptos de algunos marcadores oligodendrocíticos por RT-qPCR en los oligodendrocitos, las CMK 

a partir de las que fueron obtenidos, la línea de ClVIPhs a partir de la que fueron generadas (H9 o FI\21) 

"Jr neuronas diferenciadas a partir de las Cl\!IN. Los marcadores medidos por medio de ésta técnica fueron: 

el factor de transcripción OLIGODENDROCÍTIC0-2 ( OLIG2), SOX-10, el antígeno NEURAL/GLIAL-

2 (NG2} y la enzima GALACTOCEREBROSIDASA ( GALC) (Figura. 64). 

OLIG2 es un factor de transcripción básico de hélice-loop-hélice (bHLH) codificado por el gen OLIG2. 

Está involucra.do en la determinación de las neuronas motoras y la diferenciación de oligodendrocitos. 

SOX-10 es un factor de transcripción esencial para la generación de oligodendrocitos maduros. 

~G2 es un epitope de membrana que se expresa típicamente en los progenitores de oligodendrocitos. 

GALC es una enzima que remueve la galactosa de derivados de cerarnida, es codificada por el gen GALC 

en humanos y se expresa en oligodendrocitos inmaduros. 

Los valores, analizados por la RT-qPCR, se expresaron como relativos, en ca.da caso, al valor obtenido 

en las CMPhs (H9 o FN21) para compararlos con la expresión de dichos marcadores en una cólula 

indiferenciada. En los casos de OLIG2, SOX-10 y NG2, no se observaron diferencias significativas en su 

expresión entre las distintas líneas celulares en ningún caso (tanto en las diferenciaciones a partir de H9 

o F~21). En el caso de GALC, se pudo ver de manera cuantitativa que el valor de expresión de este 

marcadores en ambas diferenciaciones de oligodendrocitos es significativamente mayor que el valor de 

este marcador en las células indiferenciadas o en las CI'vfN generadas a partir de las mismas (Figura 65). 
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En las diferenciaciones de ambas líneas celulares observamos algunas células con una expresión fuerte 

de OLIG2. Sin embargo, ni la expresión de GALC ni NESTINA resultaron ser específicas en ningún caso 

(Figura 66). 

(a) 
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La estrategia que utilizamos fue realizar un IlKA-Seq de pequeños All:'-Js de CMPhs tratadas con un 

inhibidor general de los factores de transcripción E2F (pan-E2Fs) y de C:VIPhs sin tratar como control. 

A partir de la secuenciación de pequeños AR:'-Js buscamos comparar la expresión de miRKAs entre ambas 

condiciones para poder determinar que mill:'-JAs podrían ser regulados, directa o indirectamente, por 

estos factores de transcripción (Figura 67, experimento (1)). 

Para llevar a cabo este experimento, el compuesto que utilhamos fne el HL:\10064 7 4, el cual inhibe la 

unión de todos los complejos de factores de transcripción E2Fs al ADK y al cual abreviaremos como 

iE2Fs [139]. 

Las células que decidimos utilizar para la secuenciación fueron las C:\1Ehs H9 y, buscamos después, 

trasladar el análisis y los resultados obtenidos a las C:tvIPihs FI\2.1. Trabajamos con ambas líneas de 

C:\1Phs en condiciones de cultivo definidas (geltrex y medio mTeSRJ). 

En primer lugar pusimos a punto la concentración y tiempo de incubación del iE2Fs. 

Para ello, probamos distintas concentraciones del mismo (10 i1:Vl; 20 pl\!I y 40 it:\II) a 24 y 48 horas, y 

buscamos determinar el efecto del inhibidor en la viabilidad celular. Para ello, realizamos dos técnicas 

distintas: XTT "':!' a;::ul de Tripán. 

La tócnica de XTT para viabilidad celular es un ensayo colorimótrico que detecta la actividad metabólica 

celular. Durante el mismo, la sal amarilla de tetra;::olio es reducida, por las en;::imas deshidrogenasas, en 

aquellas células metabólicamente activas a un compuesto formazan que presenta un fuerte color. Esta 

conversión ocurre solo en las células vivas y, por ende, la acumulación de formazan producido es 

proporcional a las cólulas viables en la muestra. 

En el ensayo de exclusión por a;::ul de Tripán permite una identificación y enumeración directa de las 

células vivas y muertas de una dada población. El mismo se basa en que las células vivas (sin teñir) 

presentan una membrana celular intacta por lo que no permiten (excluyen) el ingreso de este colorante, 

mientras que las células muertas (teñidas) , presentan una membrana celular permeable a dicho colorante. 

Al ingresar a las células muertas, este colorante se une a proteínas intracelulares otorgándole a las 

mismas un color azulado. 

A partir del análisis del ensayo de XTT, pudimos determinar una disminución significativa de la 

viabilidad de las CivIEhs H9 tratadas con el iE2Fs por 24 horas en una concentración 40 µM. En el caso 

de las CivIPihs FN2. l. se observa la misma tendencia de disminución pero la misma no resultó 

significativa (Figura 68). Al analizar ambas líneas de CivIPhs tratadas con el iE2Fs por 48 horas y las 

distintas concentraciones mencionadas, pudimos observar esta misma tendencia de disminución de la 

viabilidad sobre todo en la concentración 40 11:\1, si bien la misma no fue significativa en las H9 (Figura 

68). 
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Figura 68. Análisis d e la viabilidad celular en células tratadas con e l iE2Fs por m edio de un e nsayo de XTT 

Se analizó el porcentaje de viabilidad celular mediante un ensayo de XTT en CMPhs (H9 y F:>J21) tratadas con 10, 20 y 40 
µ_Vl del iE2Fs por 24 horas y 48 horas. Los gráficos muestran los porcenlajcs rclaLivos a las C.VlPhs control. Se muestran el 
promedio y error est.ándar de lres experimenlos independien t.es. Se realizó la. p rueba esLadísLica l de Studen l de dos co las y los 

valores se consideraron significativamente diferentes cuando (*) p<0.0.5, C'*) p<0.01, (***) p<0.001 vs. Cl\IPhs cont rol. 

Al realizar el ensayo de azul ele Tripán, no observamos diferencias significativas en ambas líneas de 

CMPhs H9 tratadas con las distintas concentraciones del iE2Fs por 24 horas, sí bien se observa una 

tendencia de menor viabilidad celular en las células tratadas con una concentración del iE2Fs 40 11l'vl en 

este tiempo (Figura 69). Al observar las CMPhs tratadas con estas mismas concentraciones del iE 2Fs 

por 48 horas , pudirnoR ohRerva.r, en el ca.Ro de la.R ClVlElrn H!J, una reducción Rignificatíva de la viabilidad 

celular en aquellas células tratadas con la concentración 40 pl'vf. Si bien en las CMPihs FN2.1 las 

diferencias no fueron significativas, puede observarse una t endencia de disminución de la viabilidad de 

las miRrnaR en laR concentracioneR 20 y 40 p:\'l (Figura 69). 
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Una vez establecidas las condiciones de trabajo, entonces, procedimos a medir los niveles de expresión, 

por medio de una RT-qPCR, de los marcadores de indiferenciación OCT-4 y NANOG para determinar 

si había algún cambio en la expresión de los mismos debido al tratamiento con el inhibidor. 

Pueden observarse una disminución significativa en los niveles de expresión del ARNm del marcador de 

pluripotencia OCT-4 en las células tratadas con el inhibidor en relación a las células control (Figura 71). 

Consideramos que este resultado puede deberse a la falta de estabilización del mismo por la desregulación 

del complejo CICLINA E/CDK2 debido al efecto del inhibidor de los factores de transcripción E2Fs. 

2.5 
e -CMEhs 

·O 2.0 -CMEhs + iE2Fs "(3 
u o ::J 
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,_ 

1.5 ........ 
e e 

o 
Q) ü * "'O 1.0 
(j) (j) 

Q) > ~ 

u 0.5 Q) 

> 
o.o 

'!l.:'I>. o~ 
OG 1>'0 

" 
Figura 71. Análisis de la expresión de marcadores de indiferenciación en las CMEhs H9 tratadas con el iE2Fs 

Análisis de los niveles de expresión del ARNm de marcadores de indiferenciación (OCT-4 y NANOG); en Cl\!IEh H9 control y 

tratadas con el iE2Fs (20pl\!I 24h). La expresión de RPL7 fue utilizada como normalizador en todos los casos y los niveles de 

inducción son relativos a las Cl\!IEhs H9 control. Se muestran el promedio y error estándar de tres experimentos independientes. 

Se realizó la prueba estadística t de Student de dos colas y los valores se consideraron significativamente diferentes cuando (*) 
p<0.05 vs. Cl\!IEhs control. 

1.2.1.2 Análisis bioinformático 

Una vez recibidos los resultados de la secuenciación masiva de pequeños ARNs procedimos a realizar el 

análisis bioinformático de los mismos. La empresa Macrogen realizó en análisis inicial en el que obtienen 

un número de miRNAs normalizados al número total de miRNAs mapeados, y nos enviaron una tabla 

con la abundancia de cada uno de ellos en cada una de las muestras. A partir de la misma iniciamos 

nuestro análisis. 

En primer lugar, analizamos la distribución de la expresión de los miRNAs en cada una de las muestras 

(CMEhs H9 control y tratadas con el iE2Fs) y observamos, que la misma es similar entre las distintas 
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Figura 79. V alidación de la expresión de los miRNAs expresados diferencialmente en las CMPhs iE2Fs 

Análisis por lt'l'-q.PCH. de los niveles de expresión de los miltNAs: miR-19a.-3p, mill-19b-3p, miR-HM, mill-1260a, mill-1260b, 

rniR-454-3p y rniR-301a.-3p, en (a) Cl\:IEhs H9 y (b) C:\1Pihs: control y trata.das con iE2Fs (20pM, 24 h ). La expresión de 

RNU6R foe utiliímda corno norma.liímdor en todos los casos. Se muestran el promedio y error estándar de tres experimen tos 

independientes. Se realizó la prueba estadíotica t de Student de dos colm:; y los valores se corrnideraron significativamente 

diferentes cuando (*) p< 0.0.5 , (**) p <0.01, (***) p< 0.001 vs. H9 o FN2.1 control. 
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Del listado de miR:.JAs expresados diforencialrnente quisimos analizar in silico los genes blanco ( tmget) 

de los miR:.JAs candidatos expresados diferencialmente entre las C:'vIPhs control y las C:tvIPhs tratadas 

con el iE2F. Para dicha predicción utilizamos el software miR\Valk, el cual utiliza un modelo (modelo 

randorn-forest) que calcula la probabilidad de que un sitio blanco candidato sea un sitio blanco real (p­

binding). Lo que significa que un p-valor alto es mejor. 

Es por ello que, para nuestro análisis, seleccionamos los genes blanco de los miRK As mencionados con 

probable sitio de unión en la región :1 'UTR, con un score de 0.8 o mayor. También, buscamos obtener 

aquellos genes presentes en las tres bases de datos disponibles (TargetScan, ~1irDBase y miRTarBase) 

para aumentar la certeza en la predicción. 

Con estos parámetros, entonces, de cada miRK A seleccionarnos los primeros 100 (o menos en el caso de 

no existir tantos) genes blanco con el mayor valor de p-binding. 

A continuación, )' a partir de este listado de genes, analizamos los procesos biológicos asociados a los 

mismos. De este modo buscamos comprender cuáles podrían ser los posibles procesos biológicos regulados 

por nuestros miR:.JAs candidatos. 

Para llevar a cabo este estudio reali?:amos un test de enriquecimiento. Para este análisis, el programa 

utiliza un modelo matemático para determinar si el número de genes seleccionados es mayor al esperado 

(enriquecido). Para determinar si alguno de los términos anotados en una lista especifica de genes tiene 

una frecuencia mayor a la esperada por chance, el programa calcula un p-valor. El resultado obtenido 

puede observarse en un dot plot. Este gráfico, además de la proporción de genes indicados en el tamaño 

del punto, indica el p valor con una escala de colores. 

A partir del resultado de este análisis pudimos observar 1111 listado de t(rminos de ontología gónica 

asociados a los genes blanco predichos. Los genes regulados por los miRNAs mencionados estarían 

relacionados con diversos procesos de desarrollo entre otros, así como también procesos de diferenciación 

(Figura 80). 

Si bien este análisis es exploratorio, consideramos que estos resultados tienen coherencia en el sentido de 

que el ciclo celular, su regulación y los procesos de diferenciación están intrínsecamente relacionados. 

Por lo que podría ser que estos miRNAs que podrían estar regulados de manera. directa o indirecta por 

los factores de transcripción E2F, podrían estar participando en este equilibro mediante la regulación de 

genes involucrados en las distintas vías de diferenciación y desarrollo. 
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Figura 87. MA-plot de los cambios de expresión en el contraste de las poblaciones CMEh, CMN y Neuronas 

El ~tA-plol muest.rn la comparación, en el eje y , del log2 de las veces de cambio entre las a) C!vlEhs H9 vs . GMJ\; b) C!vlEhs 

H9 vs. l'\eurona,,; (='.J"EU) y e) CMN vs. Neurona..~ (NEC); y el promedio de los conteos normalizados por el factor tamaño en el 

eje x. Cada miRl'\A es representado por un punto. La escala de colores muestra los miR:.JAs de acuerdo a su valor de p ajustado. 

Luego de obtener un diagnóstico adecuado del análisis de expresión diferencial, analiílmnos los resultados 

obtenidos a partir del mismo. 

En este caso también analizamos los rniR::\As expresados diferencialrnente teniendo en cuenta dos FDR 

distintos: 0.1 o 0.0,5. En la Tabla 10 se resumen el número de miRNAs expresa.dos difcrencia.lmente entre 

cada par de poblaciones celulares comparadas según el FDB. utili:r,ado. 

Análisis FDR 0.1 FDR 0.05 

CMEhs vs. CMN 806 728 

CMN vs. NEU 335 270 

CMEhs vs. NEU 883 798 

Tabla 9. Número de rniRNAs expr·esados diferenciahnente entre las distintas condiciones/ poblaciones segtm 

el FDR (del inglés, False Discovcry Rat.c) utilizado. 
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En la Figura 88 reprm;entamos, mediante un volcano plot, los miIL'~·As expresados diferencialrnente entre 

a) las Cl\!IEhs H9 y las CMK; b) CMEhs y las Keuronas y e) CTvIN y Neuronas. En verde pueden 

observarse los miil)!As que están sobre-expresados en a) Cl\!IN, b) y e) )/euronas respectivamente. En 

dichos gráficos se observa que hay un número mayor de miRNAs expresados diferencialrnente entre las 

CMEhs y las CMN o las Neuronas, en comparación con aquellos entre las CMN y las Neuronas. Estos 

resultados coinciden con el gráfico ele PCA, confirmando que el perfil de expresión entre C:ívfl'\ y )/enronas 

presenta una similitud mayor, y, a su vez, se diferencian más de las C:.VIEhs. 
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CMEhs vs. CMN CMEhs vs. CMN CMEhs vs. CMN 
- - - -

CMEhs vs. NEU CMEhs vs. NEU CMEhs vs. NEU 
- - - -

CMN vs. NEU CMN vs. NEU CMN vs. NEU 

-
let-7 mir-130 mir-135 mir-129 

-e:: mir-15 mir-132 mir-148 
.Q mir-154 mir-290 mir-374 
(/) 

mir-17 mir-216 mir-664 Q) 
(.) 
(.) mir-181 mir-221 mir-654 
l1l 

mir-25 mir-30 '2 
E mir-29 mir-302 
l1l mir-500 mir-329 

t mir-506 mir-34 

<! mir-515 mir-368 
z mir-548 mir-378 o:: mir-19 mir-379 .E 

mir-95 mir-7 
.!!1 mir-138 mir-8 .E 

mir-10 mir-365 
~ mir-26 mir-449 

mir-216 

Tabla 10. Listados c:on las fa1nilias de iniRN As presentes en c:ada análisis de expresión diferendal entre los 

contrastes de las distintas poblaciones celulares. 

Para validar experimentalmente los datos obtenidos como resultado de la secuenciación m asiva 

seleccionamos algunos microAR.Ns candidatos que, sabemos por bibliografía, se inducen en la 

diferenciación neural. 

Entre ellos, seleccionarnos a los siguientes rniRNAs: los rniR.-9-3p, rniR.-9-5p; rniR.-1 24-3p, rniR.-125a-5p, 

miR.-125b-5p, miR.-137 (todos ellos descriptos en la in troducción de la presente tesis); y los miR.NAs 

mill-96-5p (involucrado en la inducción del factor de transcripción SOX-5 [144]) y mill-128 (otro millNA 

descripto como regulador pro-neurogónico [145]) . 

A continuación presentamos los gráficos del análisis de niveles de expresión por R.T-qPCR. de los miR.NAs 

que pudimos cuantificar de manera específica mediante el uso de stem loop primers (miR.-124-3p, miR-

9-5p, miR-9-3p, mill-128, miR-125b-5p y miR-125a-5) (Figura 91) donde medimos una expresión alta 

de estos miRNAs en las neuronas, y en algunos casos en las C~vl::\, en relación a su expresión en las 

CMEhs H9. 
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que estas poblaciones celulares expresan los marca.dores característicos de Cl\lK. A su vez, a. partir de 

estas células realizamos protocolos de diferenciación hacia los tres linajes neurales (neuronal, astrocitario 

y oligodendrocítico), validando la. identidad de las células obtenidas al medir marcadores típicos de ca.da 

linaje. Estos resultados nos permitieron confirmar la capacidad rnultipotente de las C:\1:-J genera.das y, 

en su conjunto, determinar que las c(~lulas generadas eran efectivamente C:Vl:.J. 

:.Juestro mayor interés estaba centrado en la diferenciación neuronal. Por ello, además de medir la 

expresión de los marcadores típicos neuronales por medio de ensayos de imnunofluorescencia. 

determinamos el porcentaje de células positivas para TU.J-1 (siendo de prácticamente un 100% para las 

neuronas generadas a partir de las Cl\!IN de ambas C:VIPhs). Es importante destacar qne las neuronas 

obtenidas a partir de ambas líneas de células pluripotentes, presentaban el patrón de expresión 

característico de genes marcadores del linaje neuronal. Además, y en colaboración con el grupo de la 

Dra. Antonia Marin Durgin, medimos la actividad eléctrica de las neuronas obtenidas, determinando 

que las mismas presentan una. electrofisiología que corresponde a un perfil de neurona inmadura. 

Luego, y para la segunda mitad de este capítulo, diseñamos dos experimentos de secuenciación masiva. 

En el primero de ellos, buscamos analizar los miRK As regulados por los factores de transcripción E2Fs 

en las C:rvIPhs, e involucrados en su proliferación, por lo que comparamos el miRNoma de las Cl\IEhs 

H9 con óstas cólulas tratadas con un inhibidor general de los factores de transcripción E2Fs (iE2Fs) 

mediante un análisis de secuenciación masiva de pequeños AR:.Js. Pudimos determinar que las células 

tratadas con este inhibidor presentaron un porcentaje de células en la fase G 1 mayor al de las células 

control. 

En base a los resultados del análisis de la secuenciación masiva, determinamos el perfil de expresión de 

los miRNAs en ambas poblaciones, observando que los cambios de expresión entre las mismas no eran 

mt1y marcados. 

A su vez, a partir del análisis de expresión diferencial entre ambas poblaciones identificarnos aquellos 

miRNAs que presentaron cambios significativos en sus niveles de expresión debido al tratamiento con el 

inhibidor. El número de miRNAs diferencialmente expresados fue de 52 o 33 con un FDR de 0.1 o 0.05 

respectivamente. Por ende, el iE2Fs estaría alterando la expresión de un número bajo de miR:.l"As. 

Luego, seleccionamos 7 candidatos entre el lista.do de rniRK As expresados diferencialrnente, y los 

estudiamos de manera experimental. Validarnos los niveles de expresión de los miRNAs: miR-19a-3p, 

miR-19b-3p, rniR-4454, miR-1260a, miR-1260b, miR-454-3p y rniR<:Wla-:3p; confirmando los resultados 

obtenidos con la secuenciación masiva. 

Determinamos, in silico, un listado de genes blanco predichos pa.ra nuestros miRNAs candidatos y, con 

el mismo, buscamos determinar los tórminos de ontología gónica. en el que estos genes esta.rían 

involucrados. El mismo sugiere que los rniRK As que seleccionarnos estarían involucrados en la regulación 

de genes relacionados, sobre todo, con procesos de diferenciación y desarrollo. 
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En el segundo experimento analizarnos el rniR:'-Joma de tres poblaciones celulares: CivlEhs H9, C:tvIN 

generadas a partir de las mismas y neuronas diferenciadas a partir de estas C~vIK. 

En primer lugar determinamos el perfil de expresión de los miRNAs expresados en cada uno de ellas, 

observando que cada una de ellas presentaba un perfil de expresión característico y siendo más similares 

los perfiles presentados por las C:'vI:'-J y las neuronas. 

Realizarnos en este caso, también, una análisis de expresión diferencial comparando las poblaciones de a 

pares para poder determinar en cada una de ellas aquellos microARK s que presentaron cambios 

significativos en sus niveles de expresión en la diferenciación. El número de miRK As diferencialmente 

expresados fue de 806, 335 y 883 en las comparaciones de C:\1Ehs vs. CMK, Cl\IN vs. :'-Jeuronas y C~1Ehs 

vs. Keuronas respectivamente y con un FDR de 0.1. Con un FDR de 0.05 el número de miRKAs 

expresado diferencialmente entre las CMEhs vs. Cl\!IN, Cl\!I:'-J vs. Kenronas y C:VIEhs vs. Keuronas fueron 

de 728, 270 y 798 respectivamente. Podemos concluir que hay un gran número de miR:'-JAs expresados 

diforencialmentc a lo largo de la neurogónesis a partir de C:'vIEhs lo cual es coherente con la amplia red 

de regulación que conlleva este proceso. Además, determinamos que el número de miRK As expresados 

diferencialmente entre C:Vl:'-J y Keuronas fue menor en relación a las otras poblaciones lo que podría 

deberse a que las CMN y Neuronas son poblaciones celulares con un patrón gónico más similar. 

Pudimos, además, determinar a partir del lista.do de miRK As expresados diferencialmente la presencia 

de 5 clústcres que reflejan 5 perfiles de expresión distintos a lo largo de las tres poblaciones celulares; y 

el listado de familias a las que pertenecen aquellos miRK As expresados diferencialmente en cada 

comparación de poblaciones. 

Por último, seleccionamos miRNAs que, por bibliografía, sabíamos que su expresión se induce en la 

neurogénesis, y los estudiamos de manera experimental. Validamos los niveles de expresión de los 

miRNAs: miR-124-3p, rniR-9-5p, rniR-9-3p, rniR-128, miR-125b-5p y rniR-125a-5 en las poblaciones 

celulares mencionadas; confirmando así los resultados obtenidos con la secuenciación masiva. 

182 



│



En estudios previos se ha demostrado que este clúster (o alguno/s de los miRNAs que lo componen) se 

encuentra/n desregulado/s en distintos cánceres, como el cáncer colorrectal, pancreático, renal, de mama, 

de próstata, de hígado y glioblastoma [147-155]. Además, existen estudios que relacionan este clúster 

con desórdenes renales y pancreatitis crónica [156] . 

Sin embargo, no existe aún información acerca de su rol en la neurogénesis. Dado que un gran número 

de miRNAs que están involucrados en los procesos de auto-renovación y diferenciación son ca-expresados 

como clústeres, funcionando como reguladores maestros de estas funciones, buscamos estudiar y modular 

la expresión del clúster miR-216/217 en CMPhs y en su diferenciación neuronal (objetivo 6). 

1.1 Validación experimental de la expresión del clúster miR-

216/217 en la diferenciación neuronal 

En primer lugar, y una vez establecido los miRNAs candidatos de estudio, buscamos validar los 

resultados bioinformáticos obtenidos en el análisis de la secuenciación masiva de manera experimental 

en las CMEhs H9. Además quisimos determinar si el perfil de expresión de este clúster miR-216/217 era 

el mismo en las CMPihs FN2.l. A continuación, entonces, medimos la expresión de los miRNAs 

pertenecientes al clúster por medio de una RT-qPCR con stem loop primers específicos para cada uno 

de ellos. 

Al analizar los niveles de expresión de este clúster de miRNAs en las CMEhs H9, CMN y neuronas 

(NEU), confirmamos que el patrón de expresión observado coincide con nuestros datos de secuenciación. 

Pudimos determinar, también, que el perfil de expresión del clúster miR-216/217 en las CMPihs FN2.1 

tiene el mismo comportamiento que el observado y determinado en las CMEhs H9: niveles de expresión 

no detectables en las CMPhs, y altos niveles de expresión de las CMN y NEU. A continuación 

presentamos los gráficos del análisis de expresión por R T-qPCR de los mismos tanto en las CMEhs H9 

como en las CMPihs FN2.1 (Figura 93). 
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Análisis de expresión diferencial: 

En el caso de la secuenciación 1, los datos de AR~-seq publicados fueron de los días 13, 14, 15 y 16 de 

una diferenciación de Cl\!lEhs a progenitores de cerebro anterior (PN). Realizamos entonces, sólo con los 

niveles de expresión del listado de genes blanco candidatos mencionado anteriormente, un análisis de 

expresión diferencial entre los distintos días de la diferenciación. Utilizamos dos FDR (del inglés, False 

Discovery Rate) distintos, para tener dos puntos de corte distintos. En la Tabla 17 (a) pueden verse 

aquellos genes de la lista expresa.dos diferencialmente en cada par de comparación. En las comparaciones 

entre los días 13 vs. 14 y 13 vs. 15, ninguno de los genes candidatos se expresó difcrencialmentc. De los 

56 genes target, 5 genes se expresaron de manera diferencial a lo largo de los días de la diferenciación a 

progenitores de cerebro anterior. Si bien esta diferencia. fue significativa. (p<0.05) , las diferencias de 

expresión (veces de cambio) observadas fueron pequeñas. 

En el análisis de la secuenciación 5, se comparó la expresión del listado de los 56 genes en C:YIPihs y 

neuronas diferenciadas a partir de las mismas. Al realizar la expresión diferencial utilizando el valor del 

p-ajnstado, no encontramos genes que se expresen diferencialment.e. Debido a esto, probarnos utilizar el 

p-valor como punto de corte. Determinamos que con un p-valor < 0.05, 5 genes se expresaron de manera 

diferencial entre ambas poblaciones celulares (Tabla 17 b). 

Para el análisis de la secuenciación 6, se comparó la expresión de genes nuevamente entre CMPihs y 

neuronas diferenciadas de las mismas. Realizarnos el análisis de expresión diferencial con dos FDR 

distintos, también para tener dos puntos de corte distintos. En este caso, la mayoría de los genes blanco 

candidatos se expresaron de manera diferencial (Tabla 1 7 c). 

a) 

Expresión 
FDR 0.1 FDR 0.05 

diferencial 

Día 13 vs. Día 16 
ANLN, WEE1, ANLN, 
CREB5, GRIA3 CREB5, GRIA3 

Día 14 vs. Día 15 WEE1 WEE1 

Día 14 vs. Día 16 WEE1, CREB5, WEE1, TFRC 
GR/A3, TFRC 

Día 15 vs. Día 16 TFRC, CREB5 TFRC, CREB5 

195 



│



a) 

o-
+ 
s: Tiempo 
;::: 

$ o PN 
" '-' 
eñ 
.2 • • 

"' • • • • 

• • • 
• • • • • 

o - • • • • • • • • 
' ' -1 N I -1 N I 

: 1 
N 

1 -1 
N 

1 
M M ..,. ..,. 

"' "' "' 
:01 :01 :01 :01 :o :o :o "O 

1 1 1 1 z z z z z z z z 
Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. 

b) 

• 

~- Población 
celular 

-----....... 
+ S CMPihs -s:: $ Neu ;::: 
o 
~ "' -
eñ • • .2 • 

• • • 
o - • • • • 

' ' -1 ~I -;;1 N I 

"' ::i 
.s: .s: ., Q) 

e: a: z z 
:::¡ :::¡ 
ü ü 

197 



│



a) 

1) 

4 -

3 -

Día 14 vs. Día 15 

WEE1 

1 

1 

1 

1 

1 

o 1 

~ 1 
6.. 

2
_ CREB5 1 

~ 1 

~ 1 1 
1 ----+-------+-----

3) 

,.... 
Ol 
.Q 
1 

1 - 1 • 1 

1 • 1 
1 • • • 1 

1 •• 1 

1 ' 1 

• o-
' ' - 2 - 1 o 1 2 

log2 (Veces de cambio) 

Día 14 vs. Día 16 

4 - 1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 T~RC 
I WE~1 1 

3 -

1 e ~Rlf3 
1 ANLN CREB5 1 

1 1 
1 1 

----+-------+-----
1 - 1 1 

1 1 
1 1 
1 1 

1 ' 1 
o-

' ' - 2 - 1 o 1 2 
log2 (Veces de cambio) 

199 

2
) Día 13 vs. Día 16 

6 -

~ 4 -
0 

~ 
1 
o.. 
o ,.... 
Ol o 

1 

1 

1 

1 
/l LN 

WEE1 

1 2 - 1 • 
ZNF107 

. 1 
CREB5 I 

G~IA3 
• 1 

1 

1 

1 • 1 ----,----"t:ERC...1----

4) 

,.... 
Ol o 
1 

o-

8 -

6 -

1 1 
1 1 

' 1 ' 1 
-2 -1 o 1 

log2 (Veces de cambio) 

Día 15 vs. Día 16 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 

1 

1 

CRJ B5 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

T~RC 

' 2 

2 - ~S~ GRl~3 I 
- - - - - .l. . F..lDL - L - - - - -

1 1 
1 1 

1 ' 1 
o-

' ' -2 o 2 
log2 (Veces de cambio) 



│



│

 



La medición de los transcriptos la realizamos por medio de una. RT-qPCR, donde pudimos medir los 

genes WEEl (del inglés, Weel-ll:ke protein lánase) , ANLN (del inglés, Anillin), RREBl (del inglés, Ras­

responsive element-binding protein 1), COL4A4 y GRIA8 (del inglés. glutamate ionotropic receptor 

AMPA typc subunit 3) (Figura 99). 

A partir de dicho análisis, pudimos determinar una inducción significativa de la expresión de WEE1 en 

las Cl\Il\I en relación a las C~vIEhs H9; y una. disminución de su expresión en las neuronas en relación 

tanto a las C:\1:-J corno a las C:\lEhs H9. Esta disminución coincide con lo observado en el análisis de 

expresión diferencial de las secuenciaciones 5 y 6, donde WEE1 presenta una baja expresión en las 

neuronas en relación a las C:\IPihs. Además, en los resultados del análisis de la secuenciación 1, dicho 

gen también presenta. una baja expresión en los primeros días de la diferenciación a progenitores de 

cerebro anterior en relación a los últimos días. 

Este gen codifica para una quinasa que genera una. fosforilación inhibitoria en CDKl, participando así 

de la regulación de la transición G2/ l\I del ciclo celular. 

A partir del análisis de expresión de los ARNm de ANLN J'' RREfll, observamos que no hubo un cambio 

significativo en su expresión en las C:l'l:.J en relación a las C:\IEhs; pero si la misma disminuyó en las 

neuronas en relación a estas últimas. Este comportamiento coincide con lo observado en las 

secuenciaciones 5 y 6. Además, en la secuenciación 1 la expresión de ANLN es menor en el último día 

de la diferenciación a progenitor de cerebro anterior en relación a los primeros días de diferenciación. 

El gen de ANLN codifica parn una proteína de unión a actina que tiene un rol importante en el 

crecimiento celular, la migración y la citoquinesis [158]. 

En cuanto a RREBl, el mismo codifica para un factor de transcripción zinc-.finger que actúa río debajo 

de la. vía. de señalización RAS. Se ha. demostrado que el mismo es esencial en el desarrollo embrionario 

de ratón[159]. 

Al analizar la expres10n de COL4A4 , determinamos una disminución de la expresión del transcripto 

tanto en las CMN como en las neuronas en relación a las CMEhs H9. Esta disminución la observamos 

también en el análisis de las secuenciaciones 5 y 6, donde la expresión de este gen es menor en las 

neuronas en relación a las CivIPihs de las que derivan. 

Este gen provee instrucciones para formar uno de los componentes del colágeno de tipo IV. 

Por último. a.na.li7:a.rnos la expresión de GRIA3, que codifica para GLUA3, una subunidad de los 

receptores ionotrópicos de glutamato tipo AMPA. Estos receptores permiten la transmisión sináptica 

química. rápida entre neuronas del sistema nervioso central. 
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Del análisis por RT-qPCR pudimos determinar que hay una disminución significativa del transcripto del 

mismo en las CM~ en relación a las CMEhs, mientras que no hay diferencia significativa en la expresión 

del mismo en las neuronas en relación a las otras poblaciones celulares. En el análisis de las 

secuenciaciones, este gen presentó una alta expresión en el último día de la diferenciación a progenitor 

de cerebro anterior en relación a los primeros días de diferenciación; y una alta expresión , también, en 

las neuronas en relación a las CMPihs de las que se diferenciaron (secuenciaciones 5 y 6). 
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Figura 99. Validación experimental de la expresic'in de los genes blanco candidatos del dúster miR.-216/217 

Análisis de los n ivele;; de expresión de los transcripto;; weel, rrebl. col4a4, gria:3 y anln. en C:VIEhs II9: células madre neuralei; 

(C:.\IN) y neuronas (~EU). Los gráficos m uestran p romedio + Error estúnda.r de las vece;; de inducción de ca da trnnscript.o 

rcla Livo a las CivlEhs H9 (fijadas arbiLrnriamenLe como 1 ). N-3. Se realizó la prueba eslaclísLica l de Studenl de dos colas y 

los valore;; se consideraron significativamente diferentes cuando (*) p < 0.05, (** ) p < 0.01 y (***) p < 0.001 v;;. C:I'vfEhs; (&) 
p < 0.05, (&&) p < 0.01 y (&&&) p < 0.001 vs. c rvil\. 
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Luego, analizamos el rol de uno de los miembros del clúster (miR-217-5p) de manera experimental 

mediante el uso de moléculas sintéticas mimics/inhibitors. En primer lugar medimos el efecto de la 

modulación de este miRK A en las CMK de H9, determinando que ni su sobre-expresión ni su inhibición 

afectaron de manera significativa el perfil del ciclo celular de estas células. 

Estudiarnos, también, el efecto de la sobre-expresión de este miRK A en las C:'vlPhs (H9 y FK2.1). 

Observamos que la expresión de este miRNA en estas células generó un aumento en el porcentaje de 

células en la fase G 1 en ambos casos. Este resultado refuerza la información obtenida por el análisis de 

ontología. génica. donde se relaciona. a estos miRNAs con la regulación de genes involucra.dos en el ciclo 

celular y la proliferación. Determinarnos, además, que la viabilidad celular no se ve comprometida por 

la sobre-expresión de este miR:-JA en ninguna de las dos líneas de C:rvIPhs. 

Quisimos analizar también, si había un cambio en los niveles de expresión de genes: de pluripotencía 

( OCT-4 y NANOG), marcadores de células neurales (PAX-6 y SOX-1) o en los transcriptos de los genes 

blanco candidatos seleccionados ciertos genes blanco de este miRK A reportados por bibliografía. A partir 

de este análisis determinamos una disminución significativa en la expresión del transcripto de OCT-4 en 

las C:'vIEhs tratadas con el mimic del miR-217 en relación a su control. En cuanto a los genes blanco, 

observamos una disminución significativa. en la expresión del gen blanco candidato GRIA8 en las Cl\IEhs 

H9 tra.nsfoctadas con el mimic del rniR-217 en relación a las cólulas control; y también, una. disminución 

significativa en la expresión de los genes blanco candidatos WEE1, SIRT1 y CICLINA Dl en las Cl'vIPihs 

F:-J2.1 tratadas con el rnfrnÜ'. del miR-217 en relación a las ClVIPihs control. 
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Discusión 

Existen dos tipos de procesos fundamentales en el desarrollo de un organismo: la división celular y la 

diferenciación celular. Para que haya un crecimiento normal, estos dos procesos deben estar finamente 

regulados y coordinados. 

En este sentido, las células madre (embrionarias humanas o adultas) tienen un rol crítico durante el 

desarrollo embrionario y en mantener la homeostasis en los individuos adultos. Un mejor entendimiento 

de la biología de las mismas permitirá a la comunidad científica comprender mejor determinadas 

patologías y posibilitará diseñar nuevos enfoques para su potencial uso en medicina regenerativa. La 

misma, se ha establecido como una alternativa futura para la reparación de tejidos y órganos afectados 

por distintas enfermedades. 

El estudio de los procesos que regulan la auto-renovación y pluripotencia de las células madre 

pluripotentes humanas, así como los procesos de diferenciación de las mismas, es necesario para avanzar 

en la construcción de este conocimiento. Estas habilidades, que caracterizan a estas células, se encuentran 

intrínsecamente relacionadas con la regulación de su ciclo celular y de su diferenciación. Si bien 

históricamente estos procesos se estudiaban por separado, una gran cantidad de evidencia ha contribuido 

a indicar que los mismos están estrechamente relacionados, siendo incluso considerados las dos caras de 

una misma moneda [65]. 

Estos procesos están regulados por complejos mecanismos moleculares en los que participan distintos 

agentes reguladores, entre los que destacamos las ciclinas, los factores de transcripción E2Fs y los 

miRNAs. Un mayor conocimiento de la función que cumplen los mismos permitirá, por un lado, obtener 

poblaciones celulares dotadas de una alta capacidad proliferativa inicial, como así también aumentar la 

eficiencia de la diferenciación con un total compromiso hacia un linaje específico. 

El objetivo principal de la presente tesis fue estudiar la expresión y regulación de los complejos que 

operan en la fase G 1 del ciclo celular a lo largo de la diferenciación de las CMPhs a NP; como también 

dilucidar la participación de los miRNAs tanto en la regulación del ciclo celular, en particular aquellos 

regulados por los factores de transcripción E2F, como en el proceso de diferenciación celular a neuronas. 

Perfil de expresión de los factores reguladores del ciclo celular en 

CMPhs y en su progenie neural 

Como mencionamos anteriormente, las CMPhs se han convertido en una herramienta esencial para el 

estudio de los procesos de desarrollo in vitro como también en otras áreas de la biología básica. Sin 
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embargo, para su uso seguro en la. clínica es necesario un entendimiento preciso de las vías moleculares 

que regulan el mantenimiento prolongado de la auto-renovación y pluripotencia in vitro. 

Existen varias publicaciones que evidencian la conexión mecanicista entre el ciclo celular y la auto­

renovación y las redes de pluripotencia. En este sentido, se ha reportado que los principales factores de 

transcripción reguladores de la pluripotcncia, OCT-4, NANOG y SOX-2, cumplen roles en controlar la 

transición a través del ciclo celular mediante la regulación directa de genes necesarios para la transición 

de la fase G 1 a la fase S como lo son CDK6 y CDC25A, y en acelerar la progresión en la fase G 1 [98, 

169, 170]. Del mismo modo, la maquinaria del ciclo celular ha sido implicada en la regulación de las 

redes mencionadas, incluyendo targets como OCT-4, NANOG y SOX-2 [171]. Por ejemplo, Brumbaugh 

et al. han reportado que ERK2 y CDKl/CICLII\A A2 fosforilan diferencialmente a NAI\OG in vitro, 

elevando la posibilidad de que CDKl funcione de forma análoga a ERK2, a lo mejor para mantener la 

expresión de :.JA:.JOG durante las fases S(\I: sin embargo, esto en ese momento era solo especulativo 

[172]. 

Hasta dónde llega nuestro conocimiento, se han propuesto hasta el momento varios escenarios que 

describen el ciclo celular de las ClVIPhs, pero las características precisas funcionales y moleculares del 

mismo aún se mantienen sin conocer. Debido a esto, durante mi tesina de licenciatura describimos la 

expresión de los transcriptos de las principales ciclinas en dos tipos de CMPhs, las C:VlEhs H9 y C:\IPihs 

F:.J2.1, y en PN derivados de CI'vfEhs, tema de estudio que, en su momento y hasta donde sabemos, no 

había sido estudiado aún. 

En la primer parte de esta tesis, profundizamos aún más este estudio, buscando arrojar un poco de lm:: 

sobre el entendimiento de la regulación del ciclo celular en los dos tipos de CMPhs. poniendo especial 

ónfasis en los tiempos y niveles de expresión de las principales ciclinas (a. nivel de AilNm con un nuevo 

enfoque experimental mediante un ensayo de arresto y liberación; y tambión a nivel proteico), en 

particular en la CICLINA E1. 

A partir de los resultados obtenidos, confirmamos que los ARI\m de la.s ciclina.s de tipo D se expresan 

de manera periódica en las C:.\1Ehs H9 y las C:\1Pihs F:.J2.1. Además. determinamos que la CICLINA 

D2 es la ciclina. de tipo D que se expresa más predominantemente en ambos tipos de cólulas pluripotentes, 

en particular, observamos que los niveles de expresión del AR:.Jm y de la proteína de la CICLINA Dl 

son significativa.mente menores que los observados en los FH. En línea con este descubrimiento, Card y 

colegas reportaron que los niveles de la CICLINA Dl son atenuados por el miR-302a en las CMEhs [98]. 

:\lás aún, en 2010 este mismo grupo reportó que la CICLINA D2 se expresa predominantemente en las 

C:\1Ehs H9 y que, durante el compromiso a un linaje, durante las etapas tempranas de la diferenciación, 

ocurre un cambio en la relación de la expresión de las CICLINAS D2 a. D1 [53]. 

Además, en el caso de las ciclinas de tipo A y B. estudios con C:\1Ems han revelado que las proteínas 

de las CICLINAS A2 y Bl son expresadas constitutivamente y más abundantes en las CMEms que en 

las célula.s somáticas :rvIEFs [173]. En consistencia con estos descubrimientos, 13ecker et al. observaron 
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una expresión robusta similar de las ciclinas de tipo A y B en CMEhs, a.tribuyendo estos altos niveles 

de expresión a la alta proporción de CI'vfEhs residiendo, en cualquier momento, en las fases S, G2 y 

~1[52]. En a.poyo a estos hallazgos, Keganova. et al. demostraron que en las CI'vIEhs los niveles de las 

CICLINAS A2 y B1 fluctúan durante el ciclo celular [57]. En línea con esta evidencia, determinarnos 

que los AR:.Jm de las CICLINAS A 2 y B1 se expresan de manera periódica en ambas líneas de C:\IPhs 

·y, determinamos también, que los niveles de expresión de su ARNm y proteína son mayores en las 

C~1Phs que en los FH, independientemente de su distribución del ciclo celular atípica.. Curiosamente, 

Liu et al, observaron que la actividad de AKT fluctúa a lo largo del ciclo celular, siendo reflejo de la 

expresión de la CICLINA A. Por otra parte, la deleción de la CICLINA A2 induce una elevada apoptosis 

en CivIEms, lo que apoya la idea de que la CICLI:.JA A2 estaría gobernando la supervivencia celular in 

VÍ'UO en gran parte al promover la activación de AKT [174]. Por lo tanto, queda por determinar si los 

altos niveles de expresión de la CICLINA A2 que observarnos contribuyen a. gobernar la supervivencia 

celular de las C~1Phs mediante la regulación de la actividad de AKT. 

Por último, los reportes de cómo la CICLINA E1 es regulada a través de la progresión del ciclo celular 

de las Cl\f Phs son muy contradictorios. En este sentido, Filipczyk et al. por medio de un ensayo de 

inrnunocitoquírnica determinó que el 100%. de las Cl\1IEhs que proliferan son positivas para la proteína 

CICLI:.JA El, concluyendo que la misma se expresa de manera constitutiva en las C:\1Ehs indiferenciadas 

del mismo modo que ocurre en las C~1Ems [55]. En esta misma dirección, el grupo de Singh et al. observó 

que la expresión de la CICLINA E1 no era. periódica, tanto a nivel de transcripto como proteico, en las 

C:VlEhs H9 [58]. Por el contrario, Abdela.lim et al. Reportaron que los niveles proteicos de la. CICLINA 

El aumentan alrededor de la transición G 1/ S en las CI'vfEhs [56]. 

En este sentido, en el presente estudio, determinamos que los niveles del ARNrn y el producto proteico 

de la CICLINA El oscilan a través del ciclo celular tanto de las C:tvIEhs como en las ClVIPihs, 

presentando un pico de expresión en la transición Gl/ S. Además, determinamos que hay una disminución 

de los niveles proteicos de la CICLINA El en la transición G2/ tv1 en estos tipos celulares. Este último 

resultado está respaldado por Neganova et al., quienes previamente observaron que las C:rvIEhs presentan 

menores niveles de expresión de la proteína de la CICLINA E1 en la transición G2/l\I [57]. En conjunto, 

nuestros resulta.dos son consistentes con los descubrimientos previos en cuanto a los niveles de expresión 

(tanto en sentido de abundancia corno periodicidad asociada al ciclo celular) del ARK rn y proteína de 

las ciclinas de tipo D, A1 y fl2 en C:'vIEhs. Cabe destacar que, en este trabajo, encontramos un 

comportamiento similar en las CMPihs, otro tipo de células pluripotentes. Sin embargo, determinamos 

que las fluctuaciones de los niveles de expresión del AR.Km de las ciclinas a lo largo del tiempo son 

distintas entre las C:'vlEhs y las CMPihs. Estas diferencias observadas en la fluctuación temporal del 

ARNm de las ciclina,s entre las líneas celulares H9 y FI\2.1 podrían ser explicada.s, al menos en parte, 

por una firma. de expresión génica que define el estado de las CMPihs como único y distinto del de las 

C:VlEhs [175]. Luego de un estudio completo de la expresión del gen de la CICLINA E1 utilizando 

distintos agentes químicos para la sincronización del ciclo celular y distintas condiciones de cultivo, 
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determinarnos que los niveles de expresión de su AilNm y producto proteico fluctúan a lo largo del ciclo 

celular de los dos tipos de Cl\IPhs estudiados. 

Consideramos que la discrepancia entre los trabajos mencionados, especialmente en lo que respecta a la 

regulación de la CICLINA E1 a través del ciclo celular de las C:rvIPhs, podría deberse a la variabilidad 

existente entre las diferentes líneas de C:tvIEhs/ CMPihs utili7.adas en los experimentos entre los distintos 

grupos, el tiempo en cultivo de las líneas celulares (número de pasajes) [,54], el uso de distintos protocolos 

experimentales o medios de cultivo, la ventana temporal en la que las células sincronizadas fueron 

sorteadas/ procesa.das/ analizadas, la contribución de algunas células diferenciadas o la sensibilidad del 

ensayo de \Vestern Blot o la calidad de los anticuerpos [51]. :'>Jotablernente, en este trabajo utilizamos 

distintos inhibidores farmacológicos y realizamos, además, ensayos de arresto y liberación para no perder 

la ventana temporal en la que la CICLINA E1 alcanza su máximo nivel de expresión, por un lado, y 

para confirmar que los cambios observados no se deben a un efecto secundario del inhibidor utili7.ado, 

por el otro. 

Curiosamente, los experimentos de arresto y liberación demostraron que la fluctuación en los niveles de 

expresión del ARNm de la CICLINA El no eran los mismos que los reflejados por los niveles de su 

proteína, lo que puede deberse a diferencias en su estabilidad y / o en los mecanismos que regulan la 

transcripción "Jr traducción. 

Por otro lado, considerarnos que el poder describir en detalle los aspectos rnecanísticos que conectan el 

cambio de la maquinaria del ciclo celular al destino celular resultará útil para el desarrollo de nuevos 

métodos para generar tipos celulares específicos de manera más eficiente. Con este propósito, en esta 

tesis también investigamos los cambios que ocurren en el ciclo celular y en el perfil de expresión de las 

cidinas en la progenie de las C:'vIEhs en los estadios tempranos de la diferenciación neural. En este 

estudio, encontrarnos que esta progenie diferenciada inmadura (KESTI:'>JA+/ CD133+) tiene un perfil 

del ciclo celular que se asemeja al de las células somáticas con una población en la fase G 1 alta. Es 

importante mencionar que los PK expresan niveles de expresión significativamente altos de las ciclinas 

de tipo D ( CICLINA Dl y D2) en comparación con los FH y las CMPhs. En este sentido, se ha reportado 

que la sobre expresión de las cidinas Dl y El en ratones acorta la fase Gl del ciclo celular, lo que lleva 

a una disminución en la neurogénesis y a un aumento en las poblaciones de las células progenitoras 

apicales e intermediarias [176-180]. Además, se ha demostrado que la CICLINA D2 es esencial para la 

expansión de las cólulas progenitoras neuralcs tanto en el cerebro del mamífero embrionario como en el 

del adulto [179, 180]. 

Por lo tanto, es concebible que los niveles de expresión de la CICLINA D2 y El que presentan los P:'>J 

deriva.dos de las C:'l'lEhs podrían ser requeridos para mantener su proliferación en ese estadio de la 

diferenciación. Recientemente, el grupo de Pauklin et al. reportaron que en la fase G 1 tardía, se induce 

la expresión de la CICLINA Dl y forma un complejo con factores de transcripción locus-específicos para 

reclutar co-activadores transcripcionales en los genes de neuroectodermo y en-represores en los genes de 
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endodermo en células madre [181]. Cabe destacar, que se ha demostrado que la actividad de las ciclinas 

de tipo D también promueven la formación del neuroectodermo durante la generación de las CMPihs 

mediante el aumento de la expresión de P AX-6 [182]. A partir de esto, podríamos especular que las 

ciclinas de tipo D podrían influenciar en el fenotipo asociado a la expresión de genes en los PN. 

Regulación de la CICLINA E1 en CMPhs y en su progenie 

neural 

Luego, profundizamos el estudio de la regulación del ARNm de la CICLINA El en las CMPhs 

asincrónicas. 

Cabe mencionar que el complejo CICLINA El/CDK2 es considerado el principal complejo ciclina/CDK 

en CMEms. También se encontró que la disminución en la actividad de CDK2 genera un aumento en la 

duración de la fase G 1 lo que establece un perfil de ciclo celular canónico en las CMEms, seguido de su 

diferenciación [183]. Resultados similares se vieron en las CMEhs [55 , 57]. Además, se ha determinado 

que la CICLINA El cumple un rol clave durante la derivación plenipotente de las CMEhs y, 

potencialmente, también durante el desarrollo normal del embrión [184] . 

Dado que altos niveles de la actividad de la CDK2 puede ser resultado de los altos niveles de expresión 

de la CICLINA El, quisimos estudiar las vías de señalización que regulan el ARNm de esta última en 

CMPhs. Si bien las cascadas de señalización PI3K/ AKT y MEK/ERKl/2 cooperan para mantener la 

pluripotencia de las CMPhs [112, 113] , sólo la inhibición de la vía de MEK/ERKl/2 causa la pérdida de 

la capacidad de auto-renovación y tasa de proliferación [113]. 

Por otra parte, la vía de señalización PI3K/ AKT tiene una relevancia predominante en asegurar la 

supervivencia de las CMPhs [114]. En consistencia con estos descubrimientos, en el presente trabajo 

demostramos que solo la vía MEK/ERKl/2, pero no la vía de PI3K/ AKT, regula los niveles de expresión 

del ARNm de la CICLINA El en células creciendo de manera asincrónica. 

En cuanto a lo que respecta al estudio de los factores de transcripción que podrían estar regulando los 

niveles de expresión del ARNm de la CICLINA El, enfocamos nuestra atención en el factor c-MYC y 

en la familia de factores de transcripción E2Fs. En el caso de c-MYC, ya ha sido reportado que este 

factor de transcripción podría tener un rol importante en regular promotores y miRNAs asociados a los 

genes principales de pluripotencia. Estos hallazgos implican que los genes blancos de la red de regulación 

de c-MYC juegan un rol esencial no solo en controlar la eficiencia de reprogramación, sino también en 

mantener la pluripotencia de las células madre [185-187]. Es más, se han identificado blancos directos 

de c-MYC como las ciclinas, incluyendo la CICLINA El, y las CDKs en las CMEms, lo que sugiere un 

rol de c-MYC en la regulación del ciclo celular de las células madre pluripotentes [115] . 
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estudiaron si la proteína FBW7 es regulada por miRNAs. En dicho trabajo identificaron al miR-27a-3p 

como uno de los principales supresores de esta proteína y, establecieron que mediante su acción, este 

miRNA evita la ubiquitinación y degradación de la CICLINA El (como mencionamos anteriormente, 

substrato clave de esta proteína) [121]. En este sentido, y en línea con nuestros estudios sobre la 

regulación de la degradación de la CICLINA El, analizamos los niveles de expresión de este miRNA en 

las CMPhs arrestadas con Afidicolina donde los niveles de expresión de esta ciclina son elevados. Si bien 

no determinamos diferencias significativas en la expresión de este miRN A en las CMPhs arrestadas en 

relación al control; en las CMEhs se observa una tendencia a un aumento en la expresión de este miRN A 

en las células arrestadas. 

Como mencionamos previamente, en el presente trabajo determinamos que la degradación de la 

CICLINA El estaría siendo por la vía del proteosoma mediada por la proteína SCFFbw7. En este 

sentido, consideramos que sería interesante profundizar este estudio, para determinar si este miRN A 

está involucrado en la regulación de la misma mediante la supresión de la proteína FBW7 tal y cómo 

describieron Lerner et al. 

Por otro lado, estudiamos la expresión del miR-16-5p. El mismo, ha sido descripto como regulador 

directo de la CICLINA El en diversos cánceres, disminuyendo la expresión de la misma, a nivel de 

ARNm y proteína, mediante su unión a la región 3 'UTR de su transcripto [122-126]. A partir de los 

resultados obtenidos en el presente trabajo, determinamos una posible regulación de la CICLINA El por 

medio de este miRNA en las CMPihs FN2.l dado que , la expresión del mismo disminuyó de manera 

significativa en las células arrestadas con Afidicolina donde los niveles de la CICLINA El son elevados. 

Si bien la misma tendencia se observó en las CMEhs H9, la misma no fue estadísticamente significativa. 

Consideramos que sería interesante profundizar este estudio, para poder describir el rol de este miRN A 

y determinar si el mismo regula efectivamente a la CICLINA El, y si esta regulación es directa, tal como 

se describió en ciertas publicaciones, o indirecta. 

Perfil de expresión temporal de la familia del miR-302, el miR-

145 y el miR-296 en el ciclo celular de CMPhs 

El ciclo celular representa no solo un mecanismo de división celular finamente orquestado sino que 

también cumple un rol importante en la regulación de la decisión del destino celular [54]. Como 

reguladores importantes de esta transición surgen, nuevamente, los miRNAs [198] . Entre ellos 

encontramos el clúster del miR-302. El mismo, es el clúster de miRNAs más enriquecido en las CMPhs, 

no solo importante en el mantenimiento de la pluripotencia, sino también, con un rol central en acelerar 

la transición Gl/S y promover la proliferación celular [199]. Por el contrario, los miR-145 y miR-296, 

son miRNAs que se inducen durante la diferenciación y silencian el programa de auto-renovación y 

pluripotencia [128, 200]. 

221 



Si bien se ha logrado un gran progreso en el conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados 

en la regulación del ciclo celular de las CI'vIPhs llevada a cabo por los miRNAs, su expresión temporal a 

lo largo de las distintas fases del ciclo celular aún se mantienen desconocidas. l\!Iás aún, no hay trabajos 

publicados sobre este tema en C.tvIPihs. 

Debido a esto, en el presente trabajo nos propusimos estudiar la expresión temporal del conjunto de 

miRNAs mencionados en dos líneas de C:VIPhs, las ClVIEhs H9 y las ClVIPihs FI\2.1. De nuestros 

experimentos de arresto (farmacológico) y liberación, podemos concluir que la familia del miR-302, el 

miR-145 y el miR-296 presentan una. expresión periódica. a lo largo del ciclo celular de las Cl\IEhs H9 y 

las C:\lPihs F:'>J2. l. A partir de estos resultados, proponemos que esta periodicidad permite un mejor 

control en la progresión del ciclo celular. Además, observamos que los niveles de expresión de la familia 

miR-302 se inducen en la transición Gl/ S, probablemente para. impedir el inicio de la diferenciación, y 

los mismos se mantienen elevados en la fase S. Es interesante destacar que observarnos un mayor nivel 

de inducción en la expresión de esta familia de rniRKAs en las CMPihs y, considerando su potencial uso 

en la medicina regenerativa, creemos que sería importante profundizar este estudio. 

En el caso de los miR-145 y miR-296, también observamos mayores niveles de expresión de los mismos 

en la transición Gl/ S y en la. fase S del ciclo celular, al comparar los niveles de expresión en las células 

que proliferan de manera asincrónica. Algunos estudios concluyen que las cólulas madre pluripotentes 

son menos susceptibles a las señales de diferenciación las fases S o G2 del ciclo celular en comparación 

con la fase G 1 [201]. Sin un estímulo de diferenciación, probablemente el aumento en la. expresión de 

estos miRI\As asociados a la diferenciación (miR-145 y miR-296) es contra-arrestado por los niveles de 

expresión mucho mayores de la familia. del miR.-302. Además, las C:\1Phs solo se diferencian una vez que 

disminuye en gran medida la expresión de la familia del miR-302 [202]. 

:\lcdiante un enfoque basado en un experimento de rnicro-array, el grupo de Lako et al. identificaron 

miRNAs que presentaban cambios significativos en su expresión entre las distintas fases del ciclo celular 

de las C:rvIEhs H9. En contraposición a lo que nosotros observamos, ellos no observaron mayores niveles 

de expresión de la familia del rniR-302 en la fase S. Consideramos que esto se debe a que en dicho trabajo 

utilizaron un límite en las veces de cambio mayor a dos (> 2.0-fold r:hange) para seleccionar aquellos 

miRNAs expresados de manera diferencial. Si bien las veces de inducción de la familia del miR-:m2 

podría no ser elevada., este incremento podría ser funcionalmente significativo. Para reforzar esta. idea, 

se ha reportado que el clúster del miR-302 representa más del 60%, de todos los rniRNAs expresados en 

las CMEhs [203]. 

Para obtener más información, realizamos un análisis de ontología génica (GO, del inglés gene ontology) 

utilizando un listado de confianza de genes blancos de la familia del miR-302 en las C:\IEhs obtenido del 

trabajo de Lipchina et al [203]. En el mismo, mediante un ensayo con la tócnica PAR-CLIP (del inglós, 

photo ar:tivatable ribonudeoside-enhanced cross-Unking and immwwprecipitatfon method) que permite 

la captura de aquellos ARNm blancos unidos a la proteína AG02, seleccionaron un listado de 146 genes 
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blanco de la familia del miR-302/367 de alta confianza. Estos mismos genes fueron aquellos que, también, 

en experimentos de inhibición de la familia del miR-302/367 aumentaban de manera significativa su 

expresión. 

Este análisis funcional reveló que hay una sobre representación significativa de genes regulando el ciclo 

celular, especialmente la transición Gl/S del mismo y la proliferación. Esto sugiere que el aumento de 

la expresión de la familia del miR-302 en la transición Gl/S que describimos tendría una relevancia 

biológica. 

También, llevamos a cabo un análisis de ontología génica de un listado de genes blancos de los miR-145 

y miR-296 obtenidos a partir de la base de datos miRWalk 3.0. Como esperábamos, confirmamos que 

los genes blanco estimados están involucrados en procesos biológicos relacionados con procesos de 

diferenciación. 

Un entendimiento más global de los miRN As y del impacto que los mismos tienen en distintos procesos 

biológicos requerirá de un conocimiento profundo, no solo de los genes blanco de miRN As específicos, 

sino también de los factores que regulan su actividad y de las vías que controlan la regulación espacio­

temporal de la expresión de estos miRN As. 

Generación de CMN y diferenciación neuronal a partir de las 

mismas 

En el inicio del segundo capítulo, describimos la generación de CMN y su diferenciación a neuronas para 

establecer parte del modelo de estudio que se utilizó posteriormente. 

La generación de CMN in vitro es un enfoque prometedor que permite investigar la neurogénesis, modelar 

enfermedades del Sistema nervioso central y diseñar sistemas de búsquedas de drogas. Dichas células, 

además, presentan un gran potencial de uso para la medicina regenerativa. En la ciencia básica, la 

generación de esta población celular in vitro es valiosa para estudiar el proceso de inducción neural y la 

diferenciación de progenitores hacia distintos tipos de neuronas. 

Siguiendo esta línea, la fuente más conveniente y aceptable de CMN son las CMPhs. Existen, sin 

embargo, distintos protocolos para su inducción y posterior diferenciación [204]. En los últimos años, se 

ha buscado generar protocolos replicables, eficientes y de bajo costo que permitan generar una población 

de CMN uniformes. 

Se han desarrollado distintas estrategias para derivar CMN a partir de CMPhs [18]. Entre ellas, la 

formación de EBs presenta ciertas desventajas entre las que se destaca una gran variabilidad debido a 

su tamaño inicial [205]. En este sentido, los protocolos en monocapa eliminan el paso de formación de 

EBs y, además, presentan la ventaja de que el cultivo está expuesto, de manera más homogénea a los 

morfógenos y factores de diferenciación y crecimiento [206]. 

223 



Para la generación de Cl\LK nos basarnos, entonces, en un protocolo en monocapa, con un medio de 

inducción neural sin suero, donde se logra una inducción neural en 7 días. Las mismas no expresaban el 

marcador de pluripotencia OCT-4, y sí expresaban los marcadores propios de las C~1~ (SOX-1, SOX-

2, NESTINA ·y PAX-6). Validamos, de este modo, la identidad de esta población celular. 

Es importante destacar que a partir de este protocolo obtuvimos c(~lulas con un potencial de 

diferenciación hacia los tres linajes neurales (neuronas, as trocitos y oligodendrocitos), si bien en la 

diferenciación oligodendrocítica, obtuvimos células con características de progenitores oligodendrocíticos. 

Consideramos que, en nuestras condiciones experimentales. los mismos no alcanzaron una maduración 

completa., y sí demostraron características típicas de lo que el grupo de Pouya. et al caracterizaron corno 

progenitores de oligodendrocitos (estadio III de la diferenciación, según la publicación [138]). 

Al diferenciar las Cl\JK (tanto las obtenidas de la línea de GMEhs H9 como de las Cl\IPihs FN2.1) hacia 

el linaje neuronal, lo hicimos basándonos en un protocolo de diferenciación in vitro en el que estas células 

se cultivan en rnonocapa y se diferencian durante 14 días. El protocolo de diferenciación neuronal 

consistió en utilizar un medio Neurobasal suplementado con aminoácidos no esenciales, D27, ácido 

ascórbico, DDNF "':!' GDNF (estos últimos dos son factores neurotrópicos importantes para la 

diferenciación de distintas poblaciones de neuronas durante el desarrollo [134, 135]). Este protocolo se 

basó en el trabajos de Yang et al. [129], al igual que el utilizado para la generación de C:\1~. A partir 

del mismo, la empresa Invitrogen lanzó un kit comercial a la venta. 

Además de confirmar por inmunofluorescencia que las neuronas obtenidas expresan los marcadores 

neuronales (TU.J-1 y l\!IAP-2); confirmamos la eficiencia de diferenciación. Determinamos, mediante la 

cuantificación del porcentaje de células positivas pa.ra TC.J-1 por medio de una citometría de flujo 

indirecta, obteniendo un 95,03% ± 2,38% de eficiencia. para las neuronas obtenidas a partir de las CMEhs 

H9, y del 96,453 ± 0,053 en el caso de las neuronas obtenidas a partir de las Cl\1Pihs FI\2.1. 

Por último, para terminar de validar el modelo celular a utilizar, se le hicieron mediciones 

electrofisiológicas a las neuronas obtenidas. Las mismas se realizaron en el IDioDA-l\!IPSP; en 

colaboración con el grupo de investigación de la Dra. Antonia ~1arin Burgin. La excitabilidad eléctrica 

requiere de la actividad conjunta de varios tipos de canales iónicos. En especial, los canales iónicos 

activados por voltaje como lo son los canales de Sodio (Na+) y potasio (K-), son importantes en las 

neuronas porque desencadenan y dan forma a los potenciales de acción. Varios estudios han demostrado 

que la densidad de estas corrientes en neuronas diferenciadas a partir de CMN aumentan gradualmente 

durante la diferenciación [207]. 

Una neurona post-rnitótica madura al insertar canales voltaje-dependientes en su membrana plasmática. 

Por lo tanto, la respuesta de picos (potenciales de acción) de una célula debido a una inyección de 

corriente puede utilizarse para. determinar la etapa de maduración de una neurona en diferenciación. En 

este sentido, Burman et al. describieron los distintos estadios de potenciales de acción como: pasivo (más 

inmaduro), pico abortivo, pico único y picos recurrentes (más maduro) [208]. El grupo de Song et al., en 
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particular, demostró que la frecuencia de disparos de potenciales de acción aumenta progresivamente 

con la maduración neuronal. En sus resultados determinaron que estas características electrofisiológicas 

eran casi idénticas entre las neuronas derivadas de CMEhs y las derivadas de CMPihs, demostrando por 

primera vez, de manera sistemática, que ambos tipos de CMPhs presentan una actividad neuronal 

similar[209] . 

En nuestras neuronas, pudimos registrar potenciales de acc1on y corrientes de Na+ a los 14 días de 

maduración. Los perfiles electrofisiológicos observados coinciden con los de neuronas inmaduras 

observando picos más recurrentes en el caso de las neuronas generadas a partir de CMEhs H9 y un pico 

único en el caso de las neuronas generadas a partir de las CMPihs, según lo establecido por Burman et 

al. 

Además, nuestros resultados coinciden con lo observado por el grupo de Esposito et al., donde observaron 

una excitabilidad incipiente en neuronas inmaduras, revelada por la pequeña amplitud de sus potenciales 

de acción y sus corrientes de ingreso de Na+ y egreso de K+ [210]. Autar et al. observaron lo mismo, 

determinando que a medida que el cultivo progresaba, había un porcentaje de células con disparos de 

potencial de acción espontáneos y repetitivos, lo que indica un aumento en la excitabilidad neuronal y 

maduración funcional del cultivo a lo largo del tiempo [211]. Como mencionamos anteriormente, existen 

reportes de protocolos largos de maduración neuronal [136, 137] , pero su realización excede los objetivos 

de nuestro trabajo. 

Identificación del miRN orna en CMPhs tratadas con un inhibidor 

general de los factores de transcripción E2Fs 

La división celular y la progresión del ciclo son controladas por mecanismos que aseguran la trasmisión 

adecuada de la información genética de una generación a otra. Por ende, el control del ciclo celular es 

un proceso complejo que involucra distintas vías de señalización. 

Por muchos años la regulación del ciclo celular ha sido estudiada principalmente debido a su relevancia 

en enfermedades híper proliferativas como el cáncer. Actualmente, el interés de la regulación del ciclo 

celular se ha expandido a otras áreas emergentes en la investigación como es el de las células madre [54]. 

Los factores de transcripción E2Fs son críticos en la expresión temporal de los genes oscilantes del ciclo 

celular y en los ARNs no codificantes. La vía RB/E2Fs es importante en la progresión del ciclo celular, 

mediante la estimulación para que las ciclinas y CDKs de la fase G 1 formen complejos. En las CMPhs, 

muchos de los roles de los distintos complejos RB /E2Fs y los factores que determinan a qué se une cada 

complejo aún son desconocidos. Existen pocos reportes sobre cómo es la expresión de los factores de 

transcripción E2Fs en las células pluripotentes y, hasta donde sabemos, no hay información sobre la 

interacción entre los factores E2Fs y los miRN As en las CMPhs. 
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En el presente trabajo estudiamos quó miRK As son regulados por los factores de transcripción E2Fs en 

las Cl\1Ehs H9 y en las Cl\IPihs FI\2.1. Para ello, tratamos a las Cl\!IPhs con un inhibidor general de los 

factores de transcripción E2Fs (pan-E2F) HLJ\1006474 en una concentración de 20µ1\1 por un periodo de 

24 horas. Dcterrnina.mos que, con esta concentración y tiempo de incubación, se induce un aumento en 

el porcentaje de c(~lulas en la fase Gl del ciclo celular y, además, la viabilidad de las C:'vlPhs no se ve 

comprometida. 

Los E2Fs también pueden ser inactivados al inactivar su compañero de dimerización (DP-1, del inglés 

dimcrizatfon paTtncr). Cn estudio utilizó un dominante negativo de un mutante de DP-1, el cual retiene 

su dominio de dimeriz;ación pero no tiene el del sitio de unión al ADN [212]. Estas mutantes, entonces, 

secuestran a los factores E2Fs que dependen de las proteínas DPs (del E2Fl al E2F6) de modo que no 

pueden unirse a. los sitios de E2Fs en el AD:.J. En dicho trabajo, determinaron que esta mutante DP-1 

induce un arresto de Gl en el ciclo celular. Del mismo modo, en otro estudio, la eliminación de DP-1 

mediante el uso de shAR:.J (del inglés, .mwll hoiirping RN A) también induce arresto del ciclo celular 

[213]. Esta información sugiere que los E2Fs deben unirse al AD:.J para poder estimular la proliferación, 

lo cual va en línea con lo que observamos en nuestros experimentos al utilizar el inhibidor HL:\10064 7 4 

dado que, el mismo, inhibe la unión al ADN de los complejos E2Fs. 

Luego, a partir de las C:'v1Ehs H9 tratadas con el pa.n-E2F, realizamos un análisis de AR:.J-seq de 

pequeños ARNs, y determinarnos aquellos expresados diforencialmente entre las cólulas inhibidas en 

relación a las C:'vlEhs control. Encontramos a partir de este análisis, 52 miRNAs expresados 

diferencialmente. De este listado, encontramos algunos miR:.JAs que fueron relacionados con la familia 

de los E2Fs en otras líneas celulares, y miR:.JAs cuya relación con estos factores de transcripción o con 

el ciclo celular de las CMPhs nunca fue descripta. 

En particular, destacarnos a los rniR-19a y rniR-19b. Los rniR-19a y miR-19b-1 son codificados por el 

chíster miR-17-19 locali~ado en el gen :VIIRl 7HG/ Cl:forf25 del cromosoma 1:) humano, mientras que el 

miR-19-b-2 es codificado por el clúster miR-106a-363 localizado en el cromosoma X humano. Si bien los 

miR-19b-1 y rniR-19b-2 se transcriben a partir de distintos genes, presentan la misma secuencia madura 

a la cual se la refiere comúnmente como miR-19b. Se ha descripto que los E2Fl, E2F2 J'' E2F3 se unen 

de manera directa al promotor del gen Cl:forf25 activando su transcripción en células HeLa. También 

que el factor E2Fl puede activar la transcripción del clúster miR-106a-303. A su vez, se ha descripto 

que el clúster rniR-17 ~92 puede disminuir la expresión del factor de transcripción E2F1 generando así 

una retroalimentación negativa en la red de regulación transcripcional [141]. Esta información va en 

línea con nuestros resultados donde vemos, en las células tratadas con el inhibidor de los E2Fs, una 

disminución en la. expresión de estos miRNAs en relación al control. Esto sugiere que estos miRKAs 

estarían siendo regulados por alguno/ s de los factores de transcripción E2Fs en estas líneaR de C:'v1Phs. 
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Posterionnente validamos estos cambios de expresión determinados en la secuenc1ac1on de manera 

experimental en algunos de estos miRI\As candidatos (miR-19a-3p, miR-19b-3p, miR-4454, miR-126üa, 

miR-1260b, miR-454-3p y rniR-30la-3p) tanto en CivlEhs H9 corno en ClVIPihs F:.J2. l. 

Además, estudiamos los genes blanco predichos de estos rniRNAs mediante un análisis de ontología 

génica. A partir del mismo determinamos que los mismos estarían regulando genes, directa o 

indirectamente, involucrados en las distintas vías de diferenciación y desarrollo. Entre dichos términos 

se especifica, también. la diferenciación y desarrollo neuronal. Diversos estudios han demostrado que los 

miembros de la familia del miR-19, entre los que se destacan los mill-19a y mill-19b, tienen un rol 

importante en la regulación del desarrollo del sistema nervioso, cardiovascular, la formación de vasos 

sanguíneos, entre otros. Además, se ha descripto un rol clave en la diferenciación, supervivencia y 

migración de las neuronas [141]. También existen trabajos que describen que el mill-19a. inhibe la 

diferenciación de las Cl'vI:.J a neuronas al regular de manera negativa al gen NEUROGENINA 1 [214]; y 

que el miR-19b promueve la proliferación de progenitores nenrales mediante la regulación de la expresión 

del gen PTEN [215, 216]. 

En cuanto a los otros miRI\ As, no encontrarnos reportes sobre los rnisrnos y su relación con los factores 

de transcripción E2F o las células madre plnripotentes. La mayoría de los mismos fueron estudiados en 

distintos cánceres. En particular esta descripto que el miR-1260b tiene como gen blanco a SFRPJ (del 

inglés, Sccrcted Prizzled-related prntcin 1) y, mediante su silenciarniento, activa la vía. de \Vnt/ -

catenina en un modelo de adenocarcinorna [217]. Se ha descripto, también, que el rnill-454-3p tiene corno 

blanco este gen y es capaz de activar esta vía y promoviendo la metástasis en cáncer de mama [218]. 

Esta vía, como mencionamos anteriormente, determina la mayor parte de los procesos de desarrollo en 

el estado embrionario y regula el mantenimiento, auto-renovación y diferenciación de las células madre 

del tejido adulto de los mamíferos. Sería interesante profundizar el estudio de estos miRNAs y poder 

determinar si los mismos regulan esta vía en nuestro modelo experimental. 

El miR-301a-3p, por otro lado, fue reporta.do como regulador de la proliferación mediante su gen blanco 

PTEN, en d~lulas escamosas esofágicas [219], y R UNX3 (del inglés, ntn related transcripction factor 3) 

en cáncer de próstata [220]. En nuestros experimentos observamos una disminución en la expresión de 

este miR:.JA en las C:rvIPhs tratadas con el inhibidor donde, a su vez, vimos un aumento en el porcentaje 

de células en fase G 1 del ciclo celular. Siguiendo esta línea de pensamiento, consideramos que podría 

estudiarse el aporte de estos miRNAs en la regulación de la proliferación de las ClVIPhs. 
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Identificación del miRN orna en la diferenciación neuronal y 

generación de CMN a partir de CMPhs 

Las CMN, como describimos anteriormente, son un subgrupo de precursores indiferenciados que 

mantienen la habilidad de proliferar y auto-renovarse, y tienen la capacidad de dar origen a los linajes 

neuronal y de glía en el sistema nervioso. La neurogénesis, iniciada desde CMN y que da como resultado 

neuronas nuevas funcionales, es un proceso fundamental tanto para el neuro-desarrollo embrionario como 

para la plasticidad del cerebro adulto. 

El proceso de generar una neurona funcional, incluyendo la auto-renovación de CMN, la especificación 

del destino celular, migración neuronal, maduración e integración, es regulado por el juego dinámico 

entre los factores de transcripción, el control epigenético, los miRNAs y las señales celulares extrínsecas 

del nicho en el que las células madre residen. En particular, se ha reportado que los miRNAs resultan 

relevantes durante la neurogénesis modulando la proliferación, diferenciación, maduración y migración 

celular [221] . 

Más aún, el estudio del rol de estos miRNAs durante la neurogénesis a partir de células pluripotentes 

(CMEhs y CMPihs) está en sus comienzos. Es muy probable que exista una red compleja en la cual 

determinados miRNAs, algunos quizás no conocidos o no descriptos en este contexto celular, orquesten 

el patrón de expresión neural durante la diferenciación. Hay miRNAs que pueden actuar en distintos 

estadios de los linajes de las células madre con diversas funciones en la promoción o represión de la 

diferenciación [222]. 

En un primer momento, la mayoría de los estudios donde se analizaba el rol de los miRNAs durante la 

neurogénesis se realizaron utilizando modelos animales [223]. Con el advenimiento de las CMPhs y la 

posibilidad de diferenciar estas células en CMN y, luego, en neuronas, surgió la oportunidad de estudiar 

el rol de estos miRNAs durante la determinación del destino neural en un contexto humano. En este 

sentido, se abrieron nuevos caminos para la generación de distintos tipos celulares neurales humanos 

que, previamente, eran difíciles de conseguir. 

Dado que los miRNAs están emergiendo como factores importantes durante la especificación del subtipo 

neuronal in vivo, los mismos podrían ser utilizados como herramientas adicionales para modular las 

decisiones hacia el destino celular neuronal. Los primeros en observar esto fueron Kim et al. [224], quienes 

reportaron que la inhibición del miR-133b resultó en un aumento en la diferenciación dopaminérgica de 

las CMEms. A pesar de los grandes avances en el campo, aún existen muchas preguntas que hacer. 

Actualmente, debido al desarrollo de la secuenciación masiva, no solo se asignarán nuevas funciones a 

los miRNAs existentes sino que también, nuevos miRNAs serán identificados y su rol en la neurogénesis 
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estudiado. Un ejemplo reciente es el descubrimiento del miR-3099 y su rol en la difcrenciaci(m neura.l 

[225]. 

En el presente trabajo, para encontrar posibles miRNAs candidatos involucrados en la diferenciación 

neuronal de Cl\IPhs, determinamos, en primer lugar, el perfil de expresión de los mismos en CivIEhs 

(H9), ClVIN generadas a partir de cólulas H9 y neuronas diferenciadas a partir de estas C::VI:.J por medio 

de una secuencia.ción masiva. de pequeños AR:.Js. 

A partir de dicho análisis, pudimos establecer el miRKoma de cada población celular, determinando en 

primer lugar el número de miRNAs expresados en cada población. 

Luego, y mediante un mapa. de calor, pudimos visualizar el perfil de expresión en cada. una de ellas (y 

en sus tres róplicas), observando un perfil bien definido en cada caso. Al comparar la expresión entre las 

tres poblaciones, se pudo observar una. similitud mayor entre las CMN y las neuronas en comparación 

con las Cl\!IEhs. Esto sería un indicio de que estas poblaciones celulares presentan una identidad más 

similar lo cual se ve reflejado en la dinámica de expresión de los miR:.l"As. 

En un estudio realiza.do por Kumar y colabora.dores, diferenciaron C::VI:.J a partir de CMPihs parn medir 

el miR:.Joma, y en particular, los ARI\rn expresados en cada una de estas dos poblaciones celulares. Si 

bien, en un análisis de correlación, estas poblaciones demostraron una alta superposición global en su 

transcriptoma, probablemente, por compartir características como la auto-renovación; los mapas de calor 

y análisis de componentes principales que llevaron a cabo entre las mismas demostraron un patrón 

discreto y uniforme, tanto el miRKoma como el trnnscriptoma, para. cada esta.día celular. Si bien en 

dicho estudio no estudiaron la diferenciación neuronal de estas c(~lulas, este último resultado coincide 

con el patrón distintivo entre C:VIEhs J'' C:'vI:.J que nosotros observamos, y cabe destacar, este grupo 

utilizó para la generación de las CivIK el mismo kit de inducción que nosotros utilizamos [226]. 

Esta diferencia también la. observamos en el análisis de expresión diferencial de los miR.K As entre las 

poblaciones celulares mencionadas. En el mismo, determinamos aquellos miR:.l"As expresa.dos 

diferencialmente en cada para de comparación ( CJvIEhs vs. Cl\!IN; C:'vIEhs vs. :.JEU "J' C:'vI:.J vs. :.JEU); y 

en esta. última comparación fue en la. que se observó el menor número de miRNAs expresados 

diferencialmente, volviendo a ponerse en evidencia una mayor similitud entre las C~1:.J y Keuronas en 

relación a las CivIEhs. 

:.Juevamente, en el análisis de expresión diferencial realizado por Kuma.r et al., describieron 51 y 4033 

miRNAs y AR:.Jm expresados diferencialmente entre las Cl\1Pihs y C:VI:.J que estudiaron [226]. Describen 

este repertorio de miR:.JAs como un número menor al obtenido en estudios previos y, atribuyen esta. 

diferencia, posiblemente al tamaño de la muestra, tipo de diferenciación y metodología. Ha sido descripto 

que el tamaño de la muestra afecta los resultados dado que, pequeños tamaños de muestra resultan, 

muchas veces, en listas de genes con poca precisión de predicción [227]. 
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Estudio del clúster miR-216/217 en la diferenciación neuronal a 

partir de CMPhs 

Como mencionamos anteriormente, a partir del análisis de expresión diferencial de nuestros datos de 

secuenciación masiva de pequeños ARNs, encontramos a la familia del mir-216. La misma consiste en 

cuatro miembros (miR-216a-5p/3p y miR-216b-5p/3p) (MIPF0000054 family accession, miRBase). Esta 

familia de miRNAs se encuentra localizada en el cromosoma 2p16 y junto con el miR-217 (miR-217-

5p/3p) forman el clúster miR-216/217. 

En humanos, los genes de estos miRNAs están localizados a lo largo de una región de~ 18 kpb y dentro 

del ARN no codificante MIR217HG (del inglés, MIR217 host gene). Este clúster se ha descripto como 

específico de cordadas [146], y existen diversas publicaciones que asocian a algunos miembros de este 

clúster con distintos cánceres, en general como supresores de tumores. 

En particular, han sido descriptos como miRNAs anti-t umorales en células de adenocarcinoma ductal 

pancreático (PDAC, del inglés pancreatic ductal adenocarcinoma) dado que la expresión ectópica de los 

mismos reducía la agresividad de estas células [153] . También se le atribuyó este rol en cáncer colorrectal 

al miR-216a, donde el grupo de Zhang y colaboradores demostraron que su sobre-expresión disminuía la 

migración e invasión de estas células in vitro, e inhibía la metástasis in vivo [154]. En tejido de células 

no-pequeñas de cáncer de pulmón se vio una baja expresión del miR-216b en comparación con la 

observada en tejido sano adyacente y, se demostró, que este miRNA inhibe la proliferación e invasión 

de estas células mediante la inhibición de su gen blanco SOX-9 [230]. 

Por el contrario, se demostró que el miR-216a actúa como un oncogén en células de carcinoma renal, 

promoviendo la proliferación celular, viabilidad y motilidad de las mismas, y suprimiendo la apoptosis 

[148]. Lo mismo se vio en relación a este miRNA en cáncer pancreático, donde determinaron que la 

inhibición del mismo aumentaba la apoptosis y disminuía la proliferación de estas células [152]. Siguiendo 

esta línea, también se determinó una alta expresión de este clúster en tejidos de glioblastoma, 

principalmente en el tipo pro neural [155] . Los datos del grupo de Zhang et al., por el contrario, demostró 

que la expresión de los mismos disminuía en tejidos de gliomas humanos en comparación con tejido sano, 

y que el miR-216b inhibía la migración e invasión celular de estas células mediante la supresión del gen 

FoxMl [231]. Estos resultados ponen en evidencia las diferencias de expresión y función que pueden 

tener los miRNAs dependiendo del contexto celular, tejido, entre algunas de las variables posibles. 

En nuestros resultados, en particular, determinamos que el clúster miR-216/217 estaba altamente 

expresado en CMN y neuronas, pero no encontramos niveles de expresión medibles en las CMEhs H9. 

En el mismo sentido, Kulcenty, K., et al estudiaron el perfil de expresión de los miRNAs durante la 

diferenciación neural a partir de CMPihs, y si bien no profundizan su estudio, mencionan al miR-217 

como uno de los 20 miRNAs más up-regulados en CMN. Para la generación de estas CMN utilizaron el 
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sobre la diferenciación a ectodermo, este mecanismo de acción de WEEJ podría tener sentido en nuestro 

modelo. Al investigar sobre miR~As reportados cuyo target fuera este gen, encontramos a los miRNAs: 

miR-195, miR-516-3p y miR-128a [99, 235]. Buscamos, entonces. los niveles de expresión de estos 

miRNAs en nuestros datos de secuenciación, encontrarnos que los miRNAs rniR-195 y rniR-516-3p se 

encuentran poco expresados en las C:.\1:-\ y ~EU, mientras que el miR-128-3p presenta una alta expresión 

en estas células. Teniendo en cuenta esto, consideramos que sería interesante investigar la regulación de 

WEEJ en nuestro modelo, y determinar si el mismo es regulado por el clúster miR-216/ 217 o por alguno 

de sus miRN As, o si el miR-128-3p podría ser el causante de su regulación. 

Por otro la.do. observamos que no hubo un cambio significativo en la expresión de los tra.nscriptos de 

ANLN y RREBJ en las C:'vI~ en relación a las CJvIEhs; pero si la misma disminuyó en las neuronas en 

relación a estas últimas. Al investigar en bibliografía, encontramos que se ha reportado en algunos 

trabajos sobre cáncer pancreático que este gen es un target directo del rniR-217. Cno de estos grupos de 

investigación, además, observó que cólulas de cáncer de mama que tenían delecionado el gen de ANLN, 

dejaban de presentar características de pluripotencia[236, 237]. A partir de esta información, 

consideramos sería interesante determinar si este gen es target directo también del miR-217 en nuestro 

modelo, y si su inhibición podría estar involucrada en la regulación de las propiedades de pluripotcncia 

en las C:.\1Ehs. 

En cuanto a RREBJ, además de nuestra predicción bioinformática donde RREBJ apareció en el listado 

de genes predichos para el clúster, no encontramos publicaciones en donde reporten esto de manera 

experimental. ~os llamó la atención una publicación que reportó que el miR-217 tiene como target 

directo a K-RAS y que, a su vez, K-RAS (del inglés. Kirsten rat sarcoma virus) induce la expresión de 

RREBl, por lo que una. disminución de K-RAS tendría corno consecuencia. una. falta de inducción de la 

expresión de RREBl. Esto nos genera la pregunta si en nuestro modelo la disminución de RREBl en las 

neuronas podría deberse a la acción directa o indirecta del rniR-217 [238]. 

Al analizar la expresión de COL4A4, determinamos una disminución de la expresión del transcripto 

tanto en las C:'vI~ corno en las neuronas en relación a las C1.1IEhs H9. No encontramos información 

específica sobre este gen en la pluripotencia o en la neurogénesis; o sobre miRK As que lo regulan. 

Finalmente, analiL:amos la expresión de GRIAS "':!' determinamos una disminución significativa del 

transcripto del mismo en las CMI\ en relación a las C:'v1Ehs, mientras que no hay diferencia significativa 

en la expresión del mismo en las neuronas en relación a las otras poblaciones celulares. En el análisis de 

las secuenciaciones, este gen presentó una alta expresión en el último día de la diferenciación a progenitor 

de cerebro anterior en relación a los primeros días de diferenciación; y una alta expresión, también, en 

las neuronas en relación a las CMPihs de las que se diferenciaron ( secuenciaciones 5 y 6). Estos últimos 

resultados refuerzan el rol importante de este gen en la neurogb1csis. Además, se ha reportado que una 

mutación puntual en este gen genera discapacidad intelectual y retraso en el desarrollo [239]. Habría que 
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A continuación, determinamos si la. inducción de la. expresión de este rniR:'-JA en las C11Phs tiene un 

efecto en la viabilidad celular. Se describió, en células de cáncer colorrect.al, que el miR-217-5p induce 

apoptosis mediante la inhibición de sus genes blanco PRKCI (del inglés, protein kinase e iota type Í), 

BA G3 (del inglés, BA G farrl'ily rnolecnlar chapcrone regnlator 3). ITGA V (del inglés, intcgrin s'nbnnit 

alpha v) y MAPKJ (del inglés, mitogcn-activated prote'in kúwsc 1), genes involucrados en la vía de 

señalización ERK-.MAPK. 

A partir de nuestros experimentos concluimos que la inducción de este miR:'-JA en ambas C:\1Phs no 

afecta de manera significativa su viabilidad celular. 

Luego, analizamos el efecto de la sobre-expresión del miR-217-5p en las C~1Phs en los niveles de 

expresión de los principales genes de pluripotencia ( OCT-4 y NANOG) y los marcadores de CMK PAX-

6 y SOX-1. Hay algunos trabajos publicados que reportan a. algunos de estos miRNAs como reguladores 

de la expresión de marcadores de pluripotencia. En particular, el trabajo de Roscigno et. al., identificó al 

miR-216a-5p como un regulador negativo de las propiedades de pluripotencia. Determinaron que la 

expresión de este miR:'-JA estaba disminuida. en los cultivos de células madre en cáncer de mama. Para 

obtener poblaciones de células madre, pusieron a cultivar en suspensión distintas líneas de cáncer de 

mama, y en esta condición, las mismas se enriquecen en células madre y crecen como mamo-esferas. 

Determinaron, entonces, en estos cultivos que la sobre-expresión de este miR:'-JA disminuía la expresión 

proteica de los marcadores de pluripotcncia NANOG y SL UG y el marcador de la transición EMT 

VIAfENTINA. También, al analizar la modulación de este miRKA en células de mama diferenciadas 

observaron que la down-regulación de este miRNA aumentaba la capacidad de las mismas de formar 

mamo-esferas; mientras que su sobre-expresión disminuía su capacidad de formar células madre, lo cual 

lo determinaron por estos ensayos de formación de mamo-esferas [149]. 

En línea con este reporte, otro grupo de investigación determinó también en cáncer de mama el rniR-

216a-5p era blanco del ARN largo no codificante DAKCR (del inglés, dijfcrentiation antagonizing non­

protein coding RNA), y mediante su inhibición, promueve la proliferación celular, invasión y migración. 

Demostraron también que la inhibición de este miRKA aumenta los niveles de las proteínas NAKOG, 

OCT-4 y SOX-2 [240]. 

Considerarnos que estos resultados tienen sentido con lo que observamos en nuestro modelo experimental 

donde la expresión de este clúst.er no es medible en las poblaciones de C:VIPhs que son las que presentan 

altos niveles de expresión de los marcadores de pluripotencia. Sería interesante determinar si la inducción 

de la expresión de este clúster de miRNAs en las CMN y neuronas generadas a partir de estas Cl\IPhs 

tiene que ver con una down-regulación de estos marcadores de pluripotencia en estas dos últimas 

poblaciones celulares mencionadas. 

A partir de nuestros análisis de la expres10n de estos genes por RT-qPCR pudimos determinar una 

disminución significativa de la expresión del transcripto de OCT-4 en las C:\1Ehs H9 tratadas con el 

236 



mindc del rniR-217. Considerarnos que sería interesante profundizar el estudio de este cambio y, en 

primer lugar, determinar si el mismo ocurre también a nivel proteico. 

Finalmente, y dado la investigación que llevamos a cabo sobre los genes blancos candidatos seleccionados, 

determinamos si había un cambio en la expresión de los mismos al modular la expresión del miR-217-

5p. De este modo buscarnos determinar si los cambios de expresión de los mismos en las distintas 

poblaciones celulares podrían estar siendo regulados de manera directa o indirecta por este miRNA. 

Incluimos en dicho análisis tres genes: SIRT1, FGFRL1 y la CICLINA D1, que por bibliografía 

encontramos eran genes blancos directos reportados, o regulados de manera indirecta. reportados de este 

miRNA [166-168, 241]. 

A partir de estos experimentos observarnos una disminución significativa en la expresión del transcripto 

de GRIA3 en las Cl\IEhs H9 tratadas con el mi1nü; del miR-217 en relación a las células control. Este 

comportamiento coincidiría con lo que observamos en las Cl\IN, donde determinamos una disminución 

de la expresión de este gen ·y, donde sabemos, la expresión de este miR~A se induce. 

En el caso de las C:tvIPihs, determinamos una disminución significativa en la expresión de los transcriptos 

de WEE1, SIRT1 y la CICLINA D1 en las células con sobre-expresión del miR-217 en relación al control. 

Los resulta.dos obtenidos en relación a. los genes de WEE1 y la CICLINA D1 que, como mencionamos 

previamente, están involucrados en la. regulación de la progresión del ciclo celular, podrían ir en línea 

con el aumento observado en el porcentaje de la fase G 1 en las C:'vIPhs tratadas con el rnfrnic de este 

miRNA. En este sentido, sería interesante profundizar el análisis de la regulación de estos genes y su 

función en la. regulación del ciclo celular. 

Creemos que estas diferencias observadas entre las C:\1Ehs y las C:'víPihs son un punto importante a 

tener en cuenta. Si bien las C:\IPihs se asemejan a las C:\IEhs tanto morfológica como funcionalmente, 

existen varias publicaciones que debaten las diferencias en la expresión gónica entre estos tipos de líneas 

celulares y llevan a cuestionar la equivalencia. de las mismas [242, 243]. 

A pesar de que el perfil global de expresión entre las C:'vIEhs y las CMPihs es similar, se han reportado 

diferencias sutiles en la expresión de AR.Km y miRNAs entre las mismas. Algunas de estas diferencias 

se han relaciona.do con la. "memoria epigenética" de la célula. somática de origen de las CMPihs. Este 

t(~rrnino se refiere a las marcas epigenéticas del tipo celular de origen en las CMPihs resultantes, lo que 

afectaría su expresión génica. Estas diferencias en la expresión génica, indicativas de una memoria 

epigenética, han sido demostradas en CMPihs derivadas de fibroblastos, tejido adiposo y queratinocitos 

así como en ClVIPims [243]. 

El grupo de Parrota et al, por ejemplo, realizó un análisis comparativo entre una línea de CMPihs 

reprogramada a partir de fibroblastos y la línea de Cl\IEhs H9; para identificar patrones bioquímicos 

específicos de cada una de ellas. En dicho estudio determinaron que, si bien en términos generales ambas 

líneas presentan un comportamiento similar, existen ciertas diferencias. Hipotetizan, también, que el 
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backgnmnd epigenético distinto entre ambos tipos de líneas celulares podría jugar, al menos en parte, 

un rol importante [242]. 

En otro estudio compararon el metiloma de ADN entre las Cl\if Pihs J'' las C:\IEhs con una resolución 

de báse única. A partir del mismo determinaron que si bien los patrones de metilación entre ambas 

líneas eran similares, identificaron ciertas regiones con una metilación distinta [244]. 

Considerarnos que las diferencias que pueden existir entre ambos tipos de C:'vlPhs, debido a el perfil 

epigenético y de metilación propio de cada línea, podría influir en la modulación diferencial que 

observamos en la expresión de los genes que estudiarnos. 

Otra explicación posible, podría ir en línea con diferencias en los genes blancos de los miRK As entre 

distintas líneas celular($. En este sentido, un estudio comparó grupos de genes reprimidos por los rnisrnos 

miRNAs en distintas líneas celulares y tejidos, reportando que la mayoría de los genes blancos no 

presentaban diferencias en su expresión, y que las diferencias en la expresión detectadas podrían 

atribuirse a efectos secundarios debido a la introducción del miRK A. ~1encionan, también, que existen 

isoforrnas de regiones 3 'UTR alternativas, generadas por clivajes y poli-adenilaci(m alternativos en 

distintos contextos celulares. Se ha determinado que estas isoformas alternativas influencian un - 10% 

de los genes blanco predichos al comparar cualquier par de líneas celulares. 

Una manera de distinguir entre ambas posibilidades es el uso del ensayo de luciferasa para poder 

distinguir aquella represión en la expresión de los ARNm mediadas de manera directa por los miRNAs 

de posibles efectos secundarios no deseados. 

Además, otra manera en que el contexto celular puede influir es en la expresión diferencial de proteínas 

de unión al ARK m, que pueden tanto aumentar como disminuir la. eficacia de los sitios de unión de los 

rniRNAs [245]. 

Teniendo en cuenta esto, consideramos que sería importante determinar si esta regulación de la expresión 

de estos genes es debido a una acción directa del miR-217, y si estos cambios ocurren, también, a nivel 

proteico. En el caso de Zhang et al. [168], Observaron también que el tratamiento con el ndrnic del miR-

21 7, en células IvI CF -7, disminuía su proliferación, arrestaba a las células en G 1 y disminuía la expresión 

de la CICLINA D1. En este estudio, determinaron que en esta regulación estaba involucrado el gen 

DACH1 (factor determinante del destino celular), el cual identificaron como gen blanco de este miRNA 

"Jr que, a su ve~, regula a la CICLINA Dí. 

El grupo de Sutaria et aL determinó la expresión de este dústcr en el páncreas. Sin embargo, menciona 

en su trabajo numerosos estudios que reportan la expresión del mismo en otros tejidos. En su trabajo, 

en particular, demostraron que el knock out del gen ~1IR217HG (que contiene a este clúster de rniRK As) 

en ratones era letal embrionario, no así el silenciamiento del gen de cada miRKA de manera 

individual[147] Esto lleva a la idea de que la falta de expresión de este clúster, o del ~1IR217HG, podría 

impedir el desarrollo de otros órganos además del páncreas. ~1enciona.n como órgano de interés el cerebro, 

238 



dado que midieron la expresión de este clúster durante el desarrollo embrionario y. observaron, que el 

mismo se expresaba en este tejido durante los días embrionarios 13.5 al 17.5. 

Además, si bien se centraron en el estudio del miR-217 en el desarrollo del cáncer pancreático, en el 

mismo determinaron al ARN rn REST /NRSF (del inglés, transcriptional repre.ssor neuron restrictive 

response elernent) corno un blanco directo de este rniR:'\ A. Este gen es un represor transcripcional de 

genes neuronales en tejidos no-neuronales [249]. Además, recientemente, una investigación realizada por 

el grupo de Copeland et al., describió un grupo de miRNAs involucrados en la correcta regulación de la 

vía de los FGFs para obtener una correcta la especificación de la cresta neural en los vertebrados. Entre 

los rniRK As enriquecidos en la cresta neural mencionan al rniR-217. En dicho estudio determina.ron que 

este miR)l"A, junto con el miR-20a y el miR-200a, promueven la identidad de la cresta neural mediante 

la atenuación de los niveles de señalización de FGF, en particular, los ARNm de FGF4, FGF18 y 

FGFR2. 

Consideramos que estos trabajos refuerzan la. idea. de un posible rol importante del dúster del miR-

216/ 217 en el desarrollo neural. Si bien queda mucho por esclarecer en cuanto a la regulación de la 

diferenciación neuronal a partir de CMPhs en la que estos rniRNAs participan, consideramos que sería 

interesante tener en cuenta también, el gen que contiene a estos miR)l"As: :rvIIR217HG. 

En este sentido, se sabe que no solo los miR.KAs de un mismo clúster, por su cercanía, suelen estar bajo 

el control de los mismos elementos regula torios (como lo son los promotores y enhancer.s), sino que 

también, se ha visto que los transcriptos que contienen miR)l"As, usualmente presentan perfiles de 

expresión similares a estos últimos, lo que indica que estos miRK As se transcriben como parte de este 

transcripto de AR.K largo. Esta organización poli-cistrónica en donde un trascripto primario contiene 

distintos pre-miR.KAs, puede permitir la co-regulación de los mismos si necesitan ser expresados al mismo 

tiempo [246]. 

Actualmente, no encontrarnos mucha información sobre la expres1on y regulación del AR)l" largo no 

codificante (lncR)l"A, del inglós long non-cod'i'ng RNA) :rvIIR217HG ni cómo se transcriben los miRNAs 

del clúster miR-216/ 217 a partir del mismo. Sin embargo, el estudiante David \Vu del laboratorio del 

Dr. Dan Lim de la UCSF realizó un estudio para analizar que lncR)l"A eran necesarios durante la 

inducción neural a partir de C:\IPhs. Si bien el :1'1IR.217HG no fue un gen blanco de su screening, sí nos 

dio información sobre el perfil de expresión del mismo durante la diferenciación neural a partir de 

C:\'1Phs. En la Figura 108, puede observarse un aumento en su expresión durante la inducción neural lo 

que refuerza la idea de que este lncRNA y el clúster de rniRNAs que codifica presentan el mismo perfil 

de expresión. 
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Creemos, de todas formas que el desarrollo y aplicación de tecnologías, corno el uso de proteómica., 

CRISPR/ Cas9 y las técnicas derivadas de secuenciaciones masivas de ácidos nucleicos e inmuno­

precipitación de la cromatina (como la técnica AGO-IP) van a ser fundamentales para poder abordar 

estas problemáticas. 

Teniendo en cuenta esto, y en paralelo a la modulación de la expresión de los miRNAs del clústcr 

utilizando los mimic/inhibüor, consideramos que sería interesante utilizar una estrategia que nos permita 

silenciar el clúster entero, y así determinar su rol en la diferenciación neuronal a partir de las Cl'vIPhs. 

Con este objetivo, buscamos llevar a cabo una estrategia de pérdida de función utilizando la tecnología 

de CRISPR/ Cas9. De este modo, nos aseguraríamos de silenciar completamente la expresión de todos 

los miembros del clúster a la vez. 

Brevemente, en esta. tócnica, una nuclcasa (en nuestro caso la Cas9), puede ser dirigida hacia casi 

cualquier targct de interós mediante el uso de un AR:.J guía (sgRNA) que la dirige hacia el sitio específico 

que se quiere modificar en el genoma, el cual debe estar próximo a una secuencia corta reconocida por 

esta enzima, denominada secuencia P A:\1 (del inglés protospacer adjacent sequence). De este modo, la 

nucleasa reconoce, por cornplemcntariedad de bases con el sgRNA y el reconocimiento de la secuencia 

P A:\1, el sitio de interés y genera un corte doble cadena en el ADK. Esto estimula, entonces, la 

maquinaria de reparación propia de las células, mediante las vía de KEH.J (del inglés, non-homologous 

DNA end joining) o HDR (del inglés, homology directed repair), lográndose así la edición génica. 

Se ha demostrado que al utili7.ar dos AR:.Js guías que dirigen la endonucleasa Cas9 a dos sitios del 

genoma distanciados entre sí, se puede generar una deleción entre ambos sitios de corte doble cadena. 

En el trabajo de Canver et al. determinaron que esta metodología puede generar deleciones de gran 

tamaño (desde 1.3 k b hasta 1 rvib); y que la frecuencia de dcleción es inversamente proporcional al 

tamaño que se quiere delecionar [24 7]. 

Aprovechando esta herramienta, diseí'iamos dos ARNs guías dirigidos al inicio (gRKA Startl/2) y final 

(gR:.JA End1/2) del clúster miR-216/ 217, buscando que la endonudeasa Cas9 genere cortes doble cadena 

en los extremos del mismo. De este modo, mediante la vía de reparación NEHJ, estaríamos deleteando 

el clúster completo (-18kb) y logrando así su silenciamiento. 

Actualmente nos encontramos realizando este experimento. Logramos clonar los gRJ'\As, co-transfectar 

los plásmidos en las CMPhs y generar cultivos unicelulares (clones) para iniciar la búsqueda de aquellas 

donde se haya generado el silenciamiento del clúster miR-216/ 217. 

Para. poder identificar las células donde ocurrieron los dos cortes y la deleción del clúster completo 

(clones positivos), diseñamos pares de prfrners internos que reconocen secuencias dentro del clúster y no 

deberían levantar ningún producto en caso de que la deleción fue efectiva. Y por el otro lado, pares de 
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pr·irncrs externos que reconocen a cada lado del sitio de corte, que deberían levantar producto en caso 

de delecionarse el clúster "':!' los extremos lindantes al mismo se acercan, de lo contrario, se encuentran a 

18kb aproximadamente uno de otro por lo que un producto de PCR en ese caso no sería posible. 

Si bien, hasta el momento, de las muestras anali7:adas por PCR para determinar los productos obtenidos 

con cada par de primers, en ninguno obtuvimos la deleción buscada; sí observamos la aparición de un 

producto de PCR con los primers externos 1 en dos poole.s de células transfectadas con la combinación 

de gRNAs S2El, lo que indicaría que en el mismo existe un don con el clúster rniR-216/ 217 delccionado. 

Este producto de PCR fue aislado y secuenciado para confirmar la identidad de secuencia. El resultado 

de la secuenciación fue alineado con el genoma y coincidió con las regiones río arriba y río abajo del 

clúster del miR.-216/ 217. Debido a esto, en el presente nos encontramos en la búsqueda de un clon 

positivo a partir de estos ]){)Oles de células. 

Por último, considerarnos que el conocimiento de los mecanismos mencionados y el diseño de estrategias 

para controlar la proliferación y la diferenciación de CivIN plausibles de ser empleados en terapias de 

reemplazo celular permitirá derivar suficiente número de células con capacidad para restaurar la 

estructura y función del tejido dañado, en un campo de estlHlio que está en gran crecimiento. 
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