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RESUMEN

En los ultimos afios, los avances en la ciencia de la reprogramacion celular han cuestionado el
dogma que se tenia hasta el momento, que afirmaba que las células del sistema nervioso no
podian cambiar su identidad una vez diferenciadas.

De hecho, recientes estudios han demostrado que la astroglia de la corteza de ratones
postnatales y adultos, se puede reprogramarin vitro e in vivo para dar lugar a neuronas.

Esto se consigui6 con la sobreexpresion de factores de transcripcion neurogénicos, abriendo
nuevas posibilidades en el uso de la astroglia endogena para tratar de reparar dafos
cerebrales.Por tanto, nuestra hipotesis consiste en que estas células de la glia pueden ser
utilizadas para la restauracion neuronal tras un dafio o perdida sensorial. En este trabajo,
demostramos que los astrocitos del tdlamo, una estructura clave en la correcta organizacion
del cerebro y sus conexiones, pueden ser reprogramados in vitro, dando lugar a neuronas
talamocorticales. Para ello, lo primero que hicimos fue detectar cudl era el factor de
transcripcion mas idoneo para la correcta reprogramacion de astrocitostalamicos a
neuronastalamocorticales, y lo comparamos con su efecto en astrocitos de la corteza, que
siriveron como control puesto que es una region ya estudiada. Una vez finalizado el proyecto,
concluimos que las identidades de las neuronas reprogramadas parecen corresponder a la
region de la cual provienen los astrocitos, a pesar de haber utilizado en ambos casos el mismo

factor de transcripcion, Neurogenin2, para reprogramarlos.

Palabras clave: Reprogramacion directa, Astroglia, Talamo, Neurogenin?.



SUMMARY

Advances in the field of cellular reprogramming have challenged the tenet that asserted that
the cells from the nervous system are not able to change their identity once they are
differentiated.

In fact, rent studies have proved that postnatal and adult mice’s cortex’s astroglia, can be
reprogrammed in vitro e in vivo, resulting in neurons. This was achieved by the over
expression of neurogenic transcription factors, opening new possibilities to the use of
endogenous astroglia, helping to treat cerebral damages. Therefore, our hypothesis presents
that the glial cells can be used for neural restoration after damage or a sensorial loss. In this
essay, we prove that the thalamic astrocytes -a key structure for the right organization of the
brain and its connections- can be reprogrammed in vitro, resulting on thalamocortical
neurons. For that, the first thing we did was detecting which one was the best transcription
factor for the right reprogramming of thalamic astrocytes to thalamocortical neurons,
comparing it with its effect in cortical astrocytes, that were used as control culture as they are
a region studied already.Once the project was finished, we concluded that the identities of the
reprogrammed neurons seem to correspond to the region where the astrocytes come from,
despite using the same transcription factor -Neurogenin 2- for reprogramming in both

stances.

Key words:Direct reprogramming, Astroglia, Thalamus, Neurogenin?.



INTRODUCCION

Historia

Uno de los principales dogmas de la biologia, era aquel que dictaba que la identidad de
las células diferenciadas no se puede cambiar. Sin embargo, recientes descubrimientos en el
campo de la reprogramacion nuclear sugieren que, gracias a la identificacion de los
mecanismos moleculares encargados de la diferenciacion celular, se puede reconfigurar la
identidad de una célula madura.

El primero en desafiar este dogma fue el Dr. John B. Gurdon, quien en 1962
(J.B.Gurdon et al., 1962) se dio cuenta de que las células maduras contienen la informacion
genética suficiente para dar lugar a todos los tipos celulares de un individuo. Para llegar a esta
conclusion, Gurdon realizd una serie de experimentos con ovocitos de ranas de la especie
Xenopuslaevis, unas con piel coloreada y otras con piel albina. En primer lugar, extrayendo
ovulos sin fecundar de la variedad coloreada y destruyendo los nucleos, conseguia eliminar
todo el material genético nuclear de esta rana. A continuacion, nucleos de células intestinales
de un renacuajo de la linea albina fueron trasplantados al 6vulo enucleado, dando lugar a un
ovulo con toda la carga genética necesaria para poder dar lugar a un individuo completo.
Cuando este ovocito de rana fecundado se desarrolld, dio lugar a un renacuajo, y mas tarde a
un adultoalbino. Estos experimentos demostraron por primera vez que cualquier célula
diferenciada contiene toda la informacion genética necesaria para dar lugar a todos los tipos
celulares.

Este descubrimiento supuso una auténtica revolucion en el campo, llegando a
desembocar en uno de los experimentos de clonacion mas conocidos, la clonacion de
mamiferos superiores, como el caso de la oveja Dolly(Campbell et al., 1996). Sin embargo,
estos experimentos tenian un grave problema: la mayoria de los animales mostraban
anormalidades fenotipicas, que parecian deberse a fallos epigenéticos de este método de

reprogramacion.

Células madre pluripotentes inducidas

Poco tiempo después, comenzaron a aparecer lineas de investigacidon que buscaban
alternativas al método de Gurdon.

Gracias a ¢l se sabia que se conservaba la posible pluripotencialidad de la célula a
pesar de la diferenciacion. Este descubrimiento dio lugar a la idea de que las células maduras

completas pueden ser revertidas a un estado de pluripotencia (Takahashi y Yamanaka, 2006).
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En este trabajo se describia como los factores de transcripcion asociados a la
determinacion del linaje pueden cambiar el destino de una célula cuando son expresados de

manera ectopica en ciertas células heter6logas.(Figura 1)
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Figura 1: Esquema de reprogramacion de células adultas a iPCS.
Fuente:http://www.sigmaaldrich.com/life-science/stem-cell-biology/ipsc.html

En este estudio, los factores de transcripcion utilizados fueronOct3/4, Sox2, c-Mycy
Klf4, dando lugar a reprogramacion en células de raton entre 1-2 semanas y 3-4 semanas en
humano. Las células resultantes son las hoy conocidas como Cé¢lulas Madre Pluripotentes
Inducidas (iPSC).

Desde que tuvo lugar este descubrimiento, las iPSC han sido obtenidas a partir de una
gran variedad de células iniciadoras procedentes de distintos organismos, incluyendo
humanos. A pesar de que esto pueda parecerla solucidon definitiva a una gran cantidad de
enfermedades, hay ciertos problemas que alejan esta técnica de su imagen utopica, como son
la eficiencia (en el articulo de Yamanaka apenas conseguian un 1% (S.Yamanaka y M.
Takahashi, 2006)), la posibilidad de desarrollar tumores (Nakagawa, et al., 2008), la
mutagénesis insercional (Selvaraj, et al., 2010) y una reprogramacion incompleta. (Kim, et al.,
2011).

La pluripotencialidad de estas células reside en la alteracion de la expresion de ciertos
protooncogenes que, cuando se ve desestabilizada su transcripcion, puede dar lugar a una
activacion constitutiva de los mismos, pasandose a llamar oncogenes. Esto se traduce en una

proliferacion descontrolada de las células, pudiendo llegar a producir un tumor.



Dentro del coctel de factores de transcripcion que utilizaba Yamanaka, los genes
cMycy Klf4 eran los responsables del comportamiento tumoral, dado que son protooncogenes.
Asi se vio que el 20% de los ratones crecidos a partir de iPSC desarrollaban cancer
(Swaminathan, 2007).

Ademas, el hecho de insertar genes exdgenos hace que se ponga en riesgo la
integridad del genoma de la propia célula. El gen que se ve a integrar en el genoma, va a
hacerlo de manera aleatoria, sin tener en cuenta la continuidad de los genes autdctonos. Eso
implica que se puede insertar tanto en espacios intergénicos, sin afectar a los genes
colindantes, como dentro de un gen, dando lugar a una mutacién del mismo. Al ser afectados
de manera indiscriminada, todos los genes corren riesgo de sufrir este tipo de alteracion,
dando lugar a consecuencias muy dispares.

Incluso si todos estos inconvenientes son sorteados, nos encontramos con otra gran
dificultad: Una reprogramacion incompleta.

El codigo epigenético, que tiene un porcentaje de responsabilidad muy alto en la
diferenciacion celular, debe ser alterado en las células que se van a reprogramar.
Recientemente se publicaron unos estudios (K. Hochedlinger et. al,. 2010) que mostraban que
las células iPS tenian una memoria epigenética, que consistia en una serie de modificaciones
quimicas en el ADN de una célula que provienen de la célula adulta original y que no han
sido borradas por la reprogramacion. Como consecuencia, también se limita el nimero de

tipos celulares a los que se podrian reprogramar mas tarde las células iPS.

Reprogramaciondirecta

A pesar de lo desalentadores que puedan llegar a ser los problemas que surgen de las
iPCS, se estd estudiando la posibilidad de evitar la gran mayoria de ellos mediante una
reprogramacion mas directa.

La manipulacion de sefiales propias de las células mediante la expresion forzada de
factores de transcripcion clave, ha demostrado ser una via muy eficaz para afectar y alterar la
identidad celular en una amplia variedad de contextos celulares.

En vez de revertir al estado de pluripotencia, el paso mds problematico del proceso, y
mas tarde forzar una diferenciacion de esa célula, se busca realizar el proceso de un solo paso.
Pasando directamente de una célula diferenciada a otra célula distinta, también diferenciada,
se evitan los riesgos de tumores y otras posibles alteraciones, asi como una aceleracion del

proceso de reprogramacion.



. Qué importancia tiene la reprogramacion para el sistema nervioso?

Una de las verdades inamovibles de la neurociencia ha sido la imposibilidad de las
neuronas para proliferar. Las tnicas células neuronales capaces de replicarse en el cerebro
eran las células gliales (o neuroglia), encargadas de dar soporte a las neuronas, siendo unas de
las células mas abundantes del sistema nervioso central.

Se sabe desde hace ya un tiempo que las células progenitoras neuronales adultas
(AANPC) continuamente estdn generando nuevas neuronas (de un subtipo especifico),
astrocitos y oligodendrocitos durante la edad adulta,pero de forma limitada en unas pocas
regiones distintas del cerebro: La zona subventricular del ventriculo lateral, la zona
subgranulardelgirodentadodel hipocampo y el bulbo olfatorio(Gage, 2000; Alvarez-Buylla
and Lim, 2004). (Figura 2).
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Figura 2. Corte sagital de cerebro humano. Sefialado en naranja (a) se encuentra el tilamo, en verde (b) el
hipocampo y en rojo (c) el ventriculo lateral.

Fuente:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Brain_human_sagittal_section.svg

Gracias a la reprogramacion directa, se podrian generar neuronas a partir de células
quesi que pueden proliferar, como los astrocitos de la neuroglia del sistema nervioso central
(SNC),que son capaces de proliferar en regiones dafiadas (Buffo et al., 2008). Estas células se
podrian reprogramar para dar lugar a neuronas, compensando en niimero la pérdida de estas
debidas a una enfermedad neurodegenerativa o una lesion cerebral (Berninger et. al., 2007,
Guo et al., 2014),

Dentro del SNC, el tdlamo (Figura 2) es el encargado de recibir los impulsos de los
estimulos recogidos por los sentidos (excepto el olfatorio) y redistribuirlos de forma
especifica a lo largo de la corteza, teniendo un sistema de comunicaciéon bidireccional

(corteza-talamo), conocido como sistema talamocortical (Z. Molnar y C. Blackemore, 1995).



La importancia de tratar estas terapias en el tdlamo radica en su funcién como
coordinador sensorial, basado en su divisidn en niicleos seguin el sentido: Visual, Somato-
sensorial y Auditivo (G. Lopez-Bendito y S. Garel, 2014).

De cada nucleo de este complejo salen proyecciones hacia la corteza de cada uno de
los sentidos. ;Pero qué pasa cuando las proyecciones en la corteza de un sentido se ven
dafadas?

Al no ser capaces de regenerar las neuronas de ese nicleo especifico, el dafio en esa
zona daria lugar a una privacion sensorial. Sin embargo, con el uso de la reprogramacion
directa en los astrocitos de la zona dafnada del talamo, convirtiéndolos en neuronas especificas
de cada sistema sensorial, podria ser posible la restauracion de las conexiones neuronales
perdidas.

Hasta ahora s6lo se han reprogramado, en su mayoria, astrocitos de corteza (J.Frisén y
J.P. Magnusson, 2016) dejando al tdlamo como un campo desconocido y sin explorar. Dado el
potencial y la importancia que tiene este campo en los seres vivos, merece la pena investigar

sobre los procesos capaces de reconfigurar y reparar este centro organizador.



ANTECEDENTES

Una vez se decidi6 seguir el camino de la reprogramacion directa, saltandose el paso
de la pluripotencialidad, los fibroblastos fueron las células utilizadas por excelencia.

La mayoria de los experimentos de reprogramacion directa que se han realizado hasta
la fecha han sido con fibroblastos, llevandolos a tipos celulares tales como cardiomiocitos,
linajes pancreaticos, células madres neuronales y hepaticas entre otras. A pesar de ello,
gracias al potencial de la reprogramacion en el Sistema Nervioso Central (SNC), cada vez se

estan llevando a cabo mas experimentos en este campo.

De Fibroblastos A Células Neuronales

En enero de 2010, un grupo de investigadores liderados por T. Vierbunchen (T.
Vierbunchen, A. Ostermeier et. al., 2010) publicaron en la revista Nature un articulo en el que
planteaban poder convertir directamente los fibroblastos en neuronas.

Necesitaban razonar qué y cudntos factores de transcripcion serian necesarios para la
reprogramacion de los fibroblastos. Para ello, clonaron un total de 19 genes bajo los
siguientes criterios: su expresion debia ser especifica de tejidos neuronales, debian tener un
rol significativo en el desarrollo neuronal o debian estar implicados en la reprogramacion
epigenética.

Un pool de lentivirus conteniendo los 19 genes se prepard para infectar fibroblastos de
raton en estado embrionario, de genotipo TauEGFP. Haciendo que se expresase la proteina
verde fluorescente especificamente en las neuronas (T. Vierbunchen, A. Ostermeier et. al.,
2010).

El hecho de que no se encontrasen ninguna célula de ese tipo previamente a la
infeccion, da a entender que, las que si se encontrasen después de la reprogramacion, serian
células nuevas que se han generado gracias a la infeccidon con los factores de transcripcion.
Rebajaron el nimero de genes combinados, dando con un conjunto de 5 factores de
trascripcion, (Ascll, Brn4, Mytll, Zicl yOlig2).

Con este coctel de factores, tres dias después de la infeccionin vitro, ya habiacélulas
con morfologia de neuronas inmaduras positivas para marcadores neuronales, desarrollando
una morfologia méas compleja y madura al quinto dia y alcanzando a partir del octavo dia un

numero constante de neuronas inducidas.



A nivel electrofisiologico se vio que la altura del potencial de accidn, el potencial de
membrana basal y la capacitancia, entre otros factores, mostraban signos de madurez con el
tiempo.

Tras muchos experimentos y reduciendo el coctel de genes a 3 (Ascll, Brn2 y Mytll),
fueron capaces de generar neuronas tanto glutamatérgicas como GABA¢érgicas,

morfologicamente fieles y con capacidad sinéptica in vivo.

Cambio De Identidad En El Sistema Nervioso Central

En el Sistema Nervioso Central nos podemos encontrar muchos tipos de células,
divididas en células de glia (neuroglia) y neuronas. Dentro de la neuroglia se encuentran los
astrocitos (tipo celular en el que se centra este trabajo), los oligodendrocitos y la microglia.

Se vio que la expresion forzada de Pax6 o Ngn2 en cultivos de astrocitos purificados
del neocortex de un ratdén pocos dias después de nacer es suficiente para convertir a los
astrocitos en neuronas inmaduras in vitro (Heins et. al., 2002; Berninger et. al., 2007) (Figura
3)

Mas adelante, los grupos de Gotz y Berninger consiguieron mejorar la reprogramacion
dando lugar a neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas activas electrofisiologicamente, a

partir de astrocitos de corteza, in vitro (Heins et. al., 2002).
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Figura 3: Reprogramacion segtn los factores de transcripcién aplicados a la Astroglia Cortical.
Fuente:Adaptacion del articulo P. Arlotta et. al., 2014. Programming and Reprogramming Neuronal

Subtypes in the Central Nervous System

Aunque las neuronas inmaduras que se generan no son capaces de diferenciarse
completamente ni de dar lugar a sinapsis funcionales (Berninger et. al., 2007), esta limitacion
se vio superada por el uso de Ngn2 o DIx2 en vez de Pax6. Asi se pudo dirigir la
reprogramacion de los astrocitos de corteza hacia neuronas sindpticas de cardcter tanto
glutamatérgico como GABA¢érgico (Heinrich et. al., 2010).

Investigaciones sobre Ngn2 han visto que este factor es suficiente para instruir

ectopicamente el nacimiento de neuronas glutamatérgicas cuando es sobreexpresado en

10



ciertos progenitores del Sistema Nervioso Central, que normalmente dan lugar a neuronas
GABAergicas. (Wichterle et. al., 2001; Mattar et. al., 2008).

Los estudios de cambio de astrocitos a neuronas subrayan la poca manipulacion
necesaria de los factores de transcripcidn para una reprogramacion directa de células

diferenciadas del SNC a neuronas (P. Arlotta y R. Amamoto, 2013). (Figura 4)

B_ in vivo Direct Lineage Reprogramming

l

Astrocytes
+Brn2
+Ascll
+Mytll

Subcerebral
Targets

Figura 4: Ejemplo de reprogramacion directa in vivo de células somaticas a motoneuronas y de astrocitos
en neuronas inducidas mediante la expresion de factores Ascl/l, Brn2 y Mytll. Fuente adaptada: Reshaping

the brain: direct lineage conversion in the nervous system, P. Arlotta et. al., 2013.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

OBTEJITVO 1: Poner a punto y analizar un cultivo puro de astrocitos del talamo, y
compararlo con cultivos puros de astrocitos corticales, que ya han sido previamente
descritos.

Se preparara un cultivo puro de astrocitos para conocer las diferencias entre las
poblaciones taldimicas y corticales, asi como para saber si hay diferencias en su capacidad de

reprogramacion.

OBTEJITVO 2:Comprobar la responsabilidad reprogramadora por parte del factor de

transcripcion, justificando que con solo una infeccion no se reprograman los cultivos.
Cercioraremos que la reprogramacion es debida al factor de transcripcion, no

unicamente al hecho de que sean infectadas, mediante el uso de un virus sin factor de

transcripcion.

OBJETIVO 3: Determinar las condiciones necesarias para reprogramar astrocitos
talamicos en neuronas, usando como control los ya estudiados astrocitos corticales.

Se reprogramaran tantoastrocitos de corteza como de talamo, para dar lugar a neuronas
corticales y talamicas, comparando asi la cantidad de células infectadas y reprogramadas, a la
vez que sus marcadores. Para ello vamos a utilizar el gen Ngn2, que se ha visto suficiente para
conseguir la reprogramacion celular por si mismo, sin necesidad de ser complementado con

otros factores.

OBTEJITVO 4: Analizar las diferencias en cuanto a eficiencia de reprogramacion entre
los cultivos de ambas regiones

El cerebro no esté regido inicamente por un tipo de neuronas, sino que estd poblado
por neuronas que se encuentran en distintas regiones, como el tdlamo y la corteza, con sus
correspondientes marcadores y que conectan con diferentes dianas. Para poder estudiar la
eficiencia de reprogramacion en cada sitio, se cuantifica el porcentaje de neuronas con
respecto al total de células infectadas. Una vez estimada la cantidad de células reprogramadas,
los diferentes perfiles proteicos se encargan de definir las diferentes identidades de las células

de cada entorno.
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MATERIALES Y METODOS

1. CEPAS DE RATONES ICR
El animal utilizado en los experimentos fue el raton de fenotipo silvestre en fondo

genético ICR (Institute of Cancer Research), a los 4 dias de nacer.
Todos los animales de este trabajo fueron tratados segun estipula la ley. Dado que no
tengo el titulo de experimentacion animal, las partes de los experimentos con animales vivos

las realizaron los integrantes del laboratorio.

2. VIRUS PARA LA INFECCION DE ASTROGLIA

Para la infeccion de astroglia se generaran retrovirus, a partir de células HEK 293T vy tres
plasmidos: dos para la capsula y uno que conformaré el genoma del virus.

La infeccion se hard con dos construcciones diferentes, una con el gen encargado de la

reprogramacion, Ngn2, y otra sin el gen. Esta ultima construccidn nos servird como control

para saber la capacidad de infeccion del virus.

a. CAG-Ngn2-IRES-TauGFP

N — 273.CAG-Ngn2-IRES-TauGF P

10148bp

| e

|
MLV PPT

Figura 5: Plasmido contenedor del gen de reprogramacion. Se pueden apreciar el promotor CAG (rojo),
Ngn2 (morado), la secuencia IRES (gris claro), TauGFP (turquesa bajo izquierda), el origen de

replicacion (gris oscuro), la resistencia a Ampicilina (amarillo), PBS (azul oscuro) y la secuencia psi

(turquesa arriba derecha).

En la Figura 4podemos ver la construccion del pladsmido utilizado para la infeccion de la glia.
Los fragmentos del plasmido permiten:

e CAG: Promotor constitutivo, mediante el cual se va a regir la expresion de Ngn?2.

e Ngn2:El gen encargado de la reprogramacion de los astrocitos a neuronas.
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e Secuencia IRES: Secuencia que tiene funcion de ‘puente’, permitiendo que continte

la transcripcion una vez se ha terminado de leer el Ngn2.

e TauGFP: Proteina Tau que se asocia a los microtiibulos axonales, unida a una

proteina fluorescente verde.
e Origen de replicacién: Lugar donde comienza la replicacion del plasmido.

¢ Resistencia a Amplicilina: Utilizada para la seleccion de colonias bacterianas

transfectadas.

e La secuencia psi: Senal de empaquetamiento que mete al plasmido dentro de la

capside.

b. CAG-IRES-TauGFP

CMV ennancer
|

R-US (truncaied)

_ /

AN

\

CONTROL-CAG-TaUGFP

8585 tp
LY BLTR (SIN)

MLV PPT

weRE ™

Figura 6: Plaismido control. Se pueden apreciar el promotor CAG (rojo), la secuencia IRES (gris claro),
TauGFP (turquesa abajo izquierda), el origen de replicacién (gris oscuro), la resistencia a Ampicilina

(amarillo), PBS (azul oscuro) y la secuencia psi (turquesa arriba derecha).

Lo unico que diferencia a esta construccion de la explicada anteriormente, es la ausencia
de gen reprogramador. Esto va a dar lugar a que las células infectadas con este virus no van a

ser capaces de transformarse, inicamente mostraran un color verde debido a la TauGFP.
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3. CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROGLIA CORTICAL Y TALAMICA
POSTNATAL
a. Obtencion del cultivo primario
Tras extraer el cerebro del raton al 4 dia de nacer, se realiza una incision por la linea
media, dividiendo el cerebro en los dos hemisferios. Una vez tenemos las dos mitades, se pasa

a la diseccion de las zonas necesarias para el cultivo: Corteza y Talamo. (Figura 7)

Figura 7: Corte sagital de un cerebro de ratén P4. Talamo sefialado en rojo (a) y corteza en azul (b).
Fuente: http://developingmouse.brain-

map.org/experiment/siv?id=100033295&imageld=100863388&initImage=nissl

Para poder hacer los cultivos necesitaremos talamos de tres cerebros distintos, y
corteza de un cerebro y medio, debido a que el tdlamo es una zona mucho mas pequena que la
corteza.

Los bloques de células se disocian mecanicamente con la pipeta en tampén KREBS
frio, una solucion que contiene NaCl,KCl, NaH2PO4, MgCI2, CaCl2 y agua destilada y
autoclavada.

Después son centrifugados en tubos Falcon(Sigma) de 15 mL durante 10 minutos a
1.000 rpm, resuspendidas y plaqueadas en botellas de cultivo de 25cm? en el medio de
cultivo. Este mediose compondrd de DMEM/F12 (Gibco), 3,5 mM de Glucosa (Sigma), 10%
de suero fetal de ternero (Gibco), 5% de suero de caballo (Gibco), y suplementado con B27
(Gibco), 10 ng/mL de factor epidérmico de crecimiento (EFG, Roche) y 10 ng/mL de factor 2
de crecimiento de fibroblastos (FGF2, Roche).
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Una vez el cultivo estd confluente, se preparan cubreobjetoscirculares de 12mm?
redondos con polilisina(Sigma) dentro deplacas de 24 pocillos (BD Biosciences). Se deja
durante toda la nochea temperatura ambiente para que este sustrato se adhiera bien al cubre.

Al dia siguiente, la polilisina se lava 4 veces con agua destilada autoclavada y se deja
secar en la campana.

Para pasar los cultivos de las botellas de cultivo a los pocillos de las placas, se les da
unos golpecitos a la cara donde estaban adheridos los astrocitos. Con esto lo que se consigue
es despegar los progenitores y células que no son astrocitos del plastico, dejandolos flotando
en el medio.

A continuacion, se retira el medio, dejando unicamente a los astrocitos pegados a la
base de la botella. Se hacen lavados con PBS atemperado, para quitar los restos de medio que
puedan quedar, dado que este inhibe la tripsina que se utilizard a continuacion.

Una vez esté la botella sin medio y limpia, se echa 1ml de tripsina y se deja incubar
durante 5 minutos a 37°C. Pasado ese tiempo, se recogen las células que estén en la tripsina y
se pasan a tubos Falcon de 15 mL, donde se afiaden 3 mL mas de medio (Se afiaden 2n+1ml
de la tripsina que haya en el tubo).

Centrifugamos a 1000 rpm durante 10 minutos para precipitar las células.

Se quita el sobrenadante y se resuspende en 1 mL de medio. A continuacién se cuenta

el nimero de células que tienes en cada uno de los tubos en camaras de Neubauer.(Figura 8)

Figura 8:Camara de Neubauer junto a contador.

En funcién del nimero de células que tengas, se diluye hasta conseguir tener 500,000
células/mL.

Una vez tenemos ese volumen final con la concentracion requerida, cogemos 100l de
medio con células y le anadimos 400 uL. de medio con proteinas especificas para astrocitos en

cada pocillo. Este volumen se echa en las placas con los cubres que, previamente, se han
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tratado con polilisina. Se dejan durante dos horas en el incubador para que las células se
peguen al fondo.

Pasado el tiempo de incubacion, se infectan las células con el virus. Al dia siguiente se
cambia el medio de astrocitos por medio neurobasal suplementado con glucosa 50mM,
Penicilina/Streptomicina 100U/ml, Glutamax 1X y suplemento B27 al 2%. Esto se hace
porque como hay astrocitos infectados que van a reprogramarse a neuronas, van a necesitar un
medio de cultivo con las propiedades necesarias para que crezcan las neuronas.

Entre 7 y 8 dias después de la infeccion (para darles tiempo a cambiar), las células se
fijan con PFA al 4% durante 15 minutos. Se lavan a continuacidon con PBS para dejarlas listas

para comenzar la inmunofluorescencia.

4. INMUNOFLUORESCENCIA

Tras realizar varios lavados con PBS, se procede a incubar las placas, durante una hora
a temperatura ambiente, con una solucion de bloqueo compuesto por 2% BSA (Sigma) y 0.1%
Triton (Sigma) diluidos en PBS. Este paso se encarga de bloquear, gracias a la albumina, las
uniones inespecificas con otras proteinas para evitar que los anticuerpos que vamos a utilizar
hibriden con ellas y den lugar a sefiales falsas. Mientras tanto, el Triton se encarga de
permeabilizar la membrana celular y permitir el paso de los anticuerpos que se utilizaran a
continuacion al interior de la célula. Una vez pasado el tiempo, se retira la solucién de
bloqueo y acto seguido se pasa a poner el anticuerpo primario (Tabla 1), diluido en solucion

de bloqueo, que se incubara siguiendo el método de la Magic Box.

Método magic box:

En una caja opaca, con una superficie esponjosa en el interior, es donde se incuban los
anticuerpos. Se humedece la superficie esponjosa y se coloca una lamina de Parafilm,
ocupando la superficie necesaria para la colocacion de los cubres.

Una vez puesta, se colocan gotas de 12 pL con los volimenes y concentraciones
adecuadas de anticuerpo en la solucion de bloqueo, a lo largo del parafilm. Los anticuerpos
que estén a una concentracion de 1:1000 (GFP, Tujl y GFAP) se usardn a un volumen de 1.2
uL por gota y de 1:500 (Vglutl, Vglut2 y GAD67) a 2.4 pL por gota.

De cada una de las mezclas, se pipetean los 12uL necesarios para cada gota. Una vez
puestas las gotas en el parafilm, se ponen encima (por la parte del vidrio en la que estan las

células) los cubres sobre su correspondiente gota.
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Se deja la caja tapada en la nevera, a 4°C durante toda la noche, hasta el dia

siguiente.
ANTICUERPO PRIMARIO
Epitopo Paratopo Hecho en Concentracién Referencia
GFP Anti-GFP Pollo 1:1000 AveslabsGFP1020
TUJ1 Anti-TUJ1 Ratén 1:1000 CovanceMMS435P
GFAP Anti-GFAP Conejo 1:1000 SigmaG9269

Tabla 1: Datos de los anticuerpos primarios de la inmunofluorescencia.

Una vez pasado el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, este se retira, se
vuelven a colocar los cubres con los cultivos en la placa de 24 pocillos y se hacen varios
lavados de PBS para retirar los posibles restos de anticuerpo. Una vez se ha limpiado se
procede a poner el anticuerpo secundario en solucién de bloqueo, alcanzando un volumen
total de 300uL por pocillo (Tabla 2). La incubacidn con el anticuerpo secundario se realizara
durante dos horas a temperatura ambiente, tapado con papel de plata, evitando asi que entre la
luz y se desgasten los fluorocromos conjugados a los anticuerpos secundarios.

Tras la incubacion, se retira el anticuerpo secundario y se procede a hacer lavados con PBS,
eliminando los posibles restos que nos pudiesen dar lugar a fondo.

Para marcar el ntcleo celular se incuba cada pocillo con 4 ', 6-diamino-2-fenilindol
(DAPI). Se deja durante 3 minutos en la placa, también tapada, a temperatura ambiente.

Tras un par de lavados con PBS, se preparan los portaobjetos escribiendo los detalles
de los cubres que se monten ahi. Se pone una gota de 7 uL de Mowiol(Sigma) por cada cubre
que vaya a ir en el portaobjetos, dejando caer la parte del cultivo celular en contacto con el

pegamento. Una vez seco, esta listo para observarse en el microscopio.

ANTICUERPO SECUNDARIO
Epitopo Paratopo Hecho en Color Concentracion Referencia
Anti-GFP Verde Mol. Probes
Anti-Pollo Cabra 1:500
(Pollo) (A1-488) Al11039
Anti-TUJ1 Rojo Mol. Probes
Anti-Raton Asno 1:500
(Raton) (Al-546) A10036
Anti-GFAP R. Lejano
) Anti-Conejo Cabra 1:500 Chemicon
(Conejo) (Al-647)

Tabla 2: Datos de los anticuerpos secundarios de la inmunofluorescencia.
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5. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA
Se utilizara el microscopio de fluorescencia Leica DM500 B, el cual tiene una camara
Leica DFC550 y esta conectado a un ordenador, desde el cual se tomaran las fotos utilizando
el software Leica Application Suite X.
Se tomaréan 10 fotos de cada cubreobjetos, en cuatro canales distintos (azul, verde, rojo
y rojo lejano) con un objetivo de 20x. Estas fotos se tomaran para realizar mas adelante

cuantificaciones.

6. CUANTIFICACION CELULAR
Para la cuantificacion celular utilizaremos el programa ImageJ, que nos va a

permitir contar el nimero de células positivas para cada marcaje.

7. ESTADISTICA
Para la realizacion de las estadisticas de este trabajo se utiliz6 el programa Prisma
GraphPad, sometiendo los datos a los test:
e D’Agostino-Pearsoon 6mnibus normality test
e Shapiro-Wink normality test
e Kolmogrov-Smirnov tes with Dalla-Winkinson-Lillefor P value
También se realize un t-test no pareado y, dependiendo de si la distribucion de los datos

resulta ser normal o no, se realizard un test paramétrico o no paramétrico respectivamente.
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RESULTADOS

Gran pureza en los cultivos de astrocitos

Cultivos celulares de astrocitos no infectados de ratones P4, tanto de region talamica
como cortical, fueron utilizados como controles para conocer la pureza en astrocitos de los
cultivos. El hecho de que estos cultivos no hayan sido infectados nos indica que ninguna
célula ha sido reprogramada, por tanto, todas pertenecen al cultivo. Estas células han sido
cultivadas en un medio especifico de astrocito, favoreciendo asi inicamente su crecimiento
celular, y no el de las neuronas.

Se vio que estos cultivos no presentaban sefial en los canales verde (VGFP) y rojo
(Twl), donde se mostrarian la infeccion del virus y el axon neuronal respectivamente. En el
caso de que se viese alguna sefial de neuronas en el cultivo, estas vendrian del propio cultivo

y no habrian sido reprogramadas. (Figuras 9 y 10)

La inmunofluorescenca de estos cultivos se realiz6 con anticuerpos Anti-VGFP, Anti-

Tujl y Anti-GFAP (Tablas 1y 2), usandose el DAPI para tefiir los nicleos.
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Figura 9: Comprobacion de la pureza de los cultivos de astrocitos de Corteza. A) Imagen de la
inmunofluorescencia de los astrocitos con las sefiales de DAPI, GFAP y Tujl. B) Merge de los canales de
DAPI, GFAP y Tujl. C) Estadistica comparativa de la cantidad astrocitos y neuronas en el cultivo.
Realizada con la media del porcentaje de células de cada tipo celular, mas menos el SEM (Standard error

mean). Barra escala =50um.
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Figura 10: Comprobacion de la pureza de los cultivos de astrocitos de Talamo. A) Imagen de la
inmunofluorescencia de los astrocitos con las sefiales de DAPI, GFAP y Tujl. B) Merge de los canales de
DAPI, GFAP y Tujl. C) Estadistica comparativa de la cantidad astrocitos y neuronas en el cultivo.
Realizada con la media del porcentaje de células de cada tipo celular, mas menos el SEM (Standard error

mean). Barra escala =50pm.
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Figura 11: Comparacién de la pureza de los cultivos de astrocitos de tidlamo y corteza. A) Merge de los 3
canales del cultivo de tidlamo y corteza. B) Grafica con la media del porcentaje de astrocitos de talamo y

corteza en cada cultivo, mas menos el SEM (Standard error mean). Barra escala =50pm.

La diferencia entre el porcentaje de astrocitos de corteza y tdlamo no resultd
significativo (Corteza= 81.54% =+ 4.15, n=8, Télamo=76.19% =+ 18.6, n=8; realizado un t-test

no pareado paramétrico con un P. value= 0.29).
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La infeccion de astrocitos de talamo y corteza con una construccion sin factor de

transcripcion no reprograma las células

Los cultivos infectados con el virus con la construccion CAG-IRES-TauGFP
(Figura 7) presentaron sefial verde correspondiente al VGFP, asi como sefal en el rojo lejano
que marcaba a los astrocitos, GFAP. No se observo sefal alguna en el canal rojo, donde se
deberia expresar el marcador de neurona Tujl.

Se observaron algunas sefiales celulares en el canal del marcador de astrocitos, que no
se veian reflejadas en el canal correspondiente a la infeccion. Esas células se contaron como

astrocitos no infectados. (Figura 12)
A

Figura 12: Astrocitos infectados con un virus con la construccién CAG-IRES-TauGFP. A) Imagen de la
inmunofluorescencia de los astrocitos de talamo y corteza con las sefiales de DAPI, GFAP, GFP y Tujl. B)
Merge de los canales de DAPI, GFAP y Tujl de los cultivos de tilamo y corteza. C) Estadistica
comparativa de la cantidad de astrocitos de tdlamo y corteza infectados con la construccion CAG-IRES-
TauGFP. Realizada con la media del porcentaje de células de cada tipo celular, mas menos el SEM

(Standard error mean). Barra escala =50um.

La diferencia entre las células infectadas no ha sido significativa, por lo que se supone
que la infeccion en las dos zonas es similar. (Corteza= 50.16% = 0.33, n=3, Talamo=56.77%

+ 8.66, n=3; realizado el test de Mann-Whitney dado que tenia un n<5. P. value=0.7).
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Exitosa reprogramacion celular de astrocitos hacia neuronas

Se vio que los astrocitos, tanto taldmicos como corticales, son capaces de ser
reprogramados en neuronas mediante una expresion forzada de Ngn2, usando como vector el
retrovirus con la construccion 273-CAG-Ngn2-IRES-TauGFP (Figura 6).

En las células infectadas con este virus se vio una morfologia distinta a la de los
astrocitos, ademads de ser positivos para el marcador neuronal Tujl, una proteina beta-tubulina
que marca el axon de las neuronas. (Figura 13).

Esa sefial no se podia apreciar en los otros cultivos, donde no habia habido una

reprogramacion al faltar el factor de transcripcion.
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Figura 13: Astrocitos infectados con un virus con la construccion 273-CAG-Ngn2-IRES-TauGFP. A)
Imagen de la inmunofluorescencia de los astrocitos de tilamo y corteza con las sefiales de DAPI, GFAP,
GFP y Tujl. B) Merge de los canales de DAPI, GFAP y Tujl de los cultivos de tialamo y corteza. C)
Estadistica comparativa de la cantidad de astrocitos de tilamo y corteza infectados con la construccion
273-CAG-Ngn2-IRES-TauGFP. Realizada con la media del porcentaje de células de cada tipo celular, mas
menos el SEM (Standard error mean).(*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005) Barra escala =50pm.
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En este experimento se ha visto una significativa diferencia entre la reprogramacion en
los astrocitos de corteza y los de tadlamo. (Corteza= 69.34% =+ 6.49, n=5, Talamo=48.97% +
5.66, n=5; realizado un t-test no pareado paramétrico con un P. value = 0.046). Esto quiere
decir, que los astrocitos de corteza son mas susceptibles a la hora de la reprogramacion que

los de talamo.
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DISCUSION

Durante los ultimos afios, los avances en el campo de la reprogramacion han supuesto
un paso hacia posibles futuras restauraciones de células y circuitos neuronales. Enfermedades
neurodegenerativas, dafios cerebrales o privaciones sensoriales son posibles causas para la
perdida de estos circuitos neuronales.

Por ello se procedi6 a investigar sobre las posibilidades de reprogramacion de
astrocitos para dar lugar a neuronas. Para ello se tenia que obtener un cultivo puro de
astrocitos, someterlos a una infeccion con el factor de transcripcion encargado de la
reprogramacion, para mas adelante analizar los resultados.

El protocolo para obtener un cultivo puro de astrocitos resulto ser exitoso, siendo casi
un 80% astrocitos. Se identificaron mas nucleos celulares que astrocitos, debido a la posible
presencia de otros tipos celulares y astrocitos no vivos.

Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de Ngn2 en astrocitos talamicos es
suficiente para reprogramarlos a neuronas, sin necesidad de utilizar otros factores
transcripcionales. Esto se comprobd gracias a que, después de la infeccion, las células
mostraban una morfologia diferente a la de antes de la infeccion, ademas de ser positivas para
el marcador neuronal Tujl.

Para finalizar, se comprobd que la eficacia de reprogramacion en la corteza, era

significativamente mayor que en el tdlamo, con casi un 20% mas de reprogramacion.
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CONCLUSIONES

e Los cultivos se obtuvieron con porcentaje de pureza de casi del 80% de astrocitos, sin
sefales de la presencia de neuronas.

e Se ha comprobado que el efecto de la reprogramacion lo tiene el factor de
transcripcion, dado que hemos visto que esta no ocurre si infectamos las células con
un virus sin factor de transcripcion.

e No hay diferencias significativas en cuanto a la pureza ni a la infeccion del virus en las
dos zonas. Sin embargo, si se ha podido observar una diferencia de capacidad de
reprogramacion significativa entre el talamo y la corteza, viéndose esta tltima mas

reprogramada.

PROYECCION FUTURA
Este proyecto puede ser complementado gracias a experimentos como:

e Imagenes de calcio: Obtendremos informacion sobre la funcionalidad de estas
neuronas reprogramadas, pudiendo asi compararlas con la actividad de calcio que
tienen las neuronas del propio organismo, es decir, no reprogramadas.

e Proteoma: Analizando la expresion proteica de una neurona reprogramada,
podemos compararlo con el de una neurona natural del cuerpo.

e Conocer la identidad de las neuronas reprogramadas: Mediante la realizacion
de nuevas inmunofluorescencias podemos determinar si las neuronas que se

generan son excitatorias o inhibitorias.
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