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1. Abreviaturas

— ¥

2D: Cultivos celulares en dos
dimensiones.
3D: Cultivos celulares en tres
dimensiones.

-B-
BMPs: Proteinas morfogénicas 6seas

-C-
C0O2: Dioxido de carbono.
-D-

DIV: Dias in vitro.
DMEM: Dulbecco's modified eagle
medium.

-E-

EBs: Embryoid bodies (cuerpos
embricides).
EGF: Epidermal growth factor.

—-F-

FBS: Suero fetal bovino.
FGF2: Fibroblast growth factor.

—G-
GFAP: Glial fibrillary acidic protein.
—H-

HBSS: Solucion salina equilibrada de
Hanks.

hCOs: Organoides cerebrales
humanos.

hECSs: Células madre embrionarias
humanas.

hiPSCs: Celulas madre pluripotentes
inducidas humanas.

Jason Adrian Jaramillo Gil

hNSCs: Células madre neurales
humanas.

hPSCs: Células madre pluripotentes
humanas.

—-

ICC: Inmunocitoguimica.

IMF: Intensidad media de fluorescencia.

ISCIIl: Instituto de Salud Carlos 1.
M-

MAP2: Microtubule-associated protein 2.

—N-

NEAA: Aminoacidos no esenciales.
NHS: Normal horse serum.

-P-

PBS: Tampon fosfato salino.

PFA: Paraformaldehido.

PLL: Pali-L-lisina.

P/S: Penicilina/Estreptomicina.

PSD95: Postsynaptic density protein 95,

-5-

SNC: Sistema nervioso central.
S0X2: SRY-Box Transcription Factor 2.
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2. Resumen

Existen dos modelos de cultivos celulares para estudiar el sistema nervioso in vitro: los
cultivos 2D, o en monocapa, que limitan la recreacién de la estructura cerebral; y los
modelos de organoides en suspensién 3D capaces de recrear la morfogénesis cerebral. Las
células madre pluripotentes pueden diferenciarse en las tres capas germinales (ectodermo,
mesodermo y endodermo), en cambio, las células madre multipotentes dan lugar a linajes

celulares mas restringidos.

En el presente estudio se investigaron dos lineas celulares de células madre neurales
humanas: hNS1 y organoides cerebrales de la linea AND-2, ambos modelos en monocapa.
La linea hNS1, inmortalizada mediante el gen v-myc, muestra propiedades de crecimiento y
autorrenovacion y se diferencia de manera rapida al eliminar los mitégenos del medio de
cultivo. Estudios con organoides, aunque todavia escasos, revelan formacién de sinapsis y

aplicaciones potenciales en terapias neurales.

Las dos lineas celulares utilizadas fueron cultivadas con protocolos especificos usando
distintos medios de proliferacion y diferenciacion, seguidos de analisis mediante
inmunocitoquimica para marcadores neurales y sinapticos a varios tiempos de diferenciacion
in vitro. Se utilizé un método de cuantificacion semi-automatica de elaboracién propia
mediante el software Fiji/lmaged para cuantificar células y evaluar la expresion de diferentes
marcadores celulares de proliferacidon celular, precursores neuronales, neuronas y células
gliales. Los resultados mostraron diferencias significativas en la dinamica de proliferacién y
diferenciacion. También se evalud la sinapsis en la linea AND-2 pero no se encontraron
resultados significativos. Las células hNS1 mostraron una rapida diferenciacion hacia
neuronas maduras con niveles estables de células gliales. Por otro lado, las células AND-2,
bajo diferentes medios, exhiben variaciones en la proliferacion y diferenciaciéon neuronal,

pero siguen manteniendo un cierto nivel de pluripotencia.

Ambas lineas celulares permiten estudiar el neurodesarrollo y trastornos del mismo y
muestran potencial para terapias celulares y reduccion del uso de modelos animales.
Ademas, el método semi-automatico de cuantificacion elaborado permite reducir el tiempo
empleado para el analisis de los resultados, permitiendo el avance en estudios con cultivos

celulares de una manera mas rapida.
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3. Introduccién

El cultivo celular es una técnica que se basa en la obtencion de células individuales a partir
de un tejido, ya sea por métodos mecanicos o enzimaticos, y su posterior incubacion en un
medio de cultivo liquido o sélido. Esta tecnologia, ideada por Harrison en 1907, permite el
estudio de la fisiologia celular bajo condiciones controladas y ha demostrado ser muy dutil

para estudiar mecanismos que antes era imposible estudiar (Gonzalez & Aguilar, 2009).

Hay dos modelos de cultivos celulares diferentes para modelizar in vitro el sistema nervioso.
Los modelos en dos dimensiones (2D) consisten en células neurales (precursores neurales,
neuronas y/o glia) dispuestas en monocapa, adheridas a la superficie de la placa a través de
sustratos (polimeros peptidicos, habitualmente) permitiendo estudiar la diferenciaciéon
celular, el neurodesarrollo y los mecanismos moleculares implicados en las enfermedades. A
pesar de ello, estos modelos son limitados hasta cierto punto, pues no permiten reproducir la
compleja estructura del cerebro humano. Los modelos en tres dimensiones (3D), que
consisten en cultivos organoides en suspension, si permiten recrear la morfogénesis y

organogénesis cerebral y su complejidad estructural (Lancaster & Knoblich, 2014).

Las células madre son células no diferenciadas tienen capacidad de autorrenovarse y
diferenciarse en células especializadas. Se pueden clasificar en funcion de su potencial de
diferenciacion en: totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes, pero las mas

usadas actualmente son las células madre pluripotentes y multipotentes (Singh et al., 2016).

Es importante entender las caracteristicas de cada tipo celular para conocer sus posibles
aplicaciones. Las células madre pluripotentes (hPSCs) tienen capacidad para diferenciarse
en las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). En este tipo se
incluyen las células madre embrionarias humanas (hECSs) y las células madre pluripotentes

inducidas humanas (hiPSCs, en inglés) (Martinez-Morales & Liste 2012).

Las hESCs fueron aisladas por primera vez de la masa celular interna del blastocisto en
1998 por James Thomson. (Thomson et al., 1998). Posteriormente, se desarrollaron las
técnicas de reprogramacion que permitieron la generacion de hiPSCs a partir de células
somaticas adultas. Estas células tienen la capacidad de autorrenovarse durante largos

periodos de tiempo y diferenciarse en diversos linajes celulares (Soler et al., 2007).

Las células multipotentes dan lugar a linajes celulares mas restringidos, en funcion de su

capa germinal de origen. En este tipo se incluyen las células madre neurales humanas
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(hNSCs) que pueden diferenciarse a todas las células del SNC y presentan menos riesgo de

formacion de tumores que las células pluripotentes (Martinez-Morales et al., 2013).

La linea celular hNS1 presenta propiedades 6ptimas de crecimiento y autorrenovacién. Se
diferencia de manera facil y rapida hacia los tres linajes principales del sistema nervioso
central (SNC) tras la eliminacién del mitégeno del medio de cultivo. Se ha demostrado que la
inmortalizacion con el gen v-myc es mas eficaz que otros genes para perpetuar hNSCs (Villa
et al., 2000).

Esta linea celular mantiene una identidad de precursores neurales y presenta capacidad de
autorrenovacion en presencia de mitogenos (FGF2 y EGF), y al eliminarlos se diferencian a
neuronas Yy astrocitos (Sandoval et al., 2019). Asi mismo, se observa un aumento de la

sinapsis con el paso del tiempo (Liste et al., 2007).

Por otro lado, las tecnologias de organoides permiten investigar mecanismos de
enfermedades cerebrales y descubrir nuevos fenotipos patoldgicos. La neurogénesis y
migracién neuronal dependen de los progenitores corticales, que son mas abundantes en la
corteza cerebral humana que en los roedores. Por eso, los modelos murinos replican sélo
parcialmente los defectos corticales humanos. Los organoides cerebrales pueden replicar

diversas células madre y progenitores corticales humanos (Sidhaye et al., 2021).

La diferenciacion de organoides cerebrales a diferentes tipos de neuronas es posible. Se ha
demostrado que la mayoria de las neuronas de las capas superficiales del cerebro requieren
aproximadamente 8 semanas de diferenciacion in vitro y un tiempo parecido es necesario
para la astrogénesis. En organoides cultivados en monocapa tras su disociacion, se han
registrado picos de calcio espontaneos. Ademas, utilizando marcadores presinapticos, como
la Sinapsina 1, y postsinapticos, como PSD95, se han observado grandes puntos del
marcador presinaptico adyacentes a los puntos del marcador postsinapticos. Estos
resultados confirman la presencia de sinapsis en organoides cerebrales cultivados en

monocapa (Pasca et al., 2015).

Se han desarrollado varios métodos para diferenciar células madre en neuronas y otras
células del sistema nervioso. La via de senalizacion SMAD es crucial durante la induccién
neural y es modulada por factores de crecimiento como las proteinas morfogénicas 6seas y
los factores de crecimiento transformante beta, entre otros. La inhibicion de SMAD, mediante

antagonistas como Noggin y el farmaco SB431542, facilita la diferenciacion neuronal. La
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inhibicion dual de SMAD con Noggin y SB431542 permite una eficiente induccion neuronal

en cultivos adherentes en siete dias (Chambers et al., 2009).

En este trabajo, nos propusimos poner a punto un método de diferenciacién a cultivos mixtos
de neuronas y astrocitos en 2D a partir de distintas lineas de células madre neurales. La
hipétesis de trabajo es que en las lineas celulares utilizadas habra inicialmente una mayor
proporcion de células que expresen marcadores de proliferacion celular y de progenitores
neurales, que iran disminuyendo a medida que se diferencian a neuronas y glia. A la vez, se
espera que vaya aumentando la expresidén de aquellos marcadores de neuronas
diferenciadas, células gliales y de sinapsis.

Para ello, se utilizaron dos modelos celulares diferentes en dos experimentos
independientes: células madre neurales humanas de la linea celular inmortalizada hNS1 y
células madre neurales humanas procedentes de organoides cerebrales disgregados de la
linea celular embrionaria AND-2.

El principal objetivo fue la caracterizacion de ambas lineas celulares mediante el analisis de
la expresién de diferentes marcadores celulares a través de técnicas inmunocitoquimicas.
Los objetivos especificos son:

- Objetivo 1: Cuantificacion de los niveles de expresién de los distintos marcadores
celulares de proliferacion celular, precursores neuronales, neuronas y células gliales
para ambas lineas celulares (hNS1 y AND-2).

- Objetivo 2: Cuantificacion de la sinaptogénesis mediante el analisis de los niveles de
expresion de marcadores presinapticos, postsinapticos y de su colocalizacion para la

linea celular AND-2.

4. Materiales y métodos

4.1. Aspectos éticos
Este estudio fue realizado entre los meses de marzo a junio del afio 2024. Las dos lineas

celulares utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por la Dra. Isabel Liste Noya
(Unidad de Regeneracion Neural del Instituto de Salud Carlos 111).

Los tejidos humanos originales, de donde proceden las células madre neurales humanas de
la linea celular hNS1, fueron donados para investigacion con el consentimiento por escrito
de los donantes. Este proceso se realizd conforme a las directivas de la Union Europea
(UE), la Declaracion de Helsinki y siguiendo las pautas éticas de la Red Europea de
Trasplante y Restauracion del Sistema Nervioso Central (NECTAR) y la Ley de Investigacion
Biomédica Espariola (julio de 2007). Las declaraciones éticas sobre el origen fetal humano
de las células utilizadas en este estudio se pueden encontrar en los informes originales que
describen la linea celular hNS1 (Villa et al., 2000).
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Las células madre embrionarias humanas de la linea celular AND-2 fueron obtenidas del
"Biobanco de células madre de Granada" (ISCIII, Espana). El uso de esta linea celular fue
aprobado por el Comité de Etica del Instituto de Salud Carlos Ill (ISCIII) y el Comité Nacional

de Garantias para el Uso y Donacién de Células y Tejidos Humanos.

4.2. Cultivos celulares
4.2.1. Células madre neurales humanas (linea celular hNS1)

Las células hNS1, anteriormente llamadas HNSC.100, son una linea celular multipotente no
transformada. Esta linea celular ya ha sido caracterizada en estudios previos y es obtenida a
partir del prosencéfalo fetal humano e inmortalizada mediante infeccion retroviral con el gen
v-myc. (Sandoval et al., 2019). Esta linea celular cuenta con grandes ventajas, por ello es
muy usada en investigacion y el desarrollo de farmacos. Son faciles de cultivar y diferenciar,
tienen un fenotipo estable, produciendo una poblacion homogénea de células de origen
humano, y proporcionan un suministro ilimitado de precursores neuronales, neuronas y

células gliales sin necesidad de preparar tejido primario (Rosca et al., 2022).

Para el caso de la linea celular hNS1 se trabajé con cultivos celulares en monocapa (2D).
Las células hNS1 fueron cultivadas en placas multipocillo P24 (VWR®) de plastico, tratadas
previamente con poli-L-lisina (PLL; 10ug/mL; Sigma) para facilitar su adherencia, sembradas
en medio de proliferacion hNS1, compuesto por medio N2 [Dulbecco's Modified Eagle
Medium, DMEM/F12 con GlutaMAX-l (Gibco) con 0,26 % AlbumaMAX (Gibco), 5 mM
HEPES (Gibco), 0,6 % glucosa (Merck), 1x suplemento N2 (Gibco), 1x aminoacidos no
esenciales (NEAA, Gibco) y 0,5% Penicilina/Estreptomicina (P/S; Lonza)] suplementado con
20 ng/mL de los factores de crecimiento: Epidermal Growth Factor (EGF, PeproTech) y
Fibroblast Growth Factor; FGF2; PeproTech). La incubacion (HeraCell) con PLL se produjo

durante toda la noche a 37 °C y en presencia de un 5 % de CO..

Protocolo hNS1

N °C

10V 3DV 50V 70V

i

Diferenciacién

Medio N2 + EGF + 2FGF Medio N2 + FBS

Figura 1: Representacion esquematica del protocolo utilizado para la linea celular hANS1.
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Las hNS1 fueron sembradas a una densidad aproximada de 80.000 células por pocillo y a
las 24 h en medio de proliferacion fueron cambiadas a medio de diferenciacion hNS1 (medio
N2 suplementado con 0,5 % de suero fetal bovino (FBS; HyClone) descomplementado).
Todos los medios fueron filtrados antes de su uso. A partir de aqui el medio se fue
cambiando cada 2 - 3 dias. Las células fueron incubadas (en incubador HeraCell) a 37 °C y
en presencia de un 5 % de CO,. En total se sembraron 12 pocillos x 4 placas P24, es decir,

la mitad de la placa para cada dia, haciendo un total de 48 pocillos.

4.2.2. Células madre neurales humanas (organoides cerebrales humanos, linea
celular AND-2)
Los organoides cerebrales humanos (hCOs) son generados a partir de hPSCs que pueden
replicar la complejidad celular y estructural del cerebro humano en desarrollo
(Gonzalez-Sastre et al., 2024).

La linea celular AND-2 fue obtenida a partir de organoides cerebrales de 2 semanas de
edad, obtenidos siguiendo el protocolo descrito en Gonzalez-Sastre et al. (2024). Dichos
organoides fueron disgregados mediante un proceso de separacién enzimatica mediante
Tripsina-EDTA (Gibco) al 0,025 % para eliminar las uniones célula-célula y célula-matriz
durante 10 minutos a 37 °C. Previo a la tripsinizacion, los organoides fueron lavados durante

20 minutos en solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS).

Protocolo AND-2

. cc 2

Medio N2 Medic M2 + FBS
+ EGF + 2ZFGF

0 DIV 4 DIV B0V 14 DIV 18 DIV

- 14 DIV

14 DIV 18 DIV

Medio hESC 0DV

e I

Medio N2 y NB (1:1) + insulina

Figura 2: Representacion esquematica del protocolo utilizado para la linea celular AND-2.

Una vez disgregados, los organoides también se cultivaron en monocapa (2D), pero a

diferencia de las hNS1, las placas multipocillo P24 fueron tratadas con poli-L-lisina (PLL; 10
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Mg/mL; Sigma) y laminina (1 pg/mL; Sigma). Las células AND-2 fueron sembradas a una
densidad aproximada de 90.000 células, bien en medio de proliferacion con la misma

composicion que se usé para las hNS1 o en medio de diferenciacion (organoides).

A los cuatro dias in vitro (4 DIV) en estas condiciones, las células en medio de proliferacion,
con la misma composicion que se usd para las hNS1, fueron expuestas a medio de
diferenciacion también con la misma composicion que se usé para las hNS1 (medio
N2/FBS); las células que estaban en medio de diferenciacion de organoides se mantuvieron
con el mismo medio (N2/NB). Todos los medios fueron filtrados antes de su uso. A partir de
aqui, el medio también se fue cambiando cada 3 - 4 dias hasta su fijacion. Las células
fueron incubadas a 37 °C y en presencia de un 5 % de CO,. En este caso también se
sembraron 12 pocillos x 4 placas P24, es decir, la mitad de la placa para cada dia, haciendo

un total de 48 pocillos.

4.3. Inmunocitoquimica

4.3.1. Células madre neurales humanas (linea celular hNS1)
Para el caso de las células hNS1, éstas fueron fijadas en los dias 0, 3, 5 y 7 (dias in vitro,
DIV) para su posterior caracterizacidon mediante técnicas inmunocitoquimicas (ICQ). Para
ello fueron lavadas en tampén fosfato salino 1x (PBS) y tratadas con paraformaldehido al 4
% (PFA, Sigma) durante 10 minutos. Tras dicha fijacion, las células se bloquearon a
temperatura ambiente durante 1 h con solucién de bloqueo [0,25 % Triton X-100 (BioRad), 5
% de suero normal de caballo (Normal Horse Serum, NHS, Gibco) y PBS]. El Triton mejora

la penetracion de los anticuerpos en las células y el suero reduce las uniones inespecificas.

A continuacién las células se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes
(tabla 1) diluidos en solucién de anticuerpo [0,25 % Triton X-100 (BioRad), 1 % de suero
normal de caballo (Normal Horse Serum, NHS, Gibco) y PBS] durante toda la noche a4 °Cy
en agitacion a unas 60 rpm para asegurar que el anticuerpo cubriera todo el pocillo. Al dia
siguiente las células se lavaron con solucion de lavado [0,25 % Triton X-100 (BioRad) y
PBS] 3 veces durante 10 minutos dejandolas en agitacion. En la tabla 1 también se muestra

el tipo de marcador que representa cada anticuerpo.

Finalmente se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 2) diluido en
solucion de anticuerpo durante 1 h a T° ambiente, en agitacion y en oscuridad para evitar la
degradacién de los fluoréforos. En cada placa se dejé al menos un pocillo para utilizarlo

como control negativo, incubado sélo con los anticuerpos secundarios diluidos en solucion
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de anticuerpo. La tincion de los nucleos celulares se realiz6 con Héechst (0,1 pg/mL;

Invitrogen) diluido en PBS 1x durante 10 minutos a temperatura ambiente.

La cuantificacién de la sinaptogénesis se realizé para las placas fijadas en los dos ultimos
dias (5 y 7 DIV) ya que no se espera sinapsis para los primeros dias, donde las neuronas no
estan tan maduras. Para ello, se reservaron dos pocillos en cada dia para la incubacion del

marcador presinaptico (Sinaptofisina, Sigma) y postsinaptico (PSD95, Abcam).

Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados para la ICQ

Anticuerpo Referencia Dilucién Hospedador Marcaje
Ki-67 MAS5/14520 (Fisher) 1:500 Conejo Proliferacion celular
MAP2 M4403 (Millipore) 1:500 Raton Neuronas
diferenciadas
Sox2 AB5603 (Millipore) 1:500 Conejo Precursor neural y
pluripotencia
GFAP 556327 (BioScience) 1:1000 Ratén Células gliales
Nestina N5413 (Sigma) 1:500 Conejo Precursor neural
Vimentina SC6260 (Santa Cruz) 1:100 Raton Precursor neural
Sinaptofisina S5768 (Sigma) 1:200 Raton Marcador presinaptico
PSD95 Abcam (AB18258) 1:100 Conejo Marcador postsinaptico

Tabla 2: Anticuerpos secundarios utilizados para laICQ

Anticuerpo Referencia Dilucién Hospedador Marcaje

Alexa Fluor A21202 (Invitrogen) 1:500 Burro Anti-Raton
488 Verde

Alexa Fluor A31572 (Invitrogen) 1:500 Burro Anti-Conejo
555 Rojo

Alexa Fluor A21206 (Invitrogen) 1:500 Burro Anti-Conejo
488 Verde

Alexa Fluor A31570 (Invitrogen) 1:500 Burro Anti-Raton
555 Rojo

Para la visualizacién de la expresion de los marcadores utilizados en la ICC se utilizdé un

microscopio invertido de fluorescencia (Leica DMi8 TL LED) equipado con una camara

10
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digital (Leica K5). El procesamiento de las imagenes digitalizadas se realiz6 mediante el
software Leica LAS X, capturando 3 campos al azar de cada pocillo, teniendo dos pocillos

para cada condicién. Esto hace un total de 6 réplicas para cada condicion.

4.3.2. Células madre neurales humanas (organoides cerebrales humanos, linea

celular AND-2)
Las placas utilizadas para el cultivo de los organoides se fijaron en los dias 4, 8, 14 y 18 DIV
y se sigui6é el mismo procedimiento que con las células hNS1: lavado con PBS 1x, fijacion
con PFA al 4 % durante 10 minutos y bloqueo a T° ambiente durante 1 h con solucién de
bloqueo. A continuacion, las células AND-2 se incubaron con los mismos anticuerpos que en
el caso de las células hNS1 (tabla 1) durante toda la noche a 4 °C y en agitacion a unas 60
rem. Finalmente se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 2) diluido
en solucién de anticuerpo durante 1 h a T° ambiente, en agitacion y en oscuridad. La tincion
de los nucleos celulares se realizé con Hoéechst (0,1 pg/mL, Invitrogen) diluido en PBS 1x

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

La cuantificacion de la sinaptogénesis se realiz6 para todos los dias (4, 8, 14 y 18 DIV). Para
ello, se reservé un pocillo en cada dia para la incubacién del marcador presinaptico

(Sinaptofisina, Sigma) y postsinaptico (PSD95, Abcam).

4.4. ntificacion celular

A la hora de la cuantificacion manual de células positivas para los marcadores celulares tras
técnicas inmunocitoquimicas es necesario invertir gran cantidad de tiempo. Es por ello, que
durante la realizacion de dicha cuantificacién en una primera prueba se quiso desarrollar un
método de cuantificacion automatica que ayude a reducir el tiempo empleado al menos en
parte. La cuantificacién celular se realizé mediante el plugin StarDist del software Fiji/lmageJ
(https://imagej.net/). Este plugin utiliza inteligencia artificial para detectar los nucleos
celulares (marcados mediante Hoechst) a partir de imagenes de microscopia. Para una
mayor eficiencia en el conteo celular se automatizdé una parte del proceso por cuenta propia
gracias a la herramienta “Record Macro” del software. Esta herramienta permite guardar en
un script el cédigo de cada paso realizado de manera manual. Se realizé todo el proceso en
el primer campo del primer pocillo de manera manual para obtener el script y se hicieron los
cambios necesarios para generalizar el codigo. El resultado final fue un script generalizado
que hiciera de manera automatica los siguiente: (1) segmentacion de los nucleos a partir de
la imagen tefiida con Hoechst (Figura 3 C), (2) guardar en un archivo .zip los ROI (regién de
interés) de cada célula delimitada (Figura 3 D), (3) guardar en un archivo .xls el nimero de

células y variables de interés como la intensidad media de fluorescencia (IMF, Figura 3 D),
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(4) superposicién de la imagen de cada anticuerpo sobre la imagen con los nucleos (Figura

3 E) y (5) guardado de la misma.

Figura 3: Descripcién grafica del método propio de cuantificacién automatica. Las imagenes de
ejemplo corresponden a las células hNS1 en el dia 0 de diferenciacioén y para el marcador Vimentina.
A) Imagen de inmunocitoquimica para el canal Héechst (tincion de ntcleos celulares). B) Imagen de
inmunocitoquimica para el canal del anticuerpo secundario que marca el anticuerpo primario Nestina.
C) Imagen generada por el script para la visualizacion de las células que ha delimitado
automaticamente. D) Guardado de archivos .roi y .xIs. E) Imagen de la superposicion de los canales

Hébechst y Nestina para la visualizacion de las células positivas.

Finalmente, a partir de las imagenes superpuestas se realizé el conteo de células positivas
para cada marcador de manera manual. Se tuvo en cuenta el numero de células
apoptoticas, restando éstas del numero total de células cuantificadas. Fueron consideradas

células apoptdticas aquellas con nucleos picnéticos, es decir, nucleos condensados.

Para la cuantificacion de los marcadores MAP2 y GFAP, ademas del conteo de células
positivas, se registré la IMF, ya que su expresion no esta solo concentrada en el nucleo de
las células, sino también en las neuritas. La IMF se utilizé como una medida de la expresion
de los marcadores MAP2 y GFAP y se calculé mediante el cociente de la intensidad total de

la fotografia dividida por su area, a través del software Fiji/lmageJ.

Para los marcadores sinapticos utilizados en las células AND-2, Sinaptofisina (marcador
presinaptico) y PSD95 (marcador postsinaptico), se realizé un conteo de puntos verdes y
rojos respectivamente, y ademas, se contaron los puntos amarillos, que indicaban la

presencia de ambos marcadores (colocalizacion) y, por lo tanto, la presencia de sinapsis.
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Los datos obtenidos sobre las células positivas para cada marcador en funciéon del nimero
total de células (células positivas/células totales) se organizaron en una base de datos Excel
(.xIs). Para el experimento de las hNS1, se realizé una media de las réplicas de cada
marcador para cada dia. En el caso de los organoides, la media de los marcadores se
realizd para cada dia y para cada medio por separado. Todos los datos se representaron en
graficas de lineas, mediante el programa GraphPad Prism 10.2.3 para ver la tendencia de

los marcadores segun el paso de los dias de diferenciacién in vitro.

4.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos también se utilizé el software GraphPad Prism
10.2.3. Para poder determinar la significancia de los datos, se realiz6 un analisis de la
varianza one-way (ANOVA) para el caso de las hNS1; y un analisis de la varianza two-way
(ANOVA) para el caso de los organoides, ya que se compararon dos factores (dias in vitro 'y
medio de cultivo utilizado). A continuacion se utilizé un test post-hoc de Tukey en aquellas
diferencias significativas. Aquellas comparaciones en las que el valor del P-value sea menor

a 0,05 son asumidas como diferencias significativas (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0001).

5. Resultados
1. Car rizacion de | dlulas hNS1

Las células hNS1 fueron caracterizadas mediante la cuantificacion de los niveles de
expresion de los distintos marcadores neurales a través de técnicas ICQ: Ki-67 (proliferacion
celular), Sox2 (precursor neural), Nestina y Vimentina (precursores neuronales), MAP2
(neuronas) y GFAP (células gliales) (ver figura 4A). Las células se analizaron a diferentes

tiempos de diferenciacion (0, 3, 5y 7 DIV).

Segun lo esperado, las células presentaron altos niveles de expresion para los marcadores
de proliferacion celular y precursores neuronales (expresados en porcentaje de células
positivas) en los primeros dias de la diferenciacion. Se observé una tendencia decreciente y
significativa en la expresion de los marcadores de proliferacion y de precursores neurales
Ki-67 (figura 4B), Sox2 (figura 4C) y Nestina (figura 4D) entre el primer y el séptimo dia de
diferenciacion (0 y 7 DIV). Sin embargo, se registro un ligero incremento, aunque no
significativo, entre los dias 3 y 5 DIV para los marcadores Nestina (p = 0,9122) y Ki-67 (p =
0,0698). Ademas, el marcador Vimentina no mostré diferencias significativas en ninguno de
los dias manteniendo un alto porcentaje de células positivas en torno al 90% (figura 4E). No
obstante, se puede apreciar un cambio notable en la localizacidon del marcaje de Vimentina
(pasando del citoplasma a las neuritas) acorde con el cambio morfolégico de las células al

diferenciarse.
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En cuanto al marcador MAP2, no hubo diferencias significativas en el porcentaje de células
positivas para ninguna combinacion de los dias de diferenciacion (figura 4F). No obstante,
se observo un incremento en la IMF con una diferencia significativa (p = 0,001) entre el
primer y ultimo dia de diferenciacion (0 y 7 DIV, figura 4H). Esto indica que la expresion de

MAP2, medida en términos de IMF, aumenta con el avance de la diferenciacion.

En cambio, con el marcador GFAP ocurrio lo contrario que con MAP2. La intensidad media
de fluorescencia de GFAP entre los diferentes dias no mostrd diferencias significativas,
manteniéndose estable por debajo del 20% (figura 4l). Sin embargo, la expresion del
marcador GFAP medida en porcentaje de células positivas, aumenté de manera significativa
entre los dias 0y 3 DIV (figura 4G). A partir del 3 DIV la expresion comenzo a disminuir pero

sin diferencias significativas con respecto al primer dia (0 DIV).

Conforme va avanzando su diferenciacion, las ceélulas presentan una morfologia mas
ramificada con mayores extensiones de sus neuritas, como se puede observar en las

fotografias de los marcadores MAP2 o Vimentina (figura 4A, 3° y 6° fila respectivamente).

AND-2

La linea celular AND-2 (organoides cerebrales disociados y cultivados en monocapa) fue
caracterizada mediante la cuantificacion de los niveles de expresion de los marcadores
neurales a través de técnicas ICQ (los mismos utilizados para las hNS1). Las células se

analizaron a diferentes tiempos de diferenciacion (4, 8, 14y 18 DIV).

Las células AND-2 también presentaron altos niveles de expresién para los marcadores de
proliferacion celular y precursores neuronales (expresados en porcentaje de células
positivas) en los primeros dias de la diferenciacion, pero hay algunas diferencias con
respecto a las hNS1. Se observo una tendencia decreciente y significativa, al menos entre el
primer y ultimo dia de diferenciacion (4 y 18 DIV), en el nivel de expresion de los marcadores
neurales Ki-67 (p = 0,002, figura 5B), Nestina (p < 0,001, figura 5D) y Vimentina (p = 0,03,
figura 5E) en presencia del medio N2/FBS. Ademas, a pesar de que el marcador Sox2 no
mostré diferencias significativas entre ninguno de los dias para el mismo medio, si hubo
diferencias significativas entre ambos medios (N2/FBS y N2/NB) entre los dias 4 y 18 DIV
(figura 5C).
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Algo parecido ocurrié en el medio N2/NB, donde se observo una disminucion significativa en
la expresién de los marcadores Ki-67 (p = 0,02) y Nestina (p = 0,002) al menos entre los
dias 4 y 18 DIV. La expresion del marcador Vimentina en presencia del medio N2/NB tuvo
una disminucion significativa (p < 0,001) entre los dias 4 y 14 DIV, a partir del cual empieza a

aumentar de nuevo su expresion.

En cuanto al porcentaje de células positivas para MAP2, se observé una disminucion
significativa con el paso del tiempo para ambos medios (figura 5F). Ademas, su diferencia de
IMF también fue significativa entre los dias 4 y 18 DIV comparando ambos medios, donde se

observé una tendencia creciente con el avance de los dias de diferenciacion (figura 5I).

El marcador GFAP presentd una disminucion en el nivel de su expresion de células positivas
con el paso del tiempo, siendo significativa dicha diferencia entre el primer y ultimo dia (4 y
18 DIV) para ambos medios (figura 5G). Teniendo en cuenta la IMF, sélo hubo un aumento
significativo en presencia del medio N2/FBS entre los dias 4 y 8 DIV. A partir de ahi, la

intensidad media parece decrecer (figura 5H).

Conforme va avanzando su diferenciacion, las ceélulas presentan una morfologia mas
ramificada con mayores extensiones de sus neuritas, como se puede observar en las
fotografias del marcador MAP2 (figura 5A, 3° fila).

5.3. Sinaptogénesis para la linea celular AND-2
Para la cuantificacion de la sinaptogénesis en las células AND-2, no se cuantificé el nimero

de células positivas, sino el nimero de puntos verdes (marcador Sinaptofisina, presinaptico)
y rojos (marcador PSD95, postsinaptico) encontrados. Ademas se contd el numero de
puntos amarillos, es decir, el numero de ambos marcadores en el mismo lugar
(colocalizaciéon). Ninguno de los dos marcadores (figura 6A y 6B), ni ambos marcadores
juntos (puntos amarillos, figura 6C) tuvo diferencias significativas. No obstante, hay una
cierta tendencia decreciente para los casos de PSD95 y sinapsis. Las imagenes

representativas aparecen representadas en la figura 6D - F.
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Figura 6: Caracterizacion de la sinaptogénesis para las células AND-2.

A - C) Representacion grafica de los niveles de expresién de los distintos marcadores y medios. Los datos se
representan como la media + error estandar (SEM). Los asteriscos indican las diferencias significativas (ns
p>0.05) entre los diferentes dias de diferenciacion utilizando el analisis de varianza one-way ANOVA seguido de
la prueba de post-hoc Tukey. Se utiliz6 el analisis de varianza one-way ANOVA seguido de la prueba de post-hoc
Tukey. D - F) Imagenes representativas de las células AND-2 a 40x (tomando de ejemplo las imagenes del
medio N2/NB) de la inmunorreactividad para los marcadores presinapticos (Sinaptofisina, 6D), postsinapticos
(PSD95, 6E) y colocalizacion de ambos (6F). Los nucleos celulares aparecen en azul con la tincion de Hoechst.

Barra de escala: 50 um.

6. Discusién

Los modelos in vitro, desde sus inicios, han demostrado ser muy Uutiles para el estudio
celular en mamiferos (Carrel, 1912) y son buenas alternativas para analizar los efectos de
las sustancias quimicas que afectan al desarrollo del cerebro (Rosca et al.,, 2022). El

desarrollo del SNC es complejo, incluyendo etapas muy coordinadas como proliferacion,
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migracion, diferenciacion y muerte celular, entre otros. EIl SNC en desarrollo tiene ventanas
especificas de vulnerabilidad, y cualquier perturbaciéon puede causar danos permanentes y
dificiles de reparar (Mahajan et al., 2019). Ademas, la caracterizacion de lineas celulares
puede ser util para crear nuevos modelos celulares de enfermedades, alternativos a la

experimentacion animal, y estudiar trastornos que afectan al neurodesarrollo.

Durante el desarrollo embrionario, las células madre se originan a partir de la capa germinal
ectodermo que rodea los ventriculos. Desde esta region, migran hacia la corteza y se
diferencian en neuronas o células gliales. Los modelos neuroldgicos actuales que estudian
el desarrollo del cerebro utilizan: (1) células madre o progenitores neurales obtenidos de
tejidos fetales en cultivo (como la linea celular AND-2 utilizada en este trabajo), (2) lineas
inmortalizadas de células madre neuronales (como la linea celular hANS1), y (3) progenitores

y células estromales hematopoyéticas (Soler et al., 2007).

En nuestro laboratorio hemos llevado a cabo la caracterizacion de la diferenciacion neural de
las lineas celulares hNS1 y AND-2. Las células hNS1 ya han sido caracterizadas por varios
estudios anteriores (Liste et al., 2007; Coronel et al., 2019; Villa et al., 2000). En cuanto a la
linea AND-2 hay menos informacién sobre su caracterizacion en lo relativo al
neurodesarrollo. En el presente trabajo se siguié un protocolo adaptado de Gonzalez-Sastre

et al. (2024), tomando como punto de partida organoides con dos semanas de madurez.

Diferenciacién neural de la linea celular hNS1

Para abordar el primer objetivo de este estudio, se analizaron los niveles de expresion de
diversos marcadores celulares a través de técnicas inmunocitoquimicas, centrandonos en
marcadores de proliferacién celular (Ki-67), precursores neuronales (Sox2, Nestina,

Vimentina) y neuronas maduras (MAP2), asi como en el marcador de células gliales, GFAP.

Para estudiar la proliferaciéon en la linea celular hNS1 se utilizé el marcador Ki-67, una
proteina nuclear que se expresa en todas las fases del ciclo celular, excepto en la fase GO,
cuando las células no se estan dividiendo activamente (Sun & Kaufman, 2018). Se observo
una disminucion en la expresion del marcador de Ki-67, tras la eliminacion de los factores
FGF2 y EGF. Esta disminucién significativa al tercer dia de diferenciacién, sin los mitégenos,
sugiere una disminucion en la division celular y una transicion activa hacia la diferenciacion.
Estos resultados concuerdan con estudios anteriores donde se demuestra que la linea
celular inmortalizada hNS1 prolifera en presencia de los mitégenos FGF2 y EGF y deja de

dividirse al suprimir los mismos, llevando a su diferenciacion (Villa et al., 2000).
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Para la identificaciéon de precursores neuronales en el cultivo celular de la linea hNS1, se
emplearon los marcadores Sox2, Nestina y Vimentina. Se observé una disminucion
significativa en los niveles de Sox2 y Nestina a partir del tercer dia de diferenciacién, acorde
al progreso de la diferenciaciéon neural. En un estudio previo se ha corroborado esta
tendencia al observar altos niveles de células positivas para los marcadores Nestina y Sox2
en células hNS1 durante su fase proliferativa. Conforme avanza la diferenciacion celular se
observa una reduccion gradual en la expresion de Nestina y Sox2 (Coronel et al., 2019), en
consonancia con nuestros resultados. Por otro lado, el marcador Vimentina no mostro
diferencias significativas a lo largo del tiempo, manteniéndose un alto porcentaje de células
positivas (en torno al 90%). Ademas, se ha de destacar que la Vimentina muestra una
expresion muy marcada en las neuritas de las neuronas diferenciadas (Fig. 4A, DIV 5 - 7).
Estos resultados contrastan con estudios previos (Sandoval et al., 2019), y sugieren que tal
vez la Vimentina no sea un marcador tan especifico de precursores neurales como Sox2 y

Nestina.

Por otro lado, se observé un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de
células hNS1 positivas para GFAP hasta el tercer dia in vitro, seguido de una disminucion y
estabilizacion en niveles bajos durante los dias siguientes. En contraste, la IMF de GFAP no
mostrd variaciones significativas entre los dias, indicando una estabilidad por debajo del
20% en el nivel de expresién de GFAP. Estos hallazgos indican que durante la diferenciacion
celular, las células hNS1 mantienen bajos niveles de células gliales y no se puede concluir
que aumenten de forma significativa con el tiempo. Este resultado contrasta con estudios
previos, donde se observa un incremento significativo en los niveles de GFAP en células
hNS1 en torno al dia 4 - 5 de diferenciacién y utilizando condiciones similares a las nuestras
(Liste et al., 2007; Sandoval et al., 2019).

Una posible estrategia para incrementar la cantidad de células gliales en el cultivo es la
adicion del suplemento G5. Este suplemento contiene biotina, EGF, insulina y otros
componentes con actividad antioxidante. El suplemento G5 es empleado para inducir el
crecimiento y la expresion de células gliales tanto en cultivos primarios como en lineas

celulares de tumores gliales (gliomas) (Gonzalez & Aguilar, 2009).

Finalmente, se empledé el marcador MAP2 para evaluar la expresion de neuronas en el
cultivo de la linea celular hNS1. Aunque el porcentaje de células positivas para MAP2 no
presento diferencias significativas a lo largo del tiempo, se observé un aumento significativo
en la IMF en el séptimo dia de diferenciacion (7 DIV). Estos hallazgos sugieren un

incremento progresivo de neuronas maduras con el tiempo, destacando la IMF como un
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método mas efectivo para cuantificar este incremento, ya que que MAP2 se encuentra

principalmente concentrada en las neuritas.

La discrepancia entre los métodos de cuantificacion puede deberse a la naturaleza de las
mediciones. El método basado en la IMF podria ser mas sensible a detectar cambios en la
expresion total de MAP2, reflejando mejor la acumulacion de esta proteina en los axones.
En cambio, el calculo del porcentaje de células positivas para MAP2 puede dar lugar a
errores en la cuantificaciéon manual ya que, en algunos casos, la proximidad de los axones
hacia dificil distinguir si las neuritas pertenecian a una misma o a diferentes células. Este
problema es mas evidente en el caso de los organoides, donde la densidad de conexiones
dificulta la cuantificacion precisa mediante el método basado en el porcentaje de células

positivas (ver ultimos dos dias en la figura 5A, marcador MAP2 en la tercera fila).

En nuestros experimentos, se observé que las células hNS1 se diferencian de manera
rapida y eficiente al suprimir los mitégenos, y dan lugar a redes de neuronas maduras cuya
interconexion incrementa con el tiempo de diferenciacion. Sin embargo, las células gliales
parecen mantener niveles constantes a lo largo del tiempo. Nuestro estudio ha comprobado
algunas de las ventajas de las células hNS1, como su facilidad de cultivo y rapida
diferenciacion en neuronas. A pesar de estas ventajas, la proporcion de células gliales se
mantuvo en niveles bajos y constantes. Esta limitacién podria abordarse mediante la adicién

del suplemento G5, como se menciond anteriormente.

Diferenciacién neural de la linea celular AND-2

Continuando con el primer objetivo, también se quiso caracterizar la diferenciacién neural de
la linea celular AND-2 en presencia de dos medios diferentes: N2/FBS y N2/NB. De la
misma manera que con las hNS1, se analizaron los niveles de expresién de diversos
marcadores celulares a través de técnicas inmunocitoquimicas. Los marcadores celulares

fueron los mismos empleados en las células hNS1.

Para estudiar la proliferaciéon en la linea celular AND-2 se utilizdé el marcador Ki-67. La
disminucion significativa encontrada entre los dias 4 y 18 de diferenciacion para este
marcador sugiere que en esta linea celular también cesa la division al suprimir los mitégenos
FGF2 y EGF. Esta disminucion se produce de manera mas pronunciada y significativa en
presencia del medio N2/FBS, donde se encuentra una diferencia significativa a partir del
octavo dia de diferenciacion (8 DIV), a pesar de haber continuado los 4 primeros dias en
medio de proliferacion. Tal vez por esta razén, se parte de un mayor numero de células en

proliferacion a 4 DIV (casi del 100% frente al 70% en medio N2/NB). En presencia del medio
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N2/NB no se encontraron diferencias significativas hasta el dia 14 DIV. Estos resultados
sugieren que al suprimir los mitdgenos, las células AND-2 en presencia del medio N2/FBS

cesan mas rapidamente su divisién celular.

A continuacion, las células comenzarian una transicion activa hacia la diferenciacion celular,
como lo demuestra la disminucion en la expresion de los marcadores de precursores
neurales. Dicha disminucién es bastante significativa en ambos medios para el marcador
Nestina a partir de 14 DIV. No obstante, hay diferencias significativas entre ambos medios
para el dia 14 de diferenciacion. Asi, en presencia del medio N2/NB, la expresion de
precursores neurales decae mas rapidamente. En el estudio realizado por Gonzalez-Sastre
et al. (2024) se utilizé el medio N2/NB y obtuvieron resultados parecidos, reportando una
disminucion en los niveles de expresion del marcador Ki-67 y aumento de los marcadores de
precursores neurales, aunque en este caso empleando organoides cerebrales cultivados en

monocapa.

Algo parecido se encontré para el marcador de Vimentina en presencia del medio N2/NB,
donde se encontré una disminucién significativa a partir de 14 DIV. Por el contrario, el medio
N2/FBS mantiene el porcentaje de células positivas para Vimentina elevado por mas tiempo,
y no disminuye de manera significativa hasta el dia 18 DIV, sugiriendo que se mantienen los
precursores neurales por mas tiempo en dicho medio. También puede interpretarse que
Vimentina no es un marcador de precursores tan sensible como Nestina a la diferenciacion,

lo que se asemeja a lo observado en células hNS1.

En vista de los resultados anteriores, se puede afirmar que las células AND-2 en presencia
del medio N2/FBS cesan mas rapidamente su proliferacion pero mantienen precursores
neuronales durante mas tiempo en comparacion con el medio N2/NB. Al trabajar con cultivos
in vitro, es esencial considerar tanto la proliferacién celular como la presencia de
precursores neuronales para simular adecuadamente las caracteristicas del cerebro en
desarrollo. El ciclo celular y la proliferaciéon de las células madre neurales estan
intrinsecamente ligados a su capacidad de autorrenovacion, lo cual es fundamental para
mantener la densidad celular y asegurar la generacion de diversos tipos de neuronas vy

células gliales durante el desarrollo cerebral (Hernandez et al., 2024).

Continuando con los marcadores de precursores neurales, el porcentaje de células positivas
para Sox2 no parecié cambiar a lo largo del tiempo de diferenciacién, manteniéndose en
niveles altos para ambos medios. El marcador Sox2 también es indicador de pluripotencia.

Es decir, las células AND-2 al tratarse de células pluripotentes, pueden mantener dicho
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estado a lo largo del tiempo en presencia de un ambiente idéneo para la diferenciacion y
desarrollar diversos linajes celulares. Esto demuestra que a partir de estos cultivos en
monocapa se puede volver a obtener cultivos de organoides cerebrales en 3D combinando
la inhibicion dual de SMAD con CHIR generando tejido neuroepitelial. A partir de aqui, se
puede volver a comenzar el proceso que nosotros hemos descrito, disgregando los
organoides y generando un suministro ilimitado de precursores neuronales, neuronas y

células gliales (Gonzalez-Sastre et al., 2024).

Por otro lado, al igual que con las hNS1 se empled el marcador MAP2 para evaluar la
expresion de neuronas maduras en el cultivo de la linea celular AND-2. En cuanto al
porcentaje de células positivas entre los diferentes dias para el marcador MAP2 se observo
una disminucion significativa con respecto al primer dia. Sin embargo, el analisis de la IMF
mostré un aumento significativo entre los dias 4 y 18 DIV en presencia del medio N2/NB.
Esta aparente discrepancia puede explicarse por los cambios en el patron de expresion de
MAP2 con la diferenciacion; asi, en los primeros dias, la expresion de MAP2 es baja en
intensidad y se restringe al citoplasma de la mayoria las células, mientras que a medida que
las neuronas maduran la expresion de MAP2 aumenta, especialmente en las prolongaciones
neuriticas, solo en aquellas que se diferencian claramente a neuronas. Por lo tanto, este
resultado puede confirmar que con el paso del tiempo y la diferenciacién aumenta la
proporcion de neuronas maduras en el cultivo de AND-2. Estos hallazgos concuerdan con lo
encontrado por Gonzalez-Sastre et al. (2024). Ademas, un estudio previo ha mostrado que
células hiPSCs son significativamente positivas para MAP2 en el dia 21 de diferenciacion,

con al menos un 10 % de células GFAP positivas (Pistollato et al., 2017).

Continuando con la diferenciacion celular, se quiso cuantificar también la expresion del
marcador GFAP de células gliales. Los resultados son algo sorprendentes ya que tanto para
el porcentaje de células positivas como para la IMF parece haber una disminucién
significativa en ambos medios, lo que estaria indicando una disminucién en la cantidad de
glia con el paso del tiempo. A pesar de ello, la IMF mostré un aumento significativo entre los
dias 4 y 8 DIV en presencia del medio N2/FBS, a partir del octavo dia de diferenciacion
disminuy6. Esto contrasta con estudios previos donde se observé una aumento en los
niveles de GFAP con el paso de la diferenciacién, aunque dichas observaciones se
realizaron en un periodo de tiempo mas prolongado (Pasca et al., 2015). Por tanto, es
posible que se requieran periodos mas largos de diferenciacion, y tal vez la adicién de
factores de crecimiento como GDNF, para obtener una mayor proporcion de glia. (Jaumotte
et al., 2014).
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Al igual que se discutid para las hNS1, también seria de utilidad realizar ensayos que
incluyeran el suplemento G5 para comprobar si con esta estrategia se ve un aumento

significativo en la expresion de GFAP con el paso del tiempo. (Gonzalez & Aguilar, 2009).

En resumen, los hallazgos encontrados para la linea celular AND-2 sugieren que el
protocolo desarrollado en el presente trabajo, adaptado de Gonzalez-Sastre et al. (2024),
permite el desarrollo de cultivos en monocapa a partir de organoides cerebrales de 2
semanas de edad. Dicha linea celular, en presencia del medio N2/FBS parece cesar mas
rapidamente la divisién celular pero mantienen precursores neuronales durante mas tiempo.
Para el medio N2/NB puede decirse que la proporcion de precursores neuronales es la que
disminuye de manera rapida llevando a un aumento de neuronas maduras, como asi lo
demuestra la alta IMF de MAP2 para dicho medio en el ultimo dia de diferenciacion (18 DIV).
Ademas en ambos medios se mantiene un estado de pluripotencia lo que es una ventaja ya
que se puede obtener un reservorio ilimitado gracias a la capacidad de autorrenovacién que
la pluripotencia ofrece. La proporcion de glia en ambos medios disminuyd, utilizando los dos

métodos de cuantificacién (porcentaje de células positivas e IMF).

in dnesi la lin lular AND-2
A pesar de la poca informacién sobre la linea celular AND-2, en un estudio se analizo el
marcador de vesiculas sinapticas, Sinapsina 1 en cultivos 3D de esta misma linea celular. La
sinapsina es una proteina neuronal crucial en la regulacion de la liberacién de
neurotransmisores en la sinapsis. A lo largo del proceso de maduracion (unos dos meses),
los niveles de Sinapsina 1 aumentaron sugiriendo un aumento de la sinapsis con el tiempo
(Gonzalez-Sastre et al., 2024).

En nuestro caso, se cuantificd la sinaptogénesis mediante los marcadores Sinaptofisina
(marcador presinaptico) y PSD95 (marcador postsinaptico). En ninguno de los casos se
encontraron diferencias significativas por lo tanto no se puede afirmar la existencia de
sinaptogénesis en nuestros cultivos celulares. Estos resultados contrastan con otros
estudios previos, en donde se han encontrado tendencias crecientes y significativas a partir
de los 7 DIV en cultivos mixtos de glia y neuronas derivados de hiPSC (Pistollato et al.,
2020). Es importante destacar que estos resultados fueron obtenidos mediante la
cuantificacién de la IMF de los marcadores exclusivamente en las neuritas, por lo que habria

que tenerse en cuenta para la cuantificacién de la sinaptogénesis en futuros experimentos.

Ademas, se analizo la cantidad total de puntos amarillos con el paso del tiempo, como una

medida de la colocalizacion de ambos marcadores. En este caso tampoco se encontraron
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diferencias significativas. Ademas, para ambos marcadores y para su colocalizacion se
observé una tendencia decreciente, a pesar de no ser significativa. Esta tendencia
decreciente fue totalmente inesperada ya que, lo logico, es que segun avanza la
diferenciacion y aumenta la cantidad de neuronas maduras haya mayores niveles de
sinaptogénesis. Estos hallazgos también contrastan con los de Pistollato et al., (2020) en
donde hubo una tendencia creciente con el paso del tiempo. Es posible que se requieran
tiempos mas largos de maduracion para observar efectos en la sinaptogénesis. Ademas de
lo comentado anteriormente sobre el método de cuantificacion, seria interesante probar si
afadiendo factores neurotréficos como el BDNF y GDNF al medio de cultivo se favorece la

sinaptogénesis, como se ha descrito previamente (Pistollato et al. 2020).

La investigacion sobre organoides cerebrales aun es incipiente, pero esta en constante
evoluciéon gracias a las nuevas metodologias que van surgiendo. La tecnologia de
organoides cerebrales tiene el potencial de desarrollar ensayos funcionales para el analisis
de fenotipos mas complejos. Es fundamental que la comunidad cientifica llegue a un
consenso sobre procedimientos estandarizados de protocolos, controles de calidad y gestion
de datos (Sidhaye et al.,, 2021). Ademas, los organoides cerebrales fueron desarrollados
evitando la previa formacién de cuerpos embrionarios (EB), evitando las limitaciones que
eso conlleva: estrés celular y apoptosis durante la disociaciéon de las colonias celulares.
(Gonzalez-Sastre et al., 2024). Otra ventaja del uso de estos modelos in vitro es que pueden
contribuir a reducir el uso de animales en la investigacion y desarrollo de terapias para el

sistema nervioso central (Rosca et al., 2022).

En resumen, en el presente estudio, hemos desarrollado un protocolo para diferenciar
células madre neurales de la linea celular AND-2, proporcionando un modelo in vitro
robusto que puede ser de gran utilidad para el estudio de procesos del neurodesarrollo
(como la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular) y los efectos de diferentes
sustancias quimicas en el desarrollo cerebral. Ademas, puede ser de utilidad para otros
campos de estudios mas recientes como los efectos de la radiacion electromagnética en el
desarrollo cerebral, lo que podria arrojar luz sobre los mecanismos subyacentes y las
potenciales implicaciones para la salud (Hernandez et al., 2024). No obstante, como se ha
indicado, este protocolo requiere aun de optimizacién, en especial en lo relativo a favorecer

la formacién de sinapsis y la maduracién completa de las neuronas.

En el presente estudio, hemos desarrollado una aproximacién inicial hacia la automatizacion
del conteo de células positivas. Esta metodologia tiene el potencial de agilizar la obtencién

de resultados, reduciendo el tiempo necesario para los analisis y mejorando la eficiencia en
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estudios relacionados con cultivos celulares, terapias con células madre e incluso estudios

relacionados con el cancer.

Algunas de las limitaciones de este estudio relacionadas con los organoides fueron sembrar
una alta densidad de los mismos que dificultdé la cuantificacién, tanto manual como
automatica. Para futuros estudios se recomienda sembrar menor densidad de células y
seguir mejorando el método de la cuantificacion automatica. Por otra parte, diferenciarlos en
cultivos en monocapa (2D) limita la recreacion de la arquitectura celular propia del cerebro
en desarrollo y la complejidad y funcionalidad de los circuitos neuronales in vivo (Pasca et
al., 2015).

Este trabajo esta relacionado con el siguiente Objetivo de Desarrollo Sostenible: 3. Salud y
bienestar, concretamente 3b, que promueve actividades de investigacion que contribuyan al

avance de la salud y bienestar mundial.

7. nclusion

La linea celular hNS1:

e Presenta una reduccién en la proliferacion celular y una transicion activa hacia la
diferenciacion a partir del tercer dia tras la eliminacion de los mitégenos, evidenciada
por la disminucion en la expresion del marcador Ki-67.

e Presenta una progresiva disminucién de los niveles de los marcadores de
precursores neurales desde el tercer dia en medio de diferenciacion.

e Mantiene los niveles de glia constantes durante el periodo de diferenciacién (en
presencia del medio N2/FBS).

e Muestra un incremento en la diferenciacion hacia neuronas, destacandose la
intensidad media de fluorescencia como un método mas eficaz para cuantificar dicho

incremento.

La linea celular AND-2:

e En presencia del medio N2/FBS, cesa la proliferacion mas rapidamente pero
mantiene los precursores neuronales durante un tiempo mas prolongado en
comparacion con el medio N2/NB.

e Es capaz de mantener un estado de pluripotencia a lo largo del tiempo en un entorno

adecuado para la diferenciacion, permitiendo un suministro ilimitado de células.
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e Presenta un aumento de neuronas maduras interconectadas entre si asociado a un
incremento en la IMF del marcador MAP2, siendo éste por tanto un método valido
para la cuantificacion de la madurez neuronal.

e Muestra una disminucion de glia con el paso del tiempo bajo nuestras condiciones
experimentales, observandose esta disminucion tanto en el porcentaje de células
positivas como en la intensidad media de fluorescencia.

e No muestra diferencias en la sinaptogénesis en el periodo de diferenciacion

estudiado.
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