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15.000.000

Nacimientos prematuros por ano

36 semanas

Edad gestacional

1 de cada 10

Bebés prematuros
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* Dificultades en el aprendizaje, problemas visuales y auditivos. é&

e Alteraciones neuropsicoldgicas. '2{

* Déficit de atencidn, trastornos aritméticos académicos

Desarrollo del SN se lleva a cabo a través de eventos
coordinados con precision en el tiempo y espacio

N

Sistema nervioso de un prematuro
es diferente al de un nacido a término

Organizacion Mundial de la Salud



Desarrollo del Sistema Nervioso
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Edad (escala logaritmica)

— Proliferacién celular

— Progenitores y neuronas inmaduras

—— Desarrollo de sinapsis

—— Desarrollo de dendritas
Mielinizacién



Desarrollo de Oligodendrocitos

Ocurre en la Zona Subventricular (ZSV)
del SNC de vertebrados.

Durante el periodo prenatal. '
. Svz
Consiste en 4 etapas. R

Es importante porque son las células
formadoras de mielina.

Imagen: ZSV en embrion de raton.
Popp et al. (2009)



Etapas del desarrollo de oligodendrocitos

OPC specification Differentiation Myelination
OPC Migration

Olig1/2 & proliferation Tct4

Nkx2.2
Sox10

Blood vessel \/ N
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cell layer

van Tilborg et al. (2017)
OPC: Células precursoras de oligodendrocitos.

Pre-OL: oligodendrocitos inmaduros pre-mielinizantes.
OL: oligodendrocitos maduros.



Patrén temporal del desarrollo de oligodendrocitos
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Progresion del desarrollo de OPC, pre-OL y mielinizacién en humanos
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Concentracion de O, in utero: 25-30 mmHg
Concentracion de Og despues del parto —
prematuro: 50-60 mmHg
(Soothil et al. 1986)

U

“El entorno intrauterino es hipdxico’
(Soothil et al. 1986)

Estrés oxidativo ﬂ

l La produccion de radicales libres
supera la capacidad de las
OPC enzimas de defensa antioxidant

' es (Perrone et al. 2013)

Sensibles al dano oxidativo. Carecen de en
zimas antioxidantes (Vaes et al. 2019)

Las células responden a su microambiente hipdxico estimulando varios factores inducibles por la hipoxia (Simon 2008)




Etapas del desarrollo de oligodendrocitos

OPC specification Differentiation Myelination
OPC Migration i '
& proliferation Tef4

Olig1/2
Nkx2.2
Sox10

Mature #
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celllayer &

van Tilborg et al. (2017)
OPC: Células precursoras de oligodendrocitos.

Pre-OL: oligodendrocitos inmaduros pre-mielinizantes.
OL: oligodendrocitos maduros.
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VEGFB

Hipoxia
HIF1A v K QY FANTT Ay
Familia de factores VEGF
Reclutan células endoteliales en areas avasculares
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(FLT-1) (FLT-1/KDR) (FLT-4)

Angiogénesis




Antecedente: Malik et al. 2013

e Estudios en prematuros el parto prematuro suprimiria la
neurogenesis.

* Importancia de las bajas concentraciones de O2 para la
neurogenesis.
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Q 2. Nicho

de interés



Pregunta:

¢Como afecta el nacimiento prematuro a
la diferenciacion de oligodendrocitos?

Hipotesis:
La interrupcion de la hipoxia intrauterina en prematuros
afecta la diferenciacion de oligodendrocitos



Obijetivos

Determinar que en fetos prematuros hay una menor proporciéon
de pre-OL en comparacion con fetos nacidos a término.

Determinar que la concentracion de oxigeno en el tejido cerebral
es menor en fetos prematuros que en fetos a término AT.

Determinar que el factor HIF1la a traves de la sefalizacion por
factor VEGF, tiene un rol crucial en la diferenciacion de OPC.



Muestras de estudio

Trabajaremos en el Centro Médico de Westchester (Valhalla, NY) con fetos de abortos espontdneos.

/ Junta de Revision Institucional del Colegio Médico de Nueva York = comité de ética

Maximo 18 horas postmortem

Grupo 2: 5 individuos de cada grupo

Fetos prematuros de 28 a 31 semanas de gestacion X

10 secciones del tejido
neocortex de cada individuo

Fetos nacidos a termino - 36 a 40 semanas de
gestacion
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3. Diseno
E experimental




In vivo

Experimento 1: Medida de la concentracion de oxigeno cerebral de humanos, in vivo

R G ? Porqué?
R A\ 7 Para averiguar que la concentracién en oxigeno aumenta a lo largo de la gestacién

Como ?
Usando la espectrometria EPR (Resonancia Paramagnética Electronica) => Muy parecida a la RMN

N
I »

Ea Cambio de estado del espin
8
. * - N~
g AE (\N\/\ emision de una sefial H
g —_——— - excitacion ¥ _ >
§ por el campo A

En presencia de oxigeno: interaccion
espin-espin que estabiliza la forma excitada —p
y aumenta el tiempo de relajacion y H
entonces el ancho del pico (H). .

H aumenta




In vivo

LiPc
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Tejido cerebral
anterior de los fetos Grabacion de la sefial Medida de H

ESPECTROMETRO

Control negativo:

Hacemos el experimento en un tejido de feto que ya no tiene mas oxigeno (después mucho tiempo postmortem).
Asi tendremos la sefial « pura » del espin de LiPc, y su H asociado = valor standard

Los otros valores seran relativos con respecto al valor de referencia, y se podran comparar entre ellos.

menor H = menor interaccion LiPc-oxigeno = menor concentracion de 02 en el tejido

mayor H = mayor interaccion LiPc-oxigeno = mayor concentracion de O2 en el tejido




In vivo

&2

Experimento 2: “determinacion de la proporcion de OPCy pre-OL por
inmunistoquimica”

Objetivo: “determinar que en fetos prematuros hay una menor
proporcion de pre-OL en comparacion con fetos a término”

* Fijaciony crioproteccion de muestras.
* Analisis de muestras:

Cuantificacion de Ensayo Inmunistoquimico: anticuerpos
OPCy pre-OL monoclonales O4 y O1

Westernblot: antihumano recombinante
Analisis de expresion humano VEGFB (Abnova Corporation) y
de VEGFB anti-humanoVEGFB conjugado con
peroxidasa de Horseradish.



In vitro

Experimento 3: “Determinar que el factor HIF1a, a través del factor VEGF
tiene un rol crucial en la angiogénesis y la diferenciacion de OPC”

» Se tomaran secciones de tejido cerebral de la Zona
Subventricular y se aplicara el Protocolo de aislamiento de OPC
formulado por (Chen et al., 2007).

» A una muestra de OPC se le silenciard la expresion de HIF1 a

OPC HIF1- OPC WT

traves de un siRNA.

» Se cultivara la muestra OPC silenciada (HIF1") y la muestra OPC

WT (que expresa HIF1) dentro de un biorreactor en condiciones :
-Biorreactor
de hipoxia intrauterina (concentracion de O, de 25-30 mmHg “Medio Neurobasal con
(Soothil et al. 1986)). anticuerpos O4y O1
-0, : 28 mmHg

» Analisis de las muestras:
» Cuantificacion por inmunohistoquimica

» Western blot de la cantidad de VEGF expresado



In vitro . e L,
gPCR: analisis de cuantificacion de la expresion

genica de VEGF.

e Procesamiento de OPCs diferenciados.
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p’
— — — &~
v  / v -
5 Diluto & sample 6 s“z:l’&) rudhum 7
o R Preampified | SsoAdvanced
sample . . _. universal
Y supermix

i i Preamplification workflow.,




In vitro o S
Ensayos in vitro de angiogenesis

e \Variable fenotipica.
e Kit Innoprot® de ensayo de formacion de tubos.

Ronctuo de tincion f\ ¢\ | ores Wy ()
-Células (HUVECs)

-VEGFB (-)
% Microscopia
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3-5hs 6-10 hs 11-18 hs
eé Endothelial Cell Tube Formation Assay, «Promo cell»




In silico

Experimento 4 H BT

Human Brain Transcriptome

* Basede datos publica que contiene datos de transcriptomas vy
metadatos asociados para el cerebro humano en desarrollo y adulto.

* Transcriptomas de mas de 1,340 muestras de tejido muestreadas de
cerebros humanos postmortem.

e Setomaron muestras de un total de 16 regiones cerebrales.




In silico

Experimento 4 H BT

Human Brain Transcriptome

Gene Search p

Basic search

Gene identifier: | Gene official symbol ~ ~|

Enter gene names (Separated by space): \HIFlA VEGFB

Brain structure:  |Neocortical areas  ~|
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4. Resultados
esperados

e




In vivo

Experimento 1:

* Diferencia de concentracion en oxigeno entre los 4 grupos.

* La concentracion en oxigeno aumenta en correlacion con el
aumento de las semanas de gestacion.

L L[4 A [A

Control prematuro prematuro prematuro a término
24-27 sem. 28-31 sem. 32-35 sem. 36-40 sem.




In vivo

Experimento 2A:

* Mayor proporcion media de preOL en los fetos del grupo
4 (nacidos a término) y menor proporcién media de preOL en los
fetos del grupo 1.

e X1 preOL/OPC < X2 preOL/OPC < X3 preOL/OPC < X4 preOL/OPC

* |a cantidad de VEGF aumenta en correlacion con el aumento de
las semanas de gestacion.




In vitro
Experimento 3A:

* Esperamos ver mayor nivel de expresion de VEGF en el WT
en comparacion con el HIF(-).

* Esperamos ver mayor proporcion de pre-OLs en el WT en
comparacion con HIF(-).

Experimento 3B:

* Esperamos ver mayor cantidad de VEGF en el WT en
comparacion con el HIF(-).

Experimento 3C:

* Esperamos observar mas vascularizacion (formacion de
tubos) en el WT en comparacion al HIF(-).

&2



[!!] 5. Estudios

a futuro



Q;
Estudios a futuro

Il/a
N

Contribuir al conocimiento del proceso de diferenciacion de
oligodendrocitos y de los factores que intervienen.

En la actualidad, no existen opciones de tratamiento para combatir danos
en la materia blanca del prematuro (Vaes et al. 2019).

Cancer: desarrollo de tratamientos relacionados al metabolismo tumoral.

Linea de investigacion respecto de la regulacion de VEGFB por vias
alternativas antes del periodo 6.



Gracias!

Alguna pregunta?
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