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RESUMEN

RESUMEN

Introduccioén: Durante el desarrollo los componentes mas prevalentes del

fluido cerebroespinal (CSF) son proteinas, y esta fraccidon proteica es mas
completa y de mas alta concentracion en el embrién que en el adulto y se
ha demostrado su funcibn como regulador del comportamiento
neuroepitelial a nivel mesencefalico, tanto en embriones de pollo como de
rata. El CSF juega un papel importante en el desarrollo del SNC en los
estadios embrionarios tempranos, tanto para la expansién de las cavidades
cerebrales como para la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las

células madres neuroectodérmicas.

Las células precursoras (CP) o también llamadas células madre, se
caracterizan por su capacidad de autorreplicacion, asi como por su
capacidad para generar células diferenciadas. Diversos agentes, como los
factores de crecimiento y ciertas citoquinas, pueden actuar directamente

sobre las CP e inducir su diferenciacién hacia un linaje celular.

Nuestros objetivos son comprobar el efecto "in vivo" del fluido
cerebroespinal embrionario (E-CSF) sobre la proliferaciéon y diferenciacion
de los neuroblastos de la médula espinal en desarrollo, y si el E-CSF y otros
factores neurogénicos conocidos, como son el factor de crecimiento
fibroblastico-2 (FGF-2) y el acido retinoico, son capaces de inducir la
diferenciacion a neuronas en poblaciones celulares no nerviosas

pluripotenciales, tales como el mesénquima y el amnios.

Material y métodos: Para el estudio del efecto del E-CSF en la
proliferacion y diferenciacién celular en médula se utilizaron embriones de
pollo en estadio 19-20HH y se establecieron los siguientes grupos: I)
controles a los que no se realiza ningun tipo de manipulacién; II) controles
a los que se implanta una microesfera impregnada con solucién Ringer; II)
embriones a los que se implanta una microesfera impregnada de E-CSF.

Posteriormente se reincubaron durante 24 horas. Para el estudio de la

proliferacion celular se determind la incorporacion de Bromodeoxiuridina
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RESUMEN

(BrdU) en los nucleos de los neuroblastos medulares en la zona de
implantacién de la microesfera. Posteriormente, estos datos se analizaron
mediante el test de significatividad estadistica ANOVA de un factor. El
estudio de la diferenciacién neuronal se realizd mediante la determinacion
inmunohistoquimica de Bs-Tubulina.

Para conocer el efecto del E-CSF sobre la diferenciacién neuronal en células
no nerviosas se utilizaron dos grupos celulares: en el mesénquima y en la
membrana amniética. En el grupo del mésenquima se utilizaron embriones
en estadio 18HH y se establecieron los siguientes grupos: I) controles a los
que no se realiza ningun tipo de manipulacién; II) controles a los que se
implanta una microesfera impregnada con solucién Ringer; III) embriones a
los que se implanta una microesfera impregnada de E-CSF; IV) embriones a
los que se implanta una esfera impregnada de 10ng/ml de FGF-2 + acido
retinoico 0,1 mM. Se reincubaron durante 24-48 horas y posteriormente se
estudié el grado de diferenciacion neuronal mediante la determinacion
inmunohistoquimica de Bs-Tubulina. Para el grupo del amnios, se
implantaron en la membrana amniética (MA) de embriones de pollo en
estadios 19-20HH piezas pequenas de papel filtro Milipore de 0,22 pm de
didmetro de poro, previamente impregnadas con E-CSF o con una solucién
de 10ng/ml de FGF-2 + acido retinoico 0,1 mM vy, para el grupo control se
utilizé una solucion de PBS. Los embriones fueron recultivados durante
periodos de 48 y 72 horas. Las MA fueron extraidas y se valord en ellas el
grado de diferenciacién neuronal mediante la  determinacién

inmunocitoquimica de B3-tubulina y de nestina.

Resultados: En los experimentos realizados en médula espinal no
existieron diferencias estadisticamente significativas en la proliferacion
celular entre los controles, a los que se implanté una microesfera
impregnada con solucién de Ringer, y los controles sin manipular. Sin
embargo, la exposicién a la microesfera impregnada en CSF si produjo un
incremento estadisticamente significativo del numero de células que

incorporan BrdU en ambos cuadrantes dorsales.
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En cuanto a la diferenciacidn neuronal, se aprecid un incremento del
inmunomarcaje frente a B3-tubulina a nivel de la placa basal de los
embriones expuestos a E-CSF, en el lado que estd en contacto con la

microesfera, que no existid en los controles.

Se observd, en el estudio de la diferenciacion neuronal en células
mesenquimales, la presencia de inmunomarcaje frente a B3-tubulina en el
grupo experimental, siendo mas intenso en el grupo con E-CSF que en el

grupo con la microesfera impregnada en FGF-2 y acido retinoico.

Las membranas amniodticas tratadas con FGF-2 + &acido retinoico mostraron
inmunomarcaje positivo a Bs-tubulina y nestina en todos los casos, al igual
que las tratadas con E-CSF pero, con este ultimo, la intensidad del marcaje
fue mayor. También se observé que el inmunomarcaje fue mas intenso
después de 3 dias de incubacién que tras 24 horas, tanto en los grupos

tratados con FGF-2 + acido retinoico como en los tratados con E-CSF.

Conclusiones: El E-CSF produce un aumento estadisticamente significativo
de la proliferacion celular a nivel de las células neurales de la médula
espinal en la placa alar, sin que tenga efecto sobre la placa basal, y

favorece la diferenciacion neuronal.

El E-CSF provoca diferenciacién neuronal sobre las células mesenquimales

embrionarias y sobre las células amnidticas in vivo.

El acido retinoico y el FGF-2 conjuntamente tienen una accién neurogénica
sobre las células mesenquimales embrionarias y sobre las células epiteliales

amnioticas in vivo.
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1. FORMACION DEL SNC

1.1. Derivados de la hoja germinativa ectodérmica

El procedimiento mediante el cual se establecen en el embridn las tres
capas germinativas (ectodermo, mesodermo y endodermo) se denomina
gastrulacién. La gastrulacion comienza con la formacion de la linea primitiva
en la superficie del epiblasto. Poco a poco, esta linea se va definiendo hasta
formar un surco angosto limitado hacia los lados por zonas mas salientes. El
extremo cefdlico de esta linea, el nddulo primitivo, es una formacion

ligeramente elevada alrededor de una fosita primitiva.

Las células del epiblasto migran hacia la linea primitiva. Cuando alcanzan la
regidon de la linea adquieren forma de matraz, se desprenden del epitelio y
se deslizan debajo de éste, movimiento llamado invaginacién. Algunas de
estas células que se han invaginado se desplazan hacia el hipoblasto, dando
lugar al endodermo embrionario, mientras que otras se ubican entre el
epiblasto y el endodermo para constituir el mesodermo. Las células que

quedan en el epiblasto forman el ectodermo (Figura 1).

/ Fosita primitiva

Epiblasto @ Linea primitiva
'
= -
) o
.-u.'o"'.. “'/0"’5"' “"’00
Sehtrfeleft]e e ..""'0'0'

STelelols "@._ ;.__-;sm@‘.”....
& [ow .T

Hipoblasto

Invaginacion de
células mesodérmicas

Figura 1: Corte transversal de la regién craneal d la linea primitiva que muestra la invaginacién de
las células epiblasticasLas primeras células que se movilizan hacia desgtirdesplazan al hipoblasto para
formar el endodermo definitivo. Posteriormenteualgs células del epiblasto se movilizan hacia dentr
formando el mesodermo. Las células que quedan epilglasto forman el ectodermo. (Fte.: elaboracion
propia, a partir de LangmaBEmbriologia médica con orientacion clinjcz002. 82 ed.)
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Las células prenotocordales que se invaginan en la fosita primitiva emigran
directamente en direccidn cefalica hasta llegar a la placa precordal. Estas
células prenotocordales se intercalan en el hipoblasto de forma que, durante
un breve periodo de tiempo, la linea media del embridn esta formada por
dos capas celulares que constituyen la placa notocordal. A medida que el
hipoblasto es reemplazado por células endodérmicas que se desplazan hacia
la linea primitiva, las células de la placa notocordal proliferan y se
desprenden del endodermo, formando un corddn macizo denominado

notocorda definitiva.

El proceso del desarrollo neural se divide en siete pasos fundamentales
(Jessell y Sanes., 2000):

1. Induccidn de la placa neural.

2. Regionalizacion del tubo neural a través de los ejes dorsoventral y

anteroposterior.
3. Generacién de neuronas y glia desde precursores multipotenciales.
4. Migracion de neuronas.
5. Orientacion de axones hacia sus érganos-diana.

6. Formacion de sinapsis.
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1.2,

Formacion del tubo neural

El proceso por el que el embrién forma el tubo neural, el rudimento del SNC

del

que se derivan el encéfalo y la médula espinal, se denomina

neurulacion. Durante este proceso, el embridon es llamado néurula. Dentro

de la neurulacién se distinguen dos procesos:

Neurulacién primaria: Las células que rodean a la placa neural

inducen a las células de la propia placa a proliferar, invaginarse y
separarse de la superficie para formar un tubo hueco. La porcién
anterior del tubo se produce por neurulacién primaria. Este proceso
es similar en anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Gallera., 1971) y
divide al ectodermo original en tres grupos de células: el tubo neural,

la epidermis y las células de la cresta neural (Figura 2).

Neurulacién secundaria: De esta forma se forma la parte posterior del

tubo. En este caso, el tubo neural se origina a partir de la unién de
las células mesenquimales para formar un corddn sélido que
posteriormente se ahueca para crear un tubo. En aves, todo el tubo
neural caudal al par de somites 28 (es decir, caudal a las
extremidades inferiores) se genera por neurulacion secundaria
(Pasteels, 1937; Catala et al., 1995). En mamiferos, la neurulacion
secundaria afecta al extremo posterior de la médula espinal
(Schoenwolf y Desmond., 1984a, b; Nievelstein et al., 1993).
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[ -Epidermis
-Pelo
-Ufias

Ectod ficial < -Glandulas sebaceas
ctodermo superticia -Hipofisis Anterior

-Epitelio olfatorio in6fisi
(Epidermis) (Adenohipofisis)

-Epitelio bucal -Esmalte dentario

-Cristalino -Epitelio de la mejilla

—

( -Células Schawnn

-Células neurogliales
-SNP

-SN Simpatico

ECTODERMO -SN Parasimpatico
Cresta neural <

-Médula suprarrenal
-Melanocitos

-Cartilago facial

\ -Dentina del diente

-Cerebro
-Neurohipdfisis

Tubo neural < -Médula espinal

-Neuronas motoras

-Retina

Figura 2: Principales derivados de la capa germirtava ectodérmica. El ectodermo es dividido en tres dominios
principales: el ectodermo superficial(epidermis primaria), lacresta neural (neuronas periféricas, células
pigmentarias y cartilago facial) ytelbo neural (cerebro y médula espinal).
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1.2.1. Neurulacidon primaria

El proceso comienza cuando la notocorda en desarrollo y el mesodermo
adyacente estimulan al ectodermo que estd encima de ellos. Sin la
presencia de algunas sefiales extrinsecas, las células del ectodermo sufririan
una transformacion neural “por defecto”, pero la sefalizacién continua
ejercida por las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP) hacia las células
ectodérmicas impide normalmente esta diferenciacién neural. Previamente a
la gastrulacién, la sefalizacién por el Factor de Crecimiento Fibroblastico-8
(FGF8) promueve la diferenciacion neural al reprimir la expresiéon de los
genes BMP desde futuras regiones neurales del ectodermo. Durante la
gastrulacion, antagonistas de las proteinas con actividad BMP como Noggin,
Cordina y Folistatina son secretadas por el nodo y aseguran la progresion

hacia la diferenciacién neural (Weinstein., 1999; Harland., 2000) (Figura 3).

Ectodermo
BMP (4 vy 7)

La inhibicion de h N
BMPs induce placa |BMPs | <—Wnt (6) |
neural

. )

Noggin
Folistatina
Cordina

Noggin, folistatina y cordina
inhiben a los BMPs de la
parte central del ectodermo.

Figura 3: Induccién de la placa y crestas neurale El ectodermo expresa desde fases muy precocesnamtie l:
familia BMP (4 y 7). La notocorda produce tres pimés inductoras de placa neunoggin, folistatina y cordine
que inhiben a IoBMP de la parte central del ectodermo. Este blogieeBMP hace que el ectodermo suprayace
la notocorda se transforme en placa neural (lagastide la placa neural se especifican o comprometea st
transformacion en tejido neural). Las célulictodérmicas situadas en los bordes de la placalnaure siguel
expresando BMP (al estar mas alejadas de la nowmdar@MP no ha podido ser bloqueado por los indaes
neurales, noggin, folistatina y cordina) bajo laiéa de Wnt(6) (Winless e Introcedente del ectodermo lateral y
FGF(8) producido posiblemente por el mesodermoxgraubyacente, se transforman en células deeltaneure
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Este complejo proceso de induccidén notocordal hace que el tejido
ectodérmico (neuroectoblasto) se engrose formando la placa neural, situada
en la regidon dorsal media por delante de la fosita primitiva. Poco después,
sus bordes laterales se elevan y forman los pliegues neurales (Figura 4),
apareciendo como consecuencia un surco con forma de U en el centro de la

placa, denominado surco neural.

Borde seccionado del amnig

Neuroporo anterio

Placa neura .
Pliegue neura

Surco neural 4 L,
<Area cardiogénica

4; Primer somite

Tubo neura

Neuroporo posterig

-

Figura 4: Formacion del tubo neural. (Fte.: elaboracion propia, a partir de Langmambriologia médica con
orientacion clinica2002 82 ed.)
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La formacién del tubo neural se produce al elevarse aun mas los pliegues
neurales, su acercamiento a la linea media y su posterior fusién. De la parte
interna de los pliegues neurales se desprenden células que se ubican a cada
lado del tubo constituyendo las crestas neurales. La fusion de los pliegues
neurales se produce primero en la regién cervical y se extiende en direccion
cefalica y caudal; en los extremos del tubo se retarda la fusién, quedando
los neuroporos craneal y caudal que comunican la luz del tubo neural con la

cavidad amnidtica.

La pared del tubo neural, inmediatamente después de cerrarse, esta
formada por células neuroepiteliales que se extienden por todo el espesor
de la pared y forman un grueso epitelio pseudoestratificado. Estas células
estan conectadas entre si por complejos de unién que se encuentran en la
luz. Durante el periodo de surco neural o inmediatamente después de
cerrarse el tubo, estas células se dividen y aumentan su numero
rapidamente; constituyen, en conjunto, la capa neuroepitelial o

neuroepitelio.

La neurulaciéon primaria, en resumen, puede dividirse en cuatro estadios
diferentes pero solapados de manera espacial y temporal (Smith vy
Schoewolf., 1997; Colas y Schoenwolf., 2001). (Figura 5).

Formacion de la placa neural.
Modelado de la placa neural.

Flexién de la placa neural para formar el surco neural.

i

Cierre del surco neural para formar el tubo neural.
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Placa neural
Loy LN
Notocorda/v
/ Cresta neural

L™

<—— Pliegue neural

3 / \ Ectodermo
T

Tubo neural

P 2 Y

Cresta neural

Figura 5: Formacion del tubo neural (Neurulacién primaria). (Fte.: elaboracién propia)

1.2.2. Neurulacion secundaria

La neurulacion secundaria implica la condensacién de las células
mesenquimales para formar un cordén medular profundamente al
ectodermo superficial, y el posterior ahuecamiento de este cordén que lo

transforma en tubo neural.

El proceso es diferente entre especies. En anfibios y aves se produce con
frecuencia a nivel de las vértebras lumbares (abdominales) y de la cola, y
en ambos casos puede considerarse como una continuacién de la
gastrulacién. En las ranas, las células del labio dorsal del blastoporo, en
lugar de crecer hacia el embridn, continlan creciendo ventralmente; la
region en crecimiento en la punta del labio se denomina bisagra cordoneural
(Pasteels., 1937), y contiene precursores de la porcidn mas posterior de la
placa neural y de la notocorda; la punta de la cola es el descendiente

directo del labio dorsal del blastoporo, y las células que revisten a éste
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forman el canal neuroentérico; la parte proximal de este canal se fusiona
con el ano, mientras que la porcidn distal se convierte en el canal

ependimario (la cavidad del tubo neural) (Gont et al., 1993).

1.3. Diferenciacion del tubo neural

La diferenciacion del tubo neural se produce simultdaneamente a tres

niveles:

1. Nivel anatémico: el tubo neural y su cavidad sobresalen y se

estrechan formando las camaras del cerebro y de la médula espinal.

2. Nivel tisular: las poblaciones celulares dentro de la pared del tubo
neural se reorganizan para formar las diferentes regiones funcionales
del cerebro y de la médula espinal. Las células del tubo neural
adquieren su identidad regional gracias a la posicion que ocupan a lo
largo de los dos principales ejes, dorsoventral y anteroposterior. De
este modelo se deduce que la posicion de las células define sus
identidades a través de la exposicion a ciertos factores de
sefalizacion, limitados regionalmente y que operan sobre los dos ejes
neurales. Algunos de los factores propuestos para establecer el
patrén regional son (Jessell y Sanes., 2000; Lumsden y Krumlauf.,
1996; Lee y Jessell., 1999; Rubenstein y Beachi., 1998):

- Eje dorsoventral: el patron ventral es impuesto por la
notocorda y el patrdon dorsal es inducido por la epidermis. Asi, en la
médula espinal, la region dorsal es el lugar donde las neuronas
espinales reciben aferencias de las neuronas sensoriales, y la regién
ventral es donde residen las neuronas motoras. La especificaciéon de
este eje dorso-ventral se debe inicialmente a dos factores paracrinos
principales: la proteina Sonic Hedgehog (Shh), originada en Ila
notocorda; y las proteinas del grupo del Factor de Crecimiento

Transformante-beta (TGF-B), procedentes del ectodermo dorsal.
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- Eje anteroposterior: grupos de células neurales especializadas
se organizan a lo largo del eje anteroposterior del tubo neural (p.€j.,
la zona limitante intrataldmica o el istmo), y generan diferentes
factores que establecen la identidad regional y el destino neuronal en
sus dominios adyacentes del tubo neural. Por ejemplo, las células del
istmo secretan FGFs y Wnts, ambos necesarios para la diferenciacion

y modelaje del mesencéfalo y rombencéfalo.

3. Nivel celular: las células neuroepiteliales se diferencian a numerosos

tipos de células nerviosas, conductoras (neuronas) y de sostén (glia).

En la porcion mas anterior del tubo neural aparecen tres dilataciones
denominadas vesiculas primarias: el cerebro anterior (prosencéfalo), el
cerebro medio (mesencéfalo) y el cerebro posterior (rombencéfalo). A su
vez, estas vesiculas se subdividen en otras: el prosencéfalo se subdivide en
el telencéfalo (porcion anterior, que formara finalmente los hemisferios
cerebrales) y el diencéfalo (porciéon caudal, que dara lugar a las regiones
taldmica e hipotaldmica); el mesencéfalo no se subdivide y su cavidad se
convierte en el acueducto cerebral; y el rombencéfalo se subdivide en el
metencéfalo (anterior, que da origen al cerebelo y al puente o
protuberancia) y en el mielencéfalo (posterior, que forma el bulbo raquideo)
(Figura 6).
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Vesiculas Primarias-3 Vesiculas Secundarias-5 Derivados
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Figura 6: Diagrama de las vesiculas cerebrales y algunos desglerivados en el adulto(Modificado de Gato y
Desmond, 2009).

En el crecimiento de las vesiculas cerebrales intervienen dos factores
interdependientes: la presidn hidrostatica ejercida por el CSF vy la

proliferacidn celular regulada por factores de crecimiento.

1. Presion hidrostatica ejercida por el CSF: en el proceso de dilatacién
del cerebro son destacables su velocidad y su extension, y es el
resultado de un aumento en el tamano de la cavidad. El proceso
expansivo es diferente en funcién de la especie, y también varia
entre las diferentes vesiculas cerebrales (mesencéfalo en aves y
telencéfalo en mamiferos), lo que sugiere relaciones filogenéticas vy
ontogénicas en el proceso (Desmond y O "Rahilly., 1981; De Paz.,
1999; Levitan y Desmond., 2009). En el embrién de pollo, el volumen
del cerebro aumenta 30 veces entre los dias 3 y 5 de desarrollo,
probablemente a causa de la presion positiva ejercida por el fluido
cerebroespinal (CSF) contra las paredes del tubo neural. Esta presidon
no se reduce a través de la médula espinal, ya que el tubo neural

esta cerrado transitoriamente entre ésta y el cerebro primitivo por el
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empuje de los tejidos dorsales a los pliegues neurales en esa zona
(Schoenwolf y Desmond., 1984a; Desmond y Schoenwolf., 1986;
Desmond y Field., 1992). En embriones de pollo, este cierre
transitorio se sitla en una region a nivel del corazén; comienza en el
estadio 11 HH y termina en el estadio 14HH (Hamburger and
Hamilton., 1951; Schoenwolf y Desmond., 1986), coincidiendo con la
finalizacién de la neurulacién (Desmond y Field.,1992), y seria por
tanto la oclusién de esta zona lo que permitiria la expansion cerebral
(Levitan y Desmond., 2009). A pesar de que esta obstruccion
temporal sélo estd demostrada experimentalmente en pollo, ha sido
descrita desde el punto de vista morfolégico en humano, rata, raton y
salamandra (Freeman., 1972; Desmond., 1982; Desmond vy
Schoenwolf., 1985, 1986; Schoenwolf y Desmond., 1984a, 1984b,
1986; Desmond y Field., 1992). La oclusién requiere de mensajeros
secundarios como el Ca®*, calmodulina, AMPc y n-cadherinas (Gato y
Desmond., 2009; Desmond et al., 1993; Schoenwolf y Desmond.,
1984a; LaConti et al., 2004). La presién positiva en la cavidad se
consigue por varios mecanismos: a) por difusion pasiva de agua
hacia las vesiculas gracias a la presién hidrostatica ejercida por la
presion sanguinea; b) por difusién pasiva de agua a través de los
canales de agua o aquaporinas (Parvas y Bueno., 2010); c) a través
del transporte activo de Na* hacia las vesiculas via bomba Na*-K*
(ATPasa); d) a través del transporte o secrecién de proteinas y de
proteoglicanos hacia las vesiculas. Estos dos ultimos mecanismos
podrian trabajar conjuntamente para crear un gradiente osmotico,
como veremos mas adelante. Los proteoglicanos tienen una alta
carga negativa por su gran contenido en radicales COO" y SO,
haciendo que se retengan altas cantidades de iones positivos (Gato y
Desmond., 2009). Si se extirpa experimentalmente la posicion
anterior del tubo neural, la presién de liquido disminuye vy
consecuentemente el cerebro de pollo aumenta de volumen en un
grado menor y contiene muchas menos células que las que se

encuentran en los embriones normales.
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Por tanto, el CSF juega un papel importante tanto en la
coordinacion de la expansion cerebral como en la proliferaciéon
celular del epitelio (Gato et al., 1993; Alonso et al., 1998, 1999,
2000; Gato et al., 2005; Gato y Desmond., 2009).

2. Proliferacién celular: la proliferacion celular del neuroepitelio esta
regulada también por los factores de crecimiento contenidos y

transportados por el CSF, que comentaremos mas adelante.

1.4. Arquitectura tisular del SNC

En las células de un epitelio pseudoestratificado como es el neuroepitelio,
los nucleos migran a lo largo del eje apical-basal dentro del citoplasma
durante el ciclo celular, en el proceso denominado migracién nuclear
intercinética: el nucleo se encuentra a nivel basal, hacia la superficie
externa del tubo neural, en la fase de sintesis de DNA (fase S); migra hacia
el lado apical durante la fase de control (G2); y la mitosis se produce
apicalmente, cerca de la superficie luminal de la célula. Aunque la razén de
esta migracion nuclear es desconocida, sefales especificas restringidas en
la regidn apical de la célula podrian regular sucesos intranucleares durante
la mitosis (Woods and Bryant., 1993).

El 6xido nitroso (NO) ayuda a la progresidon del ciclo celular, de forma que
altos niveles de NO promueven la entrada a la fase S en la base celular
mientras que bajos niveles de NO facilita la entrada a mitosis apicalmente
(Traister et al., 2002).

Las células-madre neuroepiteliales tienen las propiedades de
autorrenovaciéon y multipotencialidad (neurogénesis y gliogénesis). Parece
ser que la division simétrica de las células-madre da lugar a nuevas células-
madre, mientras que una divisidn asimétrica da lugar a la diferenciaciéon
hacia neurona o hacia célula glial. Sin embargo, los mecanismos que

regulan estas vias aln no estan bien explicados. Estudios con Drosophila
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han identificado un conjunto de genes neurogénicos, cuya pérdida da lugar
a la generacién de un exceso de neuronas a expensas de las células de
soporte; por ejemplo, estd demostrado que la via de senalizacion Notch
esta altamente conservada y ejerce un importante papel en el control de la
neurogénesis en los vertebrados: la activacion de la senalizacidon via Notch
dirige a las células hacia un destino no neural, y su inhibicidn promueve la
diferenciacion neuronal (Jessell y Sanes., 2000; Lu et a.l, 2000; Hassan y
Bellen., 2000; Marnellos et al., 2000).

Durante el primer periodo embriogénico, las células neuroepiteliales se
dividen simétricamente produciendo dos células idénticas. Mas tarde, estas
células sufren una nueva serie de divisiones asimétricas que generan cada
vez una célula madre neuroepitelial y un neuroblasto, inicidandose asi la
neurogénesis (Go6tz y Huttner., 2005; Caviness et al., 2003). Al final del
periodo embriogénico, la capa neuroepitelial comienza a producir gliobastos
y se inicia la gliogénesis; mas adelante, estos glioblastos se diferenciaran
en distintos tipos de células gliales, entre ellas astrocitos y oligodendrocitos,

proporcionando a las neuronas del SNC sostén metabdlico y estructural.

Tanto las células neuroepiteliales como las células gliales son capaces de
autorrenovarse y de generar neuronas, progenitores intermedios
(progenitores basales) y glia. Asimismo, ambos tipos celulares estan
caracterizados por una polaridad apico-basal, presentar el citado proceso de
migracion nuclear intercinética y ser positivas a nestina y prominin-1 (Gotz
y Huttner., 2005).

En los mamiferos adultos existen dareas que conservan células con
capacidad de autorrenovacién y de diferenciacion a lineas neurales: la capa
subependimaria de la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos laterales
y la zona subgranular del giro dentado en el hipocampo (Alvarez-Buylla y
Lim., 2004; Ming y Song., 2011).
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2. FLUIDO CEREBROESPINAL EMBRIONARIO

2.1. Composicidon

Tanto el neuroepitelio como los ventriculos cerebrales contribuyen al
crecimiento cerebral, pero por diferentes mecanismos: el neuroepitelio
crece primariamente por proliferacién celular, mientras que los ventriculos
se expanden debido a la presion hidrostatica creada por el fluido
cerebroespinal contenido en su interior. Esto demuestra que tanto el tejido
como los ventriculos trabajan cooperando en el periodo embrionario para el

crecimiento cerebral como una unidad funcional (Gato y Desmond., 2009).

GROWTH
FACTORS

- —

- -

Figura 7: Esquema de una seccion transversal de lagion del cerebro medio que explica la interdeperahcia
de las interacciones de la presidn hidrostatica cagla por el CSF-E y los factores de crecimiento sobrel
comportamiento del neuroepitelio.El fluido atraviesa el neuroepitelio a través deguadiente osmético (flechas
grandes a la derecha). EI CSF-E genera la expan&da superficie luminal (flechas radiales). Lostdaes de
crecimiento probablemente estimulan la mitosisadecElulas neuroepiteliales a través de recepémiesles (cajas
rojas). También puede haber una influencia mutuee dactores de crecimiento y presion hidrostatiGapresion
hidrostatica genera tensién en la superficie imtatel neuroepitelio, estimulando la actividad niggta través de
receptores de tensién como las kinasas de adhés@ah (FAKs), en la superficie o dentro de las @&Hu
neuroepiteliales. (Imagen tomada de Gato y Desni0@R).
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Estudios realizados en las ultimas décadas también han demostrado que la
presion hidrostatica creada por el CSF no sélo favorece la expansidon
cerebral, sino que ademds es capaz de regular aspectos del entorno
neuroepitelial ejerciendo una influencia tréfica en sus células, promoviendo
la neurogénesis, la supervivencia celular y aumentando la actividad mitética
y cierta expresion génica (Gato et al., 2005). El neuroepitelio, a través de
una secrecion autocrina y/o paracrina de distintos factores tréficos, también

ejerce por si mismo un papel en la replicacion celular.

Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que durante el
desarrollo los componentes mas prevalentes del CSF son proteinas, y que
esta fraccion proteica es mas compleja y de mayor concentraciéon en el
embrion que en el adulto, lo que hace que muchos autores sugieran que el
CSF estd envuelto en la regulacibn del entorno de las células
neuroepiteliales, actuando directamente en la supervivencia, proliferacién y

diferenciacion de las células neuroepiteliales (Martin, 1999).

Aunque el 99% de la composicién del CSF es agua, también es rico en una
variedad de proteinas, iones, lipidos, hormonas, colesterol, glucosa y otras

moléculas y metabolitos (Mauro et al., 2012) (Tabla 1).
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Tabla 1: Factores de crecimiento presentes en el CSF embramn (Modificada de Mauro et al., 2012)

Factor de crecimiento

Método de deteccion

Especies

Referencias

Proteina precursora
amiloide beta A4(APP)

Espectrometria de masa
(MS)

Rata. Humano.

Zappaterra et al. 2007

Proteina morfogenética | Luciferase assay Rata Lehtinen et al. 2011
Osea (BMPs)
Factor de crecimiento Western blot Pollo Martin et al.2006
fibroblastico 2(FGF2)
Factor de crecimiento MS Rata Lehtinen et al. 2011
diferenciador 3(GDF3)
Factor de crecimiento MS Rata Lehtinen et al. 2011
diferenciador 8(GDF8)
Insulin-like growth factor- | ELISA/Western blot Raton. Rata Lehtinen et al. 2011
1 (IGF-1) Salehi et al. 2009
Insulin-like growth factor- | ELISA/Western blot Ratén. Rata Lehtinen et al. 2011
2 (IGF-2)
Factor inhibidor de ELISA Ratén Hatta et al.2006
leucemia (LIF)
Factor de crecimiento ELISA/Western blot Pollo Mashayekhi et al. 2009
nervioso (NGF)
Factor derivado del MS Humano Zapaterra et al. 2007
pigmento epitelial (PEDF)
Acido retinoico HPLC-MS, cell based Pollo, rata Lehtinen et al. 2011
assay Parada et al.2008

Sonic hedgehog (Shh) ELISA Ratén Huang et al. 2010
Wingless-type MMTV Cell based assay Rata Lehtinen et al. 2011
integration site family
(Wnts)
Otros:

«  OCS- esponding ELISA/Western blot Pollo Vera et al.2013

e IL-6.IL-1B ELISA/Western blot Pollo De la mano.

e«  Factor de ELISA Pollo Garcia-Campany y

crecimiento
transformant@

(TGFp)

Marti.2007
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El CSF del embridn de pollo entre los estadios 18 y 30-HH tiene una mayor
concentracidon de proteinas que en el adulto, que aumenta constantemente
durante este periodo para después disminuir en el periodo fetal (Gato et al.,
2004). Como ya se ha comentado, el CSF desempefia un importante papel
en el desarrollo del SNC durante los estadios embrionarios tempranos, tanto
para la expansidon de las cavidades cerebrales como para la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de las células-madre neuroectodérmicas, y por
esta razdn es importante caracterizar e identificar las proteinas que

componen el CSF.

El proteoma del E-CSF muestra similitudes con el CSF humano adulto y
contiene proteinas envueltas en procesos degenerativos o que sirven de
marcadores de los mismos (Puchades et al., 2003; Johnson et al., 1992).
Las proteinas identificadas se pueden clasificar en ocho grupos de acuerdo a

sus caracteristicas funcionales o estructurales (Parada et al., 2006) Tabla 2.

Diversos autores han demostrado que el descenso de la presion del CSF
causa severa dismorfogénesis y colapso cerebral (Miyan et al., 2003;
Desmond et al., 1977; Jelinek et al., 1970). Sugieren que la expansion
normal se debe a la presencia de una matriz extracelular dentro de las
cavidades cefalicas que contienen moléculas con actividad osmadtica como
son los proteoglicanos sulfatados (Martin, 1999); por tanto, las alteraciones
en las concentraciones de estos proteoglicanos (condroitin-sulfato
intraluminal, acido hialurénico) producen cambios en el crecimiento cerebral
del esbozo cefdlico, como ocurre en el modelo de embrién de pollo, en el
que aparecen severas alteraciones que afectan principalmente al cerebro
anterior y medio (Alonso et al., 1999, 2000).

Asi pues, el proteoma del E-CSF muestra la presencia tanto de moléculas
descritas en la matriz extracelular (Grupo 1) que pueden estar envueltas en
el crecimiento cerebral del esbozo cefalico, como de moléculas implicadas
en el control de la presidn osmoética (Grupo 2) que pueden ser también

responsables de la fuerza expansiva ejercida por este fluido.
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Tabla 2: Clasificacion de las proteinas identificadas en &-CSF de pollo (HH24) segun sus caracteristicas
funcionales y estructurales(Tomado de Parada et al., 2006)

Grupo 1: Proteinas de la

matriz extracelular

Grupo 2: Proteinas de
presion osmética y
transportadoras de

metales

Grupo 3: Proteinas
relacionadas con la
quiescencia 'y muerte

celular

Grupo 4:

Apolipoproteinas

Proteoglicanot,
Colageno, Colageno alfa
(1) precursor de cadena
Colageno alfa 1 (V)
precursor de cadena,
Fibrindgeno beta
precursor de cadena,
Gelatinasa A, Agrin-
related protein 1, N-
Cadherin.

Hemoglobina¢-D y pi’),

L Ovotransferrina.

Precursor de cistatina (en
huevo blanco),
Quiescence-specific

protein precursor.

Apolipoproteina A-I,
Apolipoproteina A-1V.

Grupo 5: Retinol y
transportadoras de
vitamina D

Grupo 6: Antioxidantes
y proteinas
antimicrobianas

Grupo 7: Proteinas

intracelulares

Grupo 8: Proteinas

desconocidas

Plasma retinol binding
protein, Transtiretina,
Vitamin-D bindind protein

precursor.

Ovoalblmina, Precursoral
de la Vitellogenina I, Hen

egg Lisozyme (HEL).

B-actina.

AGENAE Gallus gallus
multitissue standardized
library, CSEQCHNO04
Gallus galuus cDNA clong
ChEST44n15, Chicken
activated T cell cDNA
Gallus gallus cDNA clone
pat.pk0017.f7 5 similar a
la protina de la capa
externa de la membrana
vitelina. Pnl-b.pk0001.b9
higado de pollo cDNA
library Gallus allus cDNA
clone pnl-b.pk0001.b9,
producto proteico sin

nombre.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, se ha demostrado que el E-CSF
ejerce un papel tréfico sobre el neuroectodermo in vitro que contribuye a la
neurogénesis y colabora con el istmo organizador en el establecimiento de
modelos apropiados de expresidon génica (Gato et al., 2005). Respecto a
esto, el proteoma del E-CSF muestra la presencia de moléculas implicadas
en la quiescencia y muerte celular (Grupo 3), relacionadas con la activacion
MAP-Kinasa, una familia de proteinas implicadas en cascadas de
transduccién de sefiales como las apolipoproteinas (Grupo 4), que pueden
ayudar a regular el crecimiento y modelaje del SNC, y moléculas implicadas
en la proliferacién celular, diferenciacion y morfogénesis (Grupo 5), que
pueden ayudar a regular la neurogénesis y la morfogénesis del esbozo

cefalico.

También se han identificado algunas proteinas con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (Grupo 6) que pueden contribuir a la
generaciéon de un entorno propio para la accion del resto de los productos
génicos; y proteinas intracelulares (Grupo 7), que también estan presentes
en el CSF del humano adulto (Sanchez et al., 1995; Davidsson et al.,
2001).

Respecto a la procedencia de las proteinas del CSF, éstas tienen tres

diferentes origenes:

1. Transporte desde una fuente externa a través del neuroepitelio
(Martin et al., 2006; 2009).

2. Sintesis ubicua y secrecién apical desde las células neuroepiteliales
(Gato et al., 1993).

3. Sintesis y secrecién apical desde una poblacion celular especifica,
como en el drgano subcomisural (SCO), situado en el techo del tercer

ventriculo, u otros érganos circunventriculares.
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2.2. Regulacién del CSF

Como ya se ha comentado anteriormente, la expansidon cerebral es debida,
entre otros factores, a la presion hidrostatica ejercida por el CSF, y esta
presion no se disipa por la médula espinal ya que el tubo neural esta
cerrado de forma transitoria hasta el final de la neurulacion. Por tanto, se
hace necesario conocer cdmo se acumula el fluido dentro de los ventriculos

y, consecuentemente, como se genera la presion del CSF.

Gato et al. (1993) demostraron que la Odsmosis es el mecanismo
responsable de la acumulacién del fluido dentro de los ventriculos. Proponen
gue los componentes osmoticos entran en los ventriculos por dos posibles
mecanismos: desde el exterior, atravesando el neuroepitelio; o
directamente secretados a los ventriculos por las células neuroepiteliales
siguiendo un gradiente osmotico, que implica el paso de agua hacia la

cavidad y el aumento consiguiente de la presion hidrostatica (Figura 8).

Cavity sealed

Hydrostatic Water trapping
Pressure I

" Heurnepithelial
transport or
secretion of
osmotic molecules

Figura 8: Seccibn sagital del mesencéfalo de un embrién dellpaen estadio 23-24HHgue representa como las

moléculas osmoéticamente activas son secretadassptirtadas a través del neuroepitelio hacia elébSk sistema
ventricular cerrado, generando presion hidrostatararo del ventriculo. (Tomado de Gato y Desm@og9).
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Esta hipdtesis de los componentes osmoéticos es apoyada por
investigaciones que demuestran la presencia de material precipitable dentro
de los ventriculos cerebrales en embriones de pollo y rata,
morfoldgicamente compatible con una matriz extracelular, y también la
presencia de estructuras secretoras tales como vesiculas y aparatos de
Golgi en la porcion apical de las células neuroepiteliales, lo que sugiere una
actividad secretora significativa en estas células (Gato et al., 1993).
Diversas investigaciones sugieren que el Na* existente en el CSF crea un
potencial eléctrico trans-neuroepitelial que permite dirigir estos procesos en
la morfogénesis normal (Hotary y Robinson., 1991; Shi y Borgens., 1994;
Borgens y Shi., 1995). Se ha demostrado también que el Na* cruza el
neuroepitelio via bomba Na*-K* ATPasa, dado que los embriones a los que
se bloquea esta bomba desarrollan ventriculos mas pequenos de lo normal
(Li y Desmond., 1991); asimismo, el incremento de Na* en los ventriculos
inducido por B-D-xilésido (que aumenta los canales libres de condroitin
sulfato y de Na*) ocasiona ventriculos hiperexpandidos (Alonso et al.,
1998).

Por tanto, la presencia en el CSF de moléculas de alto potencial osmatico
como los proteoglicanos contribuye a este gradiente osmotico, trabajando
de manera conjunta con el Na® como elementos esenciales de la génesis y
de la regulacion de la presion del CSF (Alonso et al., 1998, 1999, 2000;
Gato et al., 2004).
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2.3. Papel del CSF en el adulto

Un gran namero de factores de crecimiento aumentan en el cerebro y en el
CSF después de sufrir un dano cerebral, incluyendo: IGF1 (Kazanis et al.,
2004), IGF2 (Walter et al., 1999), FGF (Endoh et al., 1994), factor de
crecimiento neural (NGF) (Patterson et al., 1993), factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) (Doyle et al., 2010), factor neurotrofico
derivado de la glia (GDNF) (Cheng et al., 2008), factor neurotrdéfico
derivado cerebral (BDNF) (Kazanis et al., 2004; Korhonen et al., 1998),
neurotrofina 3 (NT-3) (Kazanis et al., 2004), neurotrofina 4/5 (Royo et al.,
2006), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Shore et al.,
2004), eritropoyetina (Brines et al., 2000), factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a) (Stover et al., 2000), proteina precursora amiloide soluble (SAPP)
(Olsson et al., 2004) (Tabla 3).

El aumento de IGF-1 en el lugar de la contusidn cerebral a las 48 horas del
dafo, en un modelo de ratédn con traumatismo cerebral, sugiere un posible
papel de neuroprotecciéon y neurogénesis de esta molécula; asimismo, IGF-
2 esta altamente expresada en los plexos coroideos, meninges, y en el CSF
tanto embrionario como adulto. Los plexos coroideos también secretan
proteinas integradoras de IGF (IGFBPs), que colaboran en el transporte de

las IGFs y también se cree que modulan su actividad.

El CSF puede actuar como un vehiculo para la transmisién y el transporte
de importantes nutrientes y factores de crecimiento hacia las zonas dafiadas
del cerebro (y globalmente al SNC) para ayudar a mantener la homeostasis,
promover la neuroproteccion y la neurogénesis, y remover los productos
toxicos generados por el dafio cerebral. En este sentido, diversos estudios
han probado que la administracion directa de factores de crecimiento
conocidos dentro de los ventriculos daflados en animales de
experimentacién induce neurogénesis y promueve la neuroproteccion: Sun
et al. (2009) administraron intraventricularmente FGF-2 (también llamado
FGF-B o bFGF) una semana después del traumatismo cerebral en ratas, y

registraron un aumento de la proliferacién celular en regiones neurogénicas
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de la zona subventricular (SVZ) y del giro dentado (DG), asi como un
incremento de la supervivencia de las nuevas neuronas generadas.
Asimismo, se ha demostrado un efecto neuroprotector tras Ila
administracion intraventricular de FGF-2 en modelos de rata con isquemia

cerebral focal (Kawamata et al., 1996).

Otros factores neurotroficos como el VEGF, GDNF y la eritropoyetina, han
demostrado también su capacidad de promover la neurogénesis y la
neuroproteccion tras su administracion intraventricular (Araujo et al., 1997;
Lee y Agoston., 2010; Schabitz et al., 1997; Sharma et al., 2007;
Storkebaum et al., 2005; Takeshima et al., 2011; Thau-Zuchman et al.,
2010).

Se ha demostrado también la capacidad de las células-madre neuronales de
migrar hacia regiones dafadas del SNC, y que este proceso es mediado en
parte por la via de sefalizacion SCF/c-kit (Sun et al., 2004).

Se ha intentado también la administracion de factores de crecimiento por
otras vias. En este sentido, la administracién intranasal de FGF-a (FGF-1 o
aFGF) en modelos de rata con isquemia focal aumenta la neurogénesis en la
SVZ y el DG (Cheng et al., 2011); asimismo, cuando se administra insulina
por via intranasal en personas con enfermedad de Alzheimer de grado
moderado, ésta atraviesa la barrera hemato-encefalica y mejora la memoria
y la funcién cognitiva de estos pacientes. Ademads, el CSF constituye un
potencial vehiculo para la transmision de implantes de células madre
neuronales en regiones danadas de la médula espinal y del cerebro, como
se ha demostrado en numerosos estudios sobre modelos animales
(Johanson et al., 2011; Ohta et al., 2004; Wu et al., 2001; Wu et al,,
2002).
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Tabla 3: Factores de crecimiento presentes en el CSF del ebro dafiado(Modificada de Mauro et al., 2012)

Factor de crecimiento Posible funcién en el Especies. Tipo de dafio
cerebro dafiado cerebral
BDNF Neuroproteccion Humano.
Isquemia
Eritropoyetina Neuroproteccion Humano.
Isquemia
IGF-2 Neurogénesis y Rata.
homeostasis tisular. Lesion penetrante
Probable promocion de Ia
actividad fagocitica
NGF Soporte en la Humanos.
supervivencia y Traumatismo.
proliferacion neuronal
sAPP Neuroproteccion. Humano.
Estimulacion de la Traumatismo
proliferacion de las células
madre neuronales
TGFH Soporte de la Humano.
supervivencia, expresion | Traumatismo
inflamatoria, regulacién de
la formacion de la escara
glial, fibrosis y activacion
microglial
TNF-o Neuroproteccion Humano. Rata.
Traumatismo
VEGF Neuroproteccion Humano.
Traumatismo
FGF2 Soporte en la Rata.
supervivencia y Isquemia. Taumatismo
proliferacion neuronal
GDNF Neuroproteccion Rata.
Isquemia
NT-3 Neuroproteccion Rata.
Lesion penetrante
NT-4,-5 Neuroproteccion Rata.
Traumatismo
FGF1 Neurogénesis Rata.
Isquemia
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En el adulto existen zonas con capacidad de neurogénesis como la citada
zona subventricular (SVZ), el hipocampo, el bulbo olfatorio, etc. ElI CSF,
como ya se ha visto, tiene un importante papel en la regulacién de la
proliferacidon y diferenciacion de las células madre neuronales tras el dano
cerebral. Estos mecanismos de regulacion pueden reproducirse también en
células-madre no nerviosas, como son las de la médula ésea (MSCs): se ha
demostrado que la adicién de CSF obtenido tras una isquemia cerebral a un
medio de cultivo in vitro de MSCs acelera la proliferacién de estas células;
este efecto es mas potente con CSF procedente de una isquemia de corta
duracion, y la morfologia y caracteristicas antigénicas de la superficie
celular de las MSCs se mantienen (Orito et al., 2010). Este hecho sugiere
gue el uso de este “CSF isquémico” en medios de cultivo podria facilitar el

trasplante autélogo de MSCs.

3. FACTORES DE CRECIMIENTO

3.1. Factor de Crecimiento Fibroblastico 2 (FGF-2)

Estd demostrado que el E-CSF controla la replicacion de las células
neuroepiteliales mediante la presencia de factores de crecimiento del tipo
del FGF-2 y/o EGF, segun especies (Martin et al., 2006). En cultivos de
tejido neuroepitelial mesencefdlico, afadiendo E-CSF al medio o bien
implantando microesferas impregnadas en E-CSF, se produce una reduccion
significativa del nUmero de células en apoptosis y se activan los procesos de
replicacion y diferenciacién. De igual forma, si se anula la actividad bioldgica
del FGF-2 en el CSF se reduce significativamente el nimero de células

neuroepiteliales en fase de replicacion celular.

Las células del neuroepitelio son capaces de sintetizar FGF-2 y ademas
poseen la capacidad de respuesta al mismo, ya que desde fases tempranas
del desarrollo expresan receptores de los FGFs 1, 2 y 4 (RFGFs) (Kalyani et
al., 1999). El FGF-2 estimula tanto in vivo como in vitro la proliferacién de
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neuroblastos, células gliales y otros tipos celulares no neurales (Gensburger
et al., 1987; Tao et al., 1997).

La regulacidon de la divisidon de las células del sistema nervioso central por
parte del FGF-2 parece estar en relacidén con la accién de otros factores. En
este sentido, algunos estudios prueban la relaciéon entre FGF-2 y el Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF), de forma que el primero estimula la
proliferacidon de células multipotenciales y el segundo regula las poblaciones
postmitdticas, especialmente gliales (Kilpatrick y Bartlett, 1995). También
parece existir una actividad sinérgica de FGF-2 con factores que posibilitan
la supervivencia neuronal (TGFBs + FGF-2) (Stern et al., 1997), la
diferenciacion (NT-3 + FGF-2) (Ghosh vy Greenberg., 1995) y la
reorganizacién de las sinapsis (NT-4, -5 + FGFs). La interacciéon con IGF-1
también se ha apreciado in vivo en relacidon con el control de la proliferacién
y diferenciacién de oligodendrocitos: el FGF-2 incrementa el niumero de
células y enlentece el proceso de mielinizacién, mientras el IGF-1 la
promueve (Goddard et al., 1999). En el SNC en desarrollo, el FGF-2 influye
sobre la diferenciacion celular tanto en sentido positivo como negativo, en
funcion del estado de diferenciacién, entorno celular (Stern et al., 1997) y
tipo celular (Qian et al., 1997).

Asi pues, el FGF-2 es uno de los principales factores implicados en la
regulacion de la proliferacion y la diferenciacion de los precursores neurales
en estadios tempranos del desarrollo (Tropepe et al., 1999; Vaccarino et al.,
1999; Junier, 2000; Ford-Perriss et al., 2001; Panchision y McKay, 2002;
Dono, 2003). Se ha sugerido que actua de un modo autocrino-paracrino
(Vaccarino et al., 1999; Panchision y Mc Kay, 2002), lo que implicaria que el
tejido seria autosuficiente para la regulacion del comportamiento celular;
sin embargo, no existe consenso al respecto, ya que se ha demostrado en
cultivos in vitro que el entorno de las células neuroepiteliales no es
suficiente para ello: Martin et al (2006) demostraron que, durante los
estadios tempranos del desarrollo en embriones de pollo, existe otra fuente
de FGF-2, distinta del neuroepitelio, que afecta al cerebro en desarrollo, ya
que el CSF contiene varias isoformas de este factor; asimismo demostraron,

tanto in vivo como in vitro, que el FGF-2 contenido en el E-CSF tiene un
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efecto sobre la regulacion del comportamiento de las células
neuroepiteliales, incluyendo la proliferacion celular y la neurogénesis; y se
detectaron también, mediante hibridacidon in situ, niveles altos de expresion
de mRNA en la notocorda, mesonefros y en el primordio hepatico, y bajos

en el neuroectodermo cerebral (Martin et al., 2006).

El FGF-2 es transportado normalmente por via extracelular unido a
heparan-sulfato (HSPG) o a condroitin-sulfato proteoglicanos (CSPG), para
facilitar su desplazamiento, protegerlo de la degradacidon enzimatica y, en
algunos casos, concentrarlo cerca de las células-diana o colaborar en su
union con el receptor (Yayon et al., 1991; Nugent y Edelman, 1992; Joseph
et al.,, 1996; Brickman et al., 1998). La presencia de diversos
proteoglicanos sulfatados en el E-CSF ha sido ampliamente demostrada
(Gato et al., 1993; Alonso et al., 1998; Martin, 1999; Parada et al., 2005).
Todos estos datos sugieren que la actividad del FGF-2 en el CSF esta
regulada por mecanismos complejos en los que otras moléculas como los

proteoglicanos juegan un papel importante.

3.2. Insulin-like Growth Factor (IGF)

Los IGFs (IGF-1 y IGF-2) son una grupo de factores de crecimiento
presentes en numerosos tejidos y fluidos bioldgicos, incluido el CSF
(Lehtinen et al., 2011; Salehi et al., 2009; Jones et al., 1995; Holm et al.,
1994; Margolis et al., 1967). Forman parte de importantes vias de
sefializacion durante el desarrollo, incluyendo el crecimiento cerebral, y son
factores principales relacionados con la supervivencia, proliferacion y

diferenciacion cerebrales (Russo et al., 2005).

Estos factores circulan unidos a seis proteinas transportadoras (IGF binding
proteins o IGFBPs 1 a 6), y se unen a dos posibles receptores de membrana
diferentes (IGFR 1 y 2). IGF-1 actua en la divisién celular al promover la
fase S del ciclo celular, y también participa en la diferenciacién y el
metabolismo (LeRoith et al., 1995; Ozdinler et al., 2006). El IGF-2 del CSF
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estd relacionado con el crecimiento y la supervivencia durante la

neurogénesis.

La mayor parte del IGF del suero es secretado por las células hepaticas,
aunque los principales érganos también lo sintetizan. El IGF sistémico no
atraviesa completamente la barrera hematoencefdlica, por lo que la
principal fuente de IGF para las células cerebrales es la produccion local. La
concentraccién de IGF en el CSF aumenta coincidiendo con el inicio de la
migracién neuronal, la proliferacién y la organizacion de la citoarquitectura
durante el desarrollo cortical; después de este periodo, la concentracién de
proteinas totales y de IGF en el CSF van disminuyendo hasta el nacimiento
(Salehi et al., 2009).

”

3.3. Acido retinoico (AR)

Un hallazgo remarcable que ha contribuido a comprender el efecto del E-
CSF sobre la neurogénesis de precursores neuroepiteliales es la presencia
en el E-CSF de pollo y rata de dos proteinas necesarias para la sintesis de
AR: all-trans-retinol y Proteina de Fijacién del Retinol (Retinol binding
protein, RBP) (Parada et al., 2005, 2006, 2008b; Parvas et al., 2008). El AR
es un importante inductor de la neurogénesis, tanto en el embridon como en
el adulto (Gongalves et al., 2005; Wang et al., 2005; Jacobs et al., 2006).
Mediante analisis protedmico del E-CSF de pollo se ha demostrado que la
concentraccién de all-trans-retinol aumenta logaritmicamente durante el
periodo de maxima neurogénesis, esto es, durante los estadios 20 al 29HH,
con los picos maximos durante los estadios 20 al 24HH (Parada et al,
2008b). Asimismo, el AR es crucial para la organizacién de los ejes antero-
posterior y dorso-ventral (Maden, 2002; Diez del Corral y Storey., 2004;
Kudoh et al., 2002).

Durante el desarrollo temprano del cerebro del embrién de pollo,

Unicamente el istmo rombo-mesencefalico (IsO) tiene la capacidad de
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sintetizar AR, pero el CSF desempefa un importante papel en este proceso
(Alonso et al., 2011):

3. El E-CSF ayuda a controlar la sintesis de AR en el IsO, dado que
contiene la molécula transportadora de all-trans retinol, RBP y el
precursor all-trans-retinol.

4. El E-CSF tiene una actividad neurogénica similar a la del AR, lo que
sugiere que podria actuar como una ruta de difusion para este factor.

5. La influencia del E-CSF sobre la neurogénesis en el cerebro
embrionario es debida en gran medida a su participaciéon en la

sintesis de AR.

3.4. OSC-Espondina

Otra molécula difusible del CSF que ha resultado ser crucial en la regulacion
del balance entre la proliferacion y diferenciacion de las células
neuroepiteliales cerebrales es la espondina del 6rgano subcomisural (OSC-
espondina), una glicoproteina larga secretada por el techo del diencéfalo en
etapas tempranas del desarrollo (Rodriguez et al., 1992, 1998; Meiniel y
Meiniel., 2007). Niveles bajos de OSC-espondina provocan un incremento
en la proliferacion de células neuroepiteliales asociado a un descenso en la
diferenciacion celular de todas las lineas neuronales. Ademas, esta
glicoproteina es necesaria para la correcta morfogénesis de la comisura
posterior y de la glandula pineal; en este sentido, se ha demostrado que la
la adicion de OSC-espondina en el medio de cultivo de explantes
mesencefalicos causa incremento en la neurodiferenciacion, mientras que el
cultivo de los mismos en presencia de anticuerpos bloqueantes de la
glicoproteina produce una reduccion de la diferenciaciéon y un aumento de

las mitosis (Vera et al., 2013).
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3.5. Citoquinas

3.5.1. Factor inhibidor de la leucemia (LIF)

El LIF es una citoquina esencial para el desarrollo hematopoyético
(Ratajczak et al., 1997; Metcalf, 1997) y del Sistema Nervioso Central
(Oshima et al., 2007) al promover la proliferacion de las células-madre
neurales y de las células progenitoras neuronales induciendo su entrada al
ciclo celular (Hatta et al., 2002). En el feto de ratén, la placa cortical
aparece alrededor del dia gestacional 13.5-14.5 (Kauffman., 1992;
Angevine y Sidman., 1961), al mismo tiempo que aparece el maximo nivel
de LIF en el CSF (Hatta et al., 2006), lo que sugiere que LIF actia como un
efector en la neurogénesis cerebral. En ratas, la placa cortical aparece en el
dia 16.5 de desarrollo mediante la accion sinérgica de LIF y de BMP (Gasser
y Hatten., 1990). También en humanos existe una elevacién temporal de
los niveles de LIF en el embarazo, con picos maximos durante las semanas
14 a 33 de gestacion (Pitard et al., 1998).

Simamura et al. (2010) demostraron que la administracién de LIF por via
intravenosa en la rata gestante causa un aumento de los niveles de LIF en
el CSF fetal, que a su vez produce un aumento de la produccién neuronal en
la zona ventricular de la corteza cerebral fetal. En el mismo trabajo se
sugiere que la mayor fuente de LIF fetal son las cellilas rojas nucleadas
sanguineas, y la secrecion fetal de LIF es estimulada por la sefial maternal-
LIF via ACTH placentaria: el LIF maternal estimula la secrecién de ACTH en
las células del sincitiotrofoblasto, lo que a su vez aumenta la sintesis de LIF
por las células rojas sanguineas; este LIF pasa a la circulacidon periférica
fetal y también al CSF, donde contribuye a mantener la mitosis neuronal, la
proliferacidon de células progenitoras neuronales y células-madre neurales y
la diferenciacion de los astrocitos. Por tanto, la neurogénesis cerebral

cortical es conducida indirectamente por la sefial maternal-LIF.
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3.5.2. Otras citoquinas de la familia LIF

Las citoquinas de la familia de interleukina-6 (IL-6) como son el factor
neurotréfico ciliar (CNTF), Oncostatina-M, Cardiotrofina-1, IL-6 e IL-11
estan caracterizadas por el pleiotrofismo y la redundancia en sus acciones
bioldgicas. Intervienen en procesos inflamatorios, en la proliferacidon celular

y en la hematopoyesis, y son neurotroficas.

Todas estas citoquinas, al igual que LIF, contienen la glicoproteina gp130 en
sus respectivos complejos receptores como un componente en la via de
transduccién de sefial, lo que explica sus similares funciones (Taga et al.,
1989; Taga y Kishimoto, 1997): actuan en la supervivencia de neuronas
motoras (Oppenheim et al., 2001), inducen propiedades colinérgicas en
cultivos de neuronas del sistema nervioso autonomo (Patterson., 1994) e
intervienen en el proceso de diferenciacién de astrocitos (Johe et al., 1996;
McKay., 1997).

Se ha demostrado que IL-6 tiene efectos sobre la supervivencia neuronal,
especialmente en el periodo fetal tardio (Horton et al., 1998). Actlua de
manera sinérgica con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Levison et
al., 2000) y con NGF (Hama et al., 1989) sobre la proliferacién de los
astrocitos. Ademas, IL-6 presenta un efecto inductor de la sintesis de NGF,
NT-3, NT-4 y NT-5 (Mérz et al., 1999) y la administracién de IL-6 produce
un aumento de la expresién del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF).

3.5.3. Interleuguina 1-beta (IL-1B)

IL-1B es otra citoquina neurotréfica que, ademas, esta implicada en
multiples procesos como la mediacién de las reacciones inflamatorias, la
modulacién de la proliferacién de células tumorales, y en procesos
trombogénicos y coagulantes, entre otros. Se ha descrito su papel como
estimulante de la proliferacion y diferenciacion de la glia, tanto de los
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oligodendrocitos y astrocitos como de la microglia, fundamentalmente en
experimentos in vitro (Merrill et al., 1991). Vela et al. (2002) observaron
que IL-1B inhibe la proliferacién y estimula la diferenciacion in vitro de
precursores de oligodendrocitos, y favorece la maduraciéon vy la
supervivencia de los que se encuentran en fase de diferenciacion. También
se sabe que IL-1B favorece la proliferacion en cultivos de células
progenitoras mesencefalicas de embriones de rata, que finalmente se
diferencian a neuronas dopaminérgicas (Akaneya et al., 1995; Carvey et al.,
2001). En experimentos in vivo, esta interleuquina produce un aumento
estadisticamente significativo de la proliferacion celular neuroepitelial a
nivel de la porcion dorsal de la médula espinal (placa alar) a la vez que
reduce la proliferacion a nivel ventral (placa basal), en estadios precoces del
desarrollo del embrion de pollo (De la Mano, 2006). Se sabe también que
esta interleuquina tiene efectos sobre la proliferacion neuronal en otras
regiones del SNC; en concreto, IL-1B incrementa la actividad histidina-
decarboxilasa en cultivos primarios de células diencefalicas de embriones de
rata, lo que sugiere su actuacién sobre la proliferacién de estas células
(Niimi et al., 1997). También in vivo, se ha demostrado su efecto
estimulante de la proliferacion de la poblacién glial tras la lesidon de la

sustancia nigra en ratén (Parish et al., 2002).

IL-1B actia también como factor de diferenciacion neuronal: el
tratamiento de cultivos expandidos de neuroblastos de mesencéfalo humano
con IL-1B, IL-11, LIF y GDNF produce la diferenciacién de hasta un 1% de
ellos a neuronas dopaminérgicas (Storch et al., 2001), y en rata se
consigue hasta un 23% de células diferenciadas. El trasplante de estas
nuevas neuronas a animales con una deplecidon inducida de dopamina

mejora los sintomas de parkinsonismo (Carvey et al., 2001).

Como factor de supervivencia neuronal, la accién de IL-1B es dosis-
dependiente: el tratamiento de neuronas serotoninérgicas y dopaminérgicas
con IL-18 o con TNF-a a bajas concentraciones (1-10 UI/ml) no tiene
efectos estadisticamente significativos sobre la supervivencia neuronal,

mientras que a una concentracién de 1000 UI/ml se produce una reduccién
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del 30-40% de la supervivencia de neuronas dopaminérgicas (Jarskog et
al., 1997).

IL-1B se correlacciona con otros factores neurotroficos. En este sentido, se
ha demostrado que contribuye al crecimiento y diferenciacién neuronal
actuando mediante su interaccién con NGF; también induce la sintesis de
NGF, FGF-2 y factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF), factores que a
su vez favorecen la supervivencia de neuronas colinérgicas (Albrecht et al.,
2002).

Durante el desarrollo temprano del SNC, tanto IL-1 como IL-6 tienen un
efecto proliferativo muy acusado en la placa alar (sensitiva); en la placa
basal (motora), en cambio, predomina un efecto de “secuestro” de la
proliferacion y estimulo de la diferenciacién neuronal. El inmunobloqueo
local de IL-1B y de IL-6 a ese nivel produce una disminucion de la expresion
de Bs-tubulina a nivel de la placa basal de la médula espinal en embriones
de pollo, lo que indica que estas dos citoquinas podrian estar implicadas en

la diferenciacién neuronal motora (De la Mano, 2006).

3.6. Sonic Hedgehog (Shh)

Diversos miembros de la familia de proteinas Hedgehog (HH) estan
envueltas en abundantes procesos del desarrollo embrionario (Ingham vy
McMahon, 2001). En los vertebrados, el morfégeno Sonic hedgehog y sus
homodlogos juegan un papel critico en el patrén de desarrollo del tubo
neural, de las extremidades, del esqueleto axial y de otros derivados de los
somites (Chiang et al., 1996). En el tubo neural, la sefalizacion Shh es
fundamental para el desarrollo, proliferacion y supervivencia de
progenitores y estructuras ventrales (Rowitch et al., 1999), asi como para
la especificacion de neuronas ventrales como las motoneuronas de la
médula espinal (Ericson et al., 1995; Roelink et al., 1995; Briscoe et al.,
2000) y las interneuronas GABAérgicas en la corteza cerebral (Xu et al.,
2005; Huang et al., 2010).
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Shh también se expresa en el telencéfalo dorsal durante las fases medias y
finales de la corticogénesis relacionandose con el crecimiento de las
estructuras corticales (Dahmane et al., 2011) y con la generaciéon y el
mantenimiento de las células-madre neurales postnatales y del adulto
(Machold et al., 2003; Ahn y Joyner, 2005; Palma et al., 2005; Han et al,,
2008).

Komada et al. (2008) demostraron que la delecién genética selectiva de
Shh o de su receptor Smoothened (SMO) en el telencéfalo dorsal causa un
descenso de la proliferacion de las células progenitoras y un aumento de la
muerte celular que reducen significativamente la neurogénesis cortical, lo

que sugiere el papel esencial de Shh en el control de este proceso.

En el estudio realizado por Araujo et al. (2014), se demostrd que Shh afecta
a la supervivencia celular, a la duracién del ciclo celular, al crecimiento y al
modo de division de los progenitores corticales aislados del telencéfalo
dorsal durante la corticogénesis temprana. El bloqueo de la sefializaciéon Shh
usando ciclopamina en cultivo produce un alargamiento del ciclo celular, un
aumento de las divisiones simétricas terminales y un aumento de la muerte
celular, lo que resulta en una deplecion de células progenitoras y en una
disminucion de la gliogénesis, aunque sin afectar directamente a la
neurogénesis; asimismo, la estimulacion de la via Shh aumenta la
proliferacidon y la generacion de células astrogliales sin afectar tampoco a la

generacion de neuronas.
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3.7. Neurotrofinas

3.7.1. Factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor, NGF)

El NGF pertenece a la familia de las neurotrofinas. Su funcién bioldgica es la
del desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso al estimular la
proliferacion de las células precursoras neuronales (Mashayekhi et al.,
2002, 2007). En el embridon de pollo, la concentracciéon de proteinas totales
y de NGF aumenta en los dias E17 y E18, periodo que coincide con la
proliferacidn y migracién celular y con la construccion de la citoarquitectura
durante el desarrollo cerebral. Cambios en el NGF y en la concentraciéon de
las proteinas totales en el CSF pueden afectar a la proliferacion celular,
supervivencia y migracién (Mashayekhi et al., 2008, 2009). El NGF es un
importante factror neurotréfico en el desarrollo de los ganglios sensitivos,
tanto a nivel espinal como craneal (Levi-Montalcini, 1987; Hallb6dk et al.,
1990) y también tiene un papel importante en las células no neuronales:
por ejemplo, es un factor autocrino para la supervivencia de los linfocitos T

memoria (Torcia et al., 1996).

3.7.2. Otras neurotrofinas

Ademas del NGF, la neurotrofina 3 (NT-3), el factor neurotrofico derivado
del cerebro (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) y las neurotrofinas 4
y 5 pertenecen a este grupo. Todas ellas intervienen en el trofismo y la
plasticidad neuronal: regulan el desarrollo neuronal y la supervivencia,
inician el crecimiento de neuritas y participan en la remodelacion sindptica
(Baydyuk y Xu, 2014).
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3.8. Factor de Crecimiento Transformante B (Transforming Growth
Factor B, TGF-

El grupo de proteinas del TGF-B incluye factores morfogenéticos 0Oseos,
hormona anti-mulleriana, activinas e inhibinas (Burt y Law, 1994). Estas
proteinas comparten algunas estructuras homdlogas, pero poseen
receptores separados y participan en diferentes funciones. Los TGF-Bs
tienen funciones pleiotropicas en varios érganos: regulan el crecimiento, la
diferenciacicion y la supervivencia de diferentes tipos celulares, y también
influyen sobre distintas células del sistema inmune, por lo que pueden ser

consideradas citoquinas (Clark y Coker, 1998).

Durante el desarrollo del sistema nervioso central, TGF-B estd mas presente
en zonas donde ocurre la neurodiferenciacion y menos en zonas con
proliferacion activa (Flanders et al., 1991): en este sentido, se ha
demostrado que TGF-B inhibe la proliferacién y aumenta significativamente
la neurogénesis en cultivos in vitro de células de la cresta neural de
codorniz (Zhang et al., 1997; Aigner y Bogdahn, 2008).

TGF-B también es requerido para la generacién de las diferentes clases de
interneuronas dorsales durante el desarrollo del eje dorso-ventral de la
médula espinal, y para la supervivencia de las motoneuronas al actuar
como factor trofico sobre las fibras musculares u otros tipos celulares.
Gouin et al. (1996) demostraron, en cultivos de motoneuronas de embridn
de pollo, que los TGF-Bs actuan sinérgicamente con los FGFs para mantener

vivas a estas células.

Se ha descrito también la funcién neuroprotectora de los TGF-B ante una
lesion cerebral, actuando en varios niveles: como factor antiinflamatorio
que protege de los dafios colaterales producidos por la activacion del
sistema inmune, si bien posee también propiedades proinflamatorias al ser
un potente quimioatrayente de neurotrofinas (Mantel y Schmidt-Weber,
2011); interviene en la formacion de la cicatriz nerviosa al promover la

astrogliosis (Johns et al., 1992); muestra una accién anti-apoptodtica
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(Buisson et al., 2003); y promueve la angiogénesis (Dobolyi et al., 2012) y

la regeneracion neuronal (Abe et al., 1996).

3.9. Apolipoproteinas

Otras moléculas localizadas en el E-CSF con papel en la neurodiferenciacion
son las apolipoproteinas, cuya funcién es transportar vitaminas y lipidos vy,
entre ellos el colesterol. En el embriéon defectos en la biosintesis de
colesterol, en el transporte de lipidos o de colesterol o defectos en las
lipoproteinas conlleva defectos en el desarrollo y en la funcion del CNS
(Farese y Herz, 1998; Woollett, 2005; Waterham, 2006).

El colesterol tiene numerosas funciones, las que incluyen:

Modular la fluidez y la permeabilidad de la membrana celular.
2. Servir de precursor para las hormanas esteroideas y sintesis de acido
biliar.

3. Modificar la convalencia de las proteinas.

El LDL del E-CSF contribuye a la diferenciacién neuronal y junto a la VLDL
son responsables de transportar lipidos desde sus lugares de origen (Parada
et al., 2008a).
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4. DESARROLLO DE LA MEDULA ESPINAL

La pared del tubo neural, poco después de cerrarse, estd formada por
células neuroepiteliales que constituyen un epitelio pseudoestratificado
grueso. Estas células se dividen rapidamente y forman en conjunto la capa

neuroepitelial o neuroepitelio.

Una vez formado el tubo neural, las células neuroepiteliales comienzan a
originar otro tipo celular denominado células primitivas o neuroblastos, de
citoplasma claro y nucleo redondo de gran tamafio con nucléolo. Estas
células rodean la capa neuroepitelial y forman la capa del manto; mas

adelante, la capa del manto formara la sustancia gris de la médula espinal.

La capa mas externa de la médula espinal se denomina capa marginal, y
esta formada por las fibras nerviosas que salen de los neuroblastos de la
capa del manto. Esta capa adquiere un aspecto blanquecino debido a la
mielinizacion de las fibras nerviosas, y dara origen a la sustancia blanca de

la médula espinal (Langman, 2002).

4.1. Organizacién dorso-ventral

A cada lado del tubo neural se forman dos engrosamientos, uno ventral y
otro dorsal, por la continua adicién de neuroblastos a la capa del manto. Los
engrosamientos ventrales o placas basales y los engrosamientos dorsales o
placas alares tienen diferentes ritmos de proliferacion y muestran una
organizaciéon dorsoventral, ya que las neuronas ya diferenciadas, que
expresan distintos genes marcadores, estan anatémicamente segregadas;
de esta forma, neuronas sensoriales forman circuitos en la médula espinal
dorsal mientras que las neuronas motoras y viscerales se localizan a lo
largo de la médula espinal ventral (Wilson y Maden, 2004; Jessell, 2000)
(Figura 9).
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Conectando ambas placas, existen varias poblaciones de interneuronas que
forman distintas trayectorias axonales y circuitos. Ademas, ambas zonas
estan separadas por un surco longitudinal, el surco limitante. La linea media
de las porciones dorsal y ventral, denominadas respectivamente placas del
techo y del suelo, no poseen neuroblastos y sirven como vias para las fibras
nerviosas que se cruzan en la médula. Ademas, a nivel toracico y lumbar
superior de la médula espinal, entre las astas motora (ventral) y sensitiva
(dorsal), se localiza el asta lateral o intermedia, formada por neuronas de la

porcion simpatica del sistema nervioso auténomo.

Las neuronas dorsales se subdividen después en 6 grupos, las
interneuronas y las neuronas ventrales se dividen en 5 grupos, y cada
dominio estd caracterizado por la expresién de distintos genes marcadores
(Wilson y Maden, 2005).

Se ha identificado a la notocorda y a los somites como los responsables de
la organizacién dorsoventral del tubo neural. Se conocen cuatro moléculas
sefializadoras generadas por estas estructuras y que estdn envueltas en
este proceso: los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs),
principalmente FGF8, producidos por el mesodermo caudal y que deben ser
regulados antes de que ocurra la diferenciacion neural; el acido retinoico
(AR), producido por el mesodermo paraxial mediante la enzima
retinaldehido-deshidrogenasa 2 (RALDH2), que actua como inductor de la
diferenciacion neural y del modelaje, y como antagonista de los FGFs; Sonic
hedgehog (Shh), producido por la notocorda y la placa del suelo y
responsable de inducir la diferenciacion de células-madre ventrales de
forma dosis-dependiente, como veremos mas adelante; y las proteinas
morfogenéticas del hueso (bone morphogenetic protein, BMPs), producidas
por la placa del techo y responsables de la diferenciacion de células
neurales dorsales también de manera dependiente de la concentracién
(Wilson y Maden, 2005; Zhuang y Sockanathan, 2006; Yamada et al.,
1993; Yamada et al., 1991; Gouldin et al., 1993; Novitch et al., 2003).
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Estas cuatro moléculas senalizadoras también interactian entre si,
generalmente de manera represora, por lo que el patron dorso-ventral

resulta de la compleja interaccion de éstas.

4.1.1. Organizaciéon ventral

La notocorda induce una inhibicion local de la mitosis para hacer a la placa
del suelo mas fina; de hecho, si se elimina la notocorda, se produce un
sobrecrecimiento considerable del tubo neural (Burda, 1968). A la inversa,
los somites inducen una estimulacion local de la mitosis para hacer las
paredes laterales mas gruesas. Ademas, la notocorda es capaz de inducir
efectos opuestos dependiendo de la concentracion de los factores que
produce: cuando la notocorda se sitla cerca del tubo neural inhibe la
proliferacidon e induce a la placa del suelo, mientras que cuando estd mas
alejada estimula la proliferacién e induce neuroblastos (neuronas motoras)
(Wilson y Maden, 2005). La eliminacién de la notocorda reduce la
diferenciacion de las células del suelo y de las neuronas motoras (Van
Straaten y Hekking, 1991; Yamada et al., 1991; Ericson et al., 1992., Liem
et al., 1995), lo que sugiere que las sefiales procedentes de la notocorda,
presumiblemente Shh, son necesarias para la diferenciacién de las células

madre ventrales.

4.1.2. Organizacion dorsal

Existen evidencias de que la identidad y el patron de generacién de las
neuronas dorsales depende de sefiales mediadas por BMPs, principalmente
BMP4 y BMP7, que derivan del ectodermo epidérmico e inducen la
formacion de células de la linea media de la placa del techo (Watanabe y Le
Douarin, 1996; Liem et al., 1997). A su vez, las células del techo
proporcionan una fuente secundaria de TGF-B, factor requerido para la

generacion de las diferentes clases de interneuronas dorsales. Estas
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interacciones inductivas involucran tanto diferencias cualitativas como
cuantitativas en la sefializacién por los factores TGF-B y cambios temporales
en la respuesta de las células progenitoras dorsales (Liem et al., 1997;
Garcia-Campmany y Marti, 2007; Chesnutt et al., 2004) (Figura 9).
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Asta motora
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Figura 9 : Médula espinal

4.2. Diferenciacion histoldégica

Las células neuroepiteliales se dividen y originan otro tipo celular: los
neuroblastos (células nerviosas primitivas); estos neuroblastos muestran
inicialmente una prolongacién central denominada dendrita transitoria. Al
emigrar a la zona del manto, esta prolongacién desaparece y los
neuroblastos adquieren temporalmente una forma redondeada (neuroblasto
apolar). Posteriormente, aparecen dos nuevas prolongaciones
citoplasmaticas situadas en los lados opuestos del cuerpo celular,
(neuroblasto bipolar). La prolongaciéon de un extremo de la célula se alarga
y se forma el cilindroeje o axdn primitivo, mientras que en el otro extremo

presenta varias arborizaciones citoplasmaticas, las dendritas primitivas; en
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esta etapa, la célula se denomina neuroblasto multipolar, y finalmente dara

lugar a la célula nerviosa adulta o neurona.

Una vez formados los neuroblastos, éstos pierden la capacidad de dividirse.
Los axones de las neuronas de la placa basal atraviesan la zona marginal y
emergen en la superficie ventral de la médula espinal formando la raiz
motora (ventral) del nervio raquideo o espinal, que conduce los impulsos
motores hacia los musculos. Los axones de las neuronas de la placa alar
penetran en la capa marginal de la médula y ascienden o descienden a

otros niveles para formar neuronas de asociacion.

La mayor parte de las células de sostén primitivas, los glioblastos, son
formados por las células neuroepiteliales cuando ha terminado la produccion

de neuroblastos (Langman, 2002).

4.3. Células de la cresta neural

Las células de la cresta neural son un grupo de células de origen
ectodérmico situadas a cada lado del surco neural. Forman de forma
temporal una zona intermedia entre el ectodermo superficial y el tubo
neural, extendida a lo largo del tubo neural, y desde esta regién las células
de la cresta emigran lateralmente. Algunas de estas células originan los
ganglios sensitivos o ganglios de la raiz dorsal de los nervios raquideos; los

neuroblastos de estos ganglios originan las neuronas de la raiz dorsal.

Las células de la cresta neuraldan origen también a los neuroblastos
simpaticos, células de Schwann, células pigmentarias (p.ej. los
melanocitos), odontoblastos, meninges y mesénquima de los arcos

faringeos (Langman, 2002).
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5. DIFERENCIACION NEURONAL DE CELULAS NO NERVIOSAS

Como ya hemos comentado, las células precursoras o células-madre se
caracterizan por su capacidad de autorreplicacion, asi como por su
capacidad para generar diferentes tipos celulares diferenciados. Funcionan
en diversos tejidos para reemplazar, en ciertas condiciones, poblaciones de
células maduras que no pueden dividirse y propagarse (Albert et al., 2001).
Las células-madre producen factores de transcripcion que controlan su
autorrenovacion y su destino final. Por otra parte, factores externos, como
los factores de crecimiento y ciertas citoquinas, pueden actuar directamente
sobre las células-madre e inducir su diferenciacion hacia un linaje celular
determinado. La plasticidad de estas células es definida como su capacidad
para diferenciarse en practicamente cualquier tipo celular, ya sea in vivo o
in vitro (Raff, 2003; Jahagirdar y Verfaillie, 2005). Las células-madre
embrionarias tienen una mayor capacidad de divisidon que las postnatales
(Bodnar et al., 1998).

Clasicamente, las células-madre se clasifican en tres tipos:

1. Células totipotenciales: Son el cigoto y los primeros blastomeros,

capaces de dar lugar a todos los tipos celulares del organismo.

2. Células pluripotenciales: Células que pueden dar origen a diversos
linajes o estirpes celulares, como las células de las tres hojas
blastodérmicas: ectodermo, endodermo y mesodermo. Estas células-
madre embrionarias proliferan y pueden diferenciarse, dependiendo
de las condiciones en las que se encuentren, hacia diferentes tipos de
tejido (Mitchell et al., 2003). Durante este proceso generan también
tipos celulares aun indiferenciados que mantienen su capacidad de
formar diferentes clases de células, denominados aun como células-
madre.

3. Células multipotenciales: Células precursoras que pueden generar
diversos fenotipos de células, generalmente dentro de un mismo

linaje.
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Algunos autores consideran otro tipo de células-madre, denominadas

unipotenciales, que dan lugar Unicamente a un tipo celular (Raff., 2003).

En etapas posnatales, las células-madre pueden encontrarse en algunos
tejidos maduros formando nichos, y su capacidad para proliferar y
autorrenovarse puede mantenerse a lo largo de la vida del organismo.
Residen en tejidos y 6rganos especificos, que incluyen la médula dsea, la
sangre, la piel, el tracto gastro-intestinal, la pulpa dental, la retina, el
musculo esquelético, el higado, el pancreas y el cerebro, entre otros. Sin
embargo, a diferencia de las células-madre embrionarias, las del adulto son

mas dificiles de mantener en cultivo in vitro.

En principio se consider6 que las células-madre del adulto eran
multipotenciales, y que sélo podian dar lugar a uno o dos linajes
exclusivamente. Sin embargo, en la médula dsea se ha identificado un tipo
especial de células, denominadas células precursoras del mesénquima
(mesenchymal stem cells, MSC), capaces de producir tipos celulares de
distintos tejidos como hueso, cartilago, sangre, grasa, tejido conectivo
(Rojas y Ortufio, 2011) y también células nerviosas (Ye et al., 2011; Ge et
al., 2014). Posteriormente, se han logrado aislar estas células en otros
tejidos como la placenta, tejido adiposo, musculo, rifidn, pancreas, higado y
cerebro (Guan et al., 2013; Samokhvalov et al., 2013), tejido dental
(Rodriguez-Lozano et al., 2011) y sangre del cordéon umbilical (Erices et al.,
2000).

Recientemente se ha demostrado que la plasticidad de las células-madre
hace posible su transdiferenciacién, es decir, la posibilidad de una célula de
dar origen a otra de distinta capa embrionaria de la cual ella misma
proviene. Investigaciones recientes indican que las células precursoras
neurales multipotenciales pueden transdiferenciarse a precursores
hematopoyéticos y viceversa (Josefson, 1999; Vescovi et al., 2001; Udani,
2006; Montzka et al., 2009).
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En la actualidad, existen muchos métodos utilizados para inducir la
diferenciacion de MSCs in vitro en células neurales como son: la exposicion
a citoquinas como NGF, EGF y FGFb (Low et al., 2008); la induccién quimica
con sustancias como el 2-mercaptoetanol y el dimetilsulféxido (DMSO)
(Kang et al., 2006); la exposicién de una combinacién de citoquinas y
quimicos (Kogler et al., 2004; Woodbury et al., 2000); la exposicidén a tejido
cerebral homogeneizado (Yong-Zhou et al., 2008); la transfeccion génica
(Lim et al., 2008); la exposicién de sustancias pertenecientes a la medicina
china como el Astragalus mongholicus (Wang et al., 2009) y la Salvia
mitiorrhiza (Lu et al., 2008); y la exposicion a CSF (Ye et al., 2011; Ge et
al., 2014). Respecto a este ultimo método, Ge et al. (2014) demostraron
que la induccidon de MSCs con CSF para su diferenciacion a células neurales
es mas rapida y en mas alta proporcién que la inducida con citoquinas; esto
es debido a que el CSF contiene numerosos factores inductores de esta
diferenciacion, ademas de proveer el mejor entorno para la diferenciacion

de MSCs a células neurales.

Aunque la capacidad de diferenciacidn neuronal de las MSC in vitro ha sido
ampliamente explorada, la respuesta in vivo de este tipo de células
injertadas directamente en el cerebro no se ha estudiado adecuadamente.
Se ha demostrado que el trasplante de células previamente cultivadas
aumenta significativamente la tasa de supervivencia y el desarrollo de
neuronas maduras (Cao et al., 2001). Joannides et al. (2007) describieron
también la importancia de los factores externos, de la localizacion y del tipo
de tejido (lesionado o sano) en la diferenciacidn de células multipotenciales
trasplantadas hacia el linaje glial o neuronal; asimismo, sugieren que la
induccién de estas células multipotenciales hacia células precursoras
neurales antes del trasplante ayuda a controlar la diferenciacién de las

células transplantadas en un entorno dafado.

En este mismo sentido, en el amnios se ha descrito también la presencia de
células precursoras. En el amnios humano existen dos tipos celulares
principales: las células epiteliales amnidticas (CEA), que derivan del

ectodermo; y las células mesenquimales amniodticas (CMA), de origen
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mesodérmico (Whittle et al., 2000). Las CEA se originan a partir de las
células epiblasticas a partir del 8° dia tras la fertilizacion, periodo anterior a
la organogénesis, por lo que mantienen el potencial de diferenciarse en muy
diversos tipos celulares. Se sabe que las CEA expresan tanto marcadores
neuronales como gliales (Sakuragawa et al., 1996; Ishii et al., 1999), y que
sintetizan y liberan factores comunes a los de las células de estirpe neural
(Sakuragawa et al. 2001): acetilcolina (Sakuragawa et al., 1997), factores
neurotréficos como BDNF, NT-3 y NGF (Uchida et al., 2000), activina y
noggin (Koyano et al., 2002). También son capaces de producir factores no
neurales como la albumina (Sakuragawa et al., 2000) o la eritropoyetina
(Matsuura et al., 2001), al igual que los hepatocitos y las células estromales

dseas respectivamente.

Las CMA, por su parte, poseen la capacidad de producir prostaglandinas
(Whittle et al., 2000) y de sintetizar colageno (Casey y McDonald, 1996).
Las CMA humanas poseen caracteristicas fenotipicas de células progenitoras
neuronales; en este sentido, Sakuragawa et al. (2004) demostraron que las
CMA in vitro presentan inmunomarcaje positivo para nestina y Musashi-1,
proteinas expresadas por las células progenitoras neurales (Kaneko et al.,
2000), lo que indica que estas células estan realmente preparadas para la
diferenciacion neural (Woodbury et al., 2002). Asimismo, la capacidad de
las células-madre mesenquimales para diferenciarse a derivados no
mesenquimales como las células neuronales ya ha sido demostrada in vitro
(Neuhuber et al., 2004), pero no asi in vivo. Estos estudios abren la
posibilidad de futuras aplicaciones terapéuticas para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas: el trasplante intracraneal alogénico de
células amnidticas seria una fuente de catecolaminas y factores
neurotroéficos, y no produciria rechazo porque estas células apenas expresan
antigenos leucocitarios humanos (HLA I y II) (Sakuragawa et al., 1995). La
placenta podria ser una fuente apropiada de células amnidticas al no existir

problemas éticos para su uso.
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6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABAJO

El E-CSF tiene una composicidon proteica muy compleja y diferente a la del
liguido cefalorraquideo del SNC del adulto y se ha demostrado su funcién
como regulador del comportamiento neuroepitelial a nivel mesencefalico
tanto en embriones de pollo como de rata. Los estudios previos realizados
en nuestro laboratorio demuestran acciones neurotréficas de algunos de los
componentes hallados en el E-CSF (tales como el FGF-2, EGEF,
interleuquinas, acido retinoico o apolipoproteinas), asi como del propio E-
CSF en conjunto sobre cultivos neuroepiteliales mesencefalicos. Asi pues, se
sabe que el E-CSF tiene un papel directo sobre la supervivencia,
proliferacion y diferenciaciéon del neuroepitelio durante el desarrollo nervioso
temprano, pero se desconoce si el E-CSF puede tener acciones similares
sobre el neuroepitelio medular "in vivo" en fases precoces del desarrollo en
las que en condiciones normales no presenta contacto directo con el fluido

cerebroespinal de las vesiculas cerebrales.

Las células mesenquimales tanto embrionarias como adultas de diferente
origen, al igual que las células epiteliales amnidticas, en cultivo, se pueden
transformar en neuronas bajo el estimulo de diferentes citoquinas. Se
desconoce si las células mesenquimales embrionarias y las células del
epitelio amnidtico presentan esta misma capacidad "in vivo". Tampoco se
sabe si el E-CSF tiene efecto neurogénico " in vivo en estos tipos celulares".
Por esto pretendemos analizar si factores neurogénicos conocidos como el
FGF2 y el acido retinoico pueden inducir diferenciacién neural "in vivo" en

células mesodérmicas y en células amnidticas.
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7. OBJETIVOS

Comprobar el efecto "in vivo" del E-CSF sobre la proliferacién y

diferenciacion de los neuroblastos de la médula espinal en desarrollo.

Determinar si el FGF2 y el &cido retinoico tienen capacidad
neurogénica sobre células epiteliales amnidticas vy células

mesenquimales, "in vivo".

Comprobar si el E-CSF es capaz de inducir la diferenciacion a
neuronas en poblaciones celulares no nerviosas pluripotenciales, tales

como el mesénquima y el amnios.
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8. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

8.1. Obtencion de embriones de pollo

Los huevos fertilizados provenientes de la Granja Santa Isabel (Céordoba) se
incuban en estufa a una temperatura de 38°C y a una humedad relativa al

70%. Se anota el dia y hora del comienzo de la incubacidn.

Para la manipulacion de los embriones, en el momento en que se alcanza el
estadio deseado se abre una amplia ventana en la cascara de huevo, o bien
se vierte el contenido del huevo en un recipiente con soluciéon de Ringer a
379C. A continuacion, se recorta con tijeras la zona del vitelio en la que se
encuentra el embridn y se transfiere a una placa de Petri con solucion de
Ringer, donde mediante microdiseccion bajo lupa se eliminan las
membranas extraembrionarias y la membrana amnidtica. Se realizan varios
lavados con solucién Ringer para eliminar restos de vitelio y se procede a la
clasificacion del embrion de acuerdo a los criterios temporales vy

morfoldgicos de Hamburger & Hamilton (1951).

SOLUCION DE RINGER

CINa e 79

ClK. e 0,42 g

(O P G- T 0,24 g

H, O destilada..........evvvvee hasta 1.000 cc
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8.2. Extraccion de E-CSF

En todos nuestros experimentos hemos utilizado E-CSF de embriones de
pollo del estadio 25HH (3.5 dias), para obtener los embriones se vierte el
contenido del huevo en un recipiente con solucidon Ringer a 37°C, se extrae
el embridon con la parte circundante del area vascular y a continuacion bajo
lupa se le libera de las cubiertas extraembrionarias y del amnios vy
posteriormente se deposita en seco en una placa de Petri, donde se elimina
todos los restos de Ringer mediante aspiracién con una aguja de insulina.
Posteriormente utilizando un micromanipulador (Leitz®), se inserta una
micropipeta biselada de 50 micras de diametro efectivo (didmetro interno)
en la cavidad mesencefalica del embrion (Figura 10). Se aspira lentamente
su contenido (E-CSF) utilizando la presion de vacio de un microinyector
PLI-100 Medical Systems Co®. El E-CSF procedente de varios embriones se
recolecta en un Eppendorf y durante todo el proceso de extraccion se
mantiene a 4°C para evitar la degradacidon proteica, una vez obtenida una
cantidad suficiente (0,5 ml) se ultracongela con N, liquido y se liofiliza
inmediatamente en un biofilizador Lyoquest (Telstar®). Posteriormente se

conserva a -40°C, hasta el momento de su utilizacion.

Figura 10: Técnica de extraccion del -CSF: insercién de la micropipeta en la cavidadsencefélica de un
embrién de pollo del estadio 25 HH
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9. EFECTO “IN VIVO” DEL E-CSF SOBRE LA PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION CELULAR EN MEDULA

9.1. Grupos experimentales

Se emplearon microesferas de heparina (Sigma®) de un didametro entre
125-250 um., previamente impregnadas con E-CSF mediante inmersion a

40C al menos durante 24 horas previas al experimento.

Para conocer el efecto del E-CSF sobre la proliferacion y diferenciacion

celular, se establecen los siguientes grupos:

1. Controles a los que no se realiza ningun tipo de manipulacién. Sirven
de referencia para analizar los datos obtenidos en los siguientes
grupos.

2. Controles a los que se implanta una microesfera impregnada con
solucion Ringer. Sirven para comprobar si la manipulacidn
embrionaria tiene algun efecto posterior.

3. Grupo experimental: embriones a los que se implanta una
microesfera impregnada de E-CSF de embrién de pollo del estadio 25
HH.

9.2. Técnica de implantacion de microesferas

Finalizadas las 65-72 horas de incubacién, se abrié una ventana amplia en
la cascara de huevo para dejar expuesto el embrién y toda el area vascular
circundante. Mediante observacién bajo lupa, se seleccioné a los embriones
que alcanzaron el estadio 19-20HH (Figura 11A y E). El resto de embriones
que no llegaban o se sobrepasaban este estadio se desechd. En los
embriones del estadio adecuado se procedid de la siguiente forma: bajo
lupa, con ayuda de una aguja de tungsteno se secciona y retira
parcialmente la membrana vitelina (Figura 11B), posteriormente se coloca

al embrién sobre una placa de sujecién por debajo de la zona donde se va a
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practicar la microcirugia para facilitar su manipulacion y visualizacion
(Figura 11C), con unas pinzas de relojero se abre la membrana amnidtica
(Figura 11D y F) en la zona en la que se va a implantar la microesfera.
Seguidamente se practicd una pequefa incisién con una aguja de tungsteno
en un espacio intersomitico (Figura 12A, B y E) a nivel del esbozo del ala

derecha (que se toma como nivel de referencia).

Para introducir la microesfera, se colocé en el micromanipulador una
micropipeta con una microesfera en la punta depositandola en la incision
(Figura 12C, D y F) y con la ayuda de unas pinzas de relojero se presiond
suavemente sobre la microesfera, para que no quedara demasiado

superficial.

Se desechd todos aquellos embriones que sufrieron alguna hemorragia

durante su manipulacién.

Seguidamente, se sellé la abertura de la cadscara de huevo con cinta
adhesiva transparente y se procedid a su reincubacion durante 24 horas,

hasta alcanzar los estadios 23-24HH.
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Figura 11: Manipulacién de embrionesin ovo. A: Imagen bajo lupa de un embrion de pollo en eldésta9 de
Hamilton-Hamburger, tal como aparece al abrir uveraana en el huev®: Apertura de la membrana vitelina en la
region dorsal con una aguja de tungste@olntroduccién del microelevador por debajo dehtw del embriénD:
Apertura de la membrana amniética de la regionaflonsediante pinzas finas de relojefo.Imagen del embrién en
estadio 19HH, extraido del huevo y extendido soleplaca de Petrf: Diseccidn de la membrana amnidtica bajo
lupa y en placa de Petri (misma técnica quBen
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Figura 12: Técnica de implantacion de microesferain ovo. A: Imagen bajo lupa de un embrion
pollo en el estadio 18 de HH, colocado sobre etaeievador, al que se le practica una incisiénrende
los espacios intersomiticos a nivel del eshozaalietlerecha, utilizando una aguja de tungstenadafily
dobladaB: Aspecto de la incision; se aprecia una ligera hesm@ local que cesa en pocos instantes
tiene consecuencia€: Colocacion de la microesfera sobre la incision:e$dera se sujeta con u
micropipeta de borosilicato de 1tn. de calibre, ye maneja con un micromanipuladbr. Aspecto de la
microesfera una vez colocada.Imagen del embridon, extraido del huevo y extemdidbre una placa ¢
Petri, al practicarle la incisién (misma técnicee@n A).F: Aspecto de la microesfera inmediatate
después de ser colocada.
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9.3. Estudio de la proliferacion celular

Para el estudio de la proliferacion celular se determiné la incorporacion de
Bromodeoxiuridina (BrdU) en los nucleos de las células neuroepiteliales
medulares en la zona de implantacion de la microesfera. Transcurridas las
24 horas de re-incubacién después de la implantacidon, los embriones
fueron reexpuestos y se les administré un volumen total de 10pl de una
solucién 10mM BrdU (Sigma®) en PBS con 1% en volumen de azul de
metileno como colorante con el fin de visualizar si la microinyeccidn se esta
realizando correctamente. Se aplicaron 20-25 microinyecciones de
100mseg de duracién cada una y a una presidon de 8 PSI intracardiacas a
través de una micropipeta de 10 p de didametro interno, comprobandose
como la solucién se extiende por el arbol circulatorio. Se desecharon
aquellos embriones que sufrieron alguna hemorragia durante su
manipulacién. Inmediatamente se reincubaron durante 60 minutos para
permitir que la BrdU se incorporara a las células en fase de sintesis de ADN
(Figura 13).
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Figura 13 Técnica de microinyeccion de
bromodeoxiuridina (BrdU) in ovo. A: Imagen
bajo lupa de un embrion de pollo en el est
22HH, colocado sobre el microelevador, tras
incubacion de 24 horas con una microesfera (f
de flecha) implantada dorsalmente al esbozo d¢
derecha).B: Microinyeccion de BrdU; el facto
mezlado con un colorante vital, se inyecta et
cono arterioso de forma discontinua para evite
colapso cardiaco (285 inyecciones),
inmediatamente se extiende por todo el sist
circulatorio.C: Imagen bajo lupa de un embrién
pollo en el estadi@2HH extendido sobre una ple
de Petri, que permite ver mas claramente la té«
de microinyeccion cardiaca empleada el

Posteriormente, los embriones fueron extraidos del huevo para su datacion

y procesamiento histoldgico.

Datacion de embriones

Los embriones utilizados en los experimentos fueron extraidos del huevo y
depositados en una placa de Petri con solucidon Ringer a 4°C para eliminar
sus membranas de envoltura. Cada embrion fue datado siguiendo los
criterios de Hamburger & Hamilton (1951). Segun estos criterios a las 24
horas los embriones alcanzaron un estadio 23-24HH. Todos aquellos que
sobrepasaron a que no llegaron a este estadio fueron desechados, al igual
que los embriones muertos, defectuosos, con alteraciones visibles en la

zona de implantacién o aquellos a los que no se les localizé la microesfera.
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Fijacion y procesamiento de los embriones

Parte de los embriones fueron destinados para estudio histoldgico, con el fin
de comprobar si la colocacidon de la microesfera produce algun tipo de
alteracion morfoldgica en las estructuras cercanas a la implantacion de la
misma. Los embriones seleccionados para este estudio fueron fijados en
solucidon de Bouin, deshidratados en alcoholes de graduacion creciente, e
incluidos en parafina blanda (Paraplast®) y se obtuvieron mediante
microtomia series de cortes histoldgicos transversales en la regién del
esbozo del ala de 8 yum de grosor. Los cortes se tiferon con hematoxilina-
eosina, se deshidrataron de nuevo y se montaron para su observacién y

fotografiado al microscopio éptico (Nikon® Macrophot-FXA).

Los embriones destinados al estudio de la proliferacién celular vy
diferenciaciéon neural se fijaron en solucién de Carnoy, se deshidrataron en
alcoholes de graduaciéon creciente, se incluyeron en parafina para obtener
cortes histoldgicos de la region del esbozo del ala de 8 pum de grosor con
un microtomo Leitz® W 1512.

SOLUCION DE BOUIN

Acido picrico saturado .......coeeveeveeveneen.. . 75 %
Formaldehido comercial (35-37%) ....... 20%

Acido acético glacial .......coecveeereereerrerrenen. 5%

SOLUCION DE CARNOY

Alcohol absoluto........... 60%
Cloroformo......cccccceeeenns . 30%

Acido acético glacial.... 10%
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Deteccién inmunocitoguimica de BrdU

Una vez obtenidas las secciones se procedié a la inmunocitoquimica para

BrdU. Los pasos a seguir son los siguientes:

1. Desparafinacién, mediante dos banos de 10 minutos cada uno de
Xilol.

2. Rehidratacién, mediante dos pases de 7 minutos cada uno en
alcoholes de 100°. Posteriormente lavado en agua corriente durante
15-20 minutos.

3. Desnaturalizacién, sumergiendo las secciones en una soluciéon de HCI
2M a 379C durante 60 minutos.

HCI “fumante” (37%).........c.e...e. 14,588 ml

H,O destilada.................ccceiievee... €nrasar a 200 mli

4. Neutralizacidon, mediante inmersién en una dilucién de acido bérico
0,1M a pH 8,5 durante 10 minutos.

BOsHz ittt 1,2368¢g
H,O destilada........ccoooiiiiiiiiiinnnnn. enrasar a 200 ml.

Ajustar el pH a 8,5 con NaOH gota a gota.

5. Incubacién en una dilucién 1:100 en tampoén Tris-HCI del anticuerpo
monoclonal IgG anti-BrdU obtenido en ratén (Dako®), en camara

humeda durante la noche.
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Tampon Tris-HCI:

Trizma base............. 1,210 g
CINa...ooiiiiieeee 16 g

HCl IN. .o 8,6 ml

H,O destilada............ hasta 2000 ml

Ajustar el pH a 7,4 con HCI 1N gota a gota.

6. Para detectar el anticuerpo primario se utilizd el anticuerpo
secundario anti-Mouse IgG biotinado. Se incubaron las secciones en
una dilucién 1:20 en tampdn Tris-HCl del anticuerpo secundario

durante 30 minutos a temperatura ambiente en cdmara humeda.

7. Lavado en tampdn Tris-HCl mediante tres bafios de 10 minutos de

duracién cada uno.

8. Incubacién en una dilucidén 1:20 en tampdn Tris-HCI de Extravidina-

Peroxidasa durante 10 minutos.

9. Revelado de la tincién con 3,3 -diaminobencidina (Sigma®), diluida
1:1500 en tampdn Tris-HCl y activada con 0,08% de H,0..

-Preparar la solucién 3,3 -diaminobencidina (DAB) bajo campana de

extraccion:
Tris-HCI, pH 7,4......... 15 ml
DAB...oooviiiiiiieiiaens 10 mg (1 tableta)

Dejar 15-20 minutos em agitacion y luego filtrar.

-Afadir 12 pl H,0, al 30% justo antes de su uso.
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10.Finalmente, los cortes se deshidrataron y se montaron para su
observacién y fotografiado al microscépio éptico (Nikon® Macrophot-
FXA).

Contaje de nucleos BrdU-positivos y estudio estadistico

Una vez realizada la inmunocitoquimica con BrdU, se procedié al recuento
de las células del tubo nervioso cuyos nucleos aparecieran marcados con el
anticuerpo anti-BrdU (considerandose a dichas células BrdU positivas), con

la ayuda de un microscdépio 6ptico Nikon Macrophot-FXA.

Se seleccionaron los cortes correspondientes al area de implantaciéon de las
microesferas. Se contabilizaron los nlcleos de 1 de cada 4 cortes a
intervalos regulares a lo largo de toda el drea de interés, reuniendo un total

de 10 cortes por embrion.

Cada corte seleccionado se dividid, en cuatro cuadrantes mediante el eje
longitudinal medio del tubo neural y un eje transversal que pasa por el
punto medio del tubo neural. De esta forma, el tubo nervioso queda dividido
en los cuadrantes cuatro cuadrantes dorsal-ventral y derecha izquierda
(Figura 14). La division dorso-ventral permite valorar las posibles
diferencias entre las placas alar y basal y la division derecha-izquierda si
existen diferencias de lateralidad en relacién a la microesfera, ya que ésta

se coloco en todos los casos en el lado derecho.
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Figura 14: Division en cuadrantes del tubo nerviosoEl eje longitudinal o dorswentral (1) divide el tubo €
mitades izquierda (i) y derecha (d). El eje transake(2),trazado sobre el punto medio del anterior, divideilo en
mitades dorsal (D) y ventral (V).

Los datos se registraron en una plantilla en la que figuran la nomenclatura
numérica del embrion, el porta en el que se encuentra la microesfera, el
corte en el que se realiza el contaje y el nUumero de nlcleos BrdU-positivos

en cada cuadrante del tubo nervioso (Tabla 4).

Tabla 4: Plantilla de recuento de nucleos BrdU-positivos

Embridn no:............ Porta:.....ccceveuen. Corte:....cooueee. .

DERECHA IZQUIERDA

VENTRAL DORSAL VENTRAL DORSAL
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Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes grupos objeto de estudio, se obtuvo la media de nucleos
BrdU-positivos por cuadrantes en cinco embriones de cada condicién
experimental, determinandose en cada caso el error estandar vy

practicandose un test de significatividad estadistica ANOVA de un factor.

Los resultados globales han sido expuestos en diagramas de barras para

facilitar su comprension.

9.4. Estudio de la diferenciacion neuroepitelial

Para el estudio de la diferenciacion neuronal se realizo la determinacion

inmunohistoquimica de Bs-Tubulina, cuyos pasos son los siguientes:

1. Tras la desparafinacion y la rehidratacion de los cortes, se realiza un
bloqueo con una soluciéon de PBS /BSA (Seroalbimina bovina) al 1%

durante 20 minutos.

PBS 0,1 M, pH 7,4

Na H, PO4H,0............. 2,964 g
Na H;POuuuvvvvviiiinnnn. 11,4615¢g
H,O destilada............ 1 litro
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2. Se anadié el anticuerpo primario IgGMouse anti-human III B-tubulina
(BAbCo®) en dilucién 1:200 en PBS (10 ul de anticuerpo + 5 ml de
PBS). Se incuba durante toda la noche a 4°C en camara humeda.

3. Transcurrido el tiempo de incubacidén se realizan tres bafios en PBS

de 5 minutos de duracion cada uno.

4. Se afhade el anticuerpo secundario, anti-mouse IgG Alexa-488
(dilucion 1:3000 en PBS). Se incuba a temperatura ambiente

durante una hora en camara humeda protegida de la luz.

5. Finalmente, los cortes se lavan 3 veces en PBS durante 5 minutos
cada uno y se realiza el montaje en medio acuoso para ser
visualizados y fotografiados con un microscopio confocal Zeiss LSM-
310.
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9.5. Numero de embriones utilizados

En la Tabla 5 se expresa el nUmero total de embriones empleados en cada

condicién experimental.

Tabla 5: Nimero de embriones utilizados

Experimentales Control Control sin manipular
Ringer

Hematoxilina- 5 5 5

eosina

BrdU 5 5 5

Tubulina 4 4 4
Desechados* 40 36 0

Total 54 50 14

*Embriones desechados: se incluyen en este apartado los embriones muertos o

malformados durante el cultivo,

embriones que sufrieron alguna hemorragia

durante su manipulaciéon y embriones en los que la microesfera no se implanté
adecuadamente. No se incluyen embriones muertos, malformados o fuera de

estadio antes de su manipulacion.

10. EFECTO “IN VIVO” DEL E-CSF SOBRE LA DIFERENCIACION
NEURONAL EN CELULAS DE ESTIRPE NO NEUROEPITELIAL

Se realizaron experimentos en dos grupos celulares: en el mesénquima

cefalico y en la membrana amnidtica.
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10.1. Estudio de la diferenciacion neuronal en mesénquima

Para conocer el efecto del E-CSF sobre la diferenciacion neuronal en el

mesénquima se establecen los siguientes grupos:

1. Controles a los que no se realiza ningun tipo de manipulacién. Sirven
de referencia para analizar los datos obtenidos en los siguientes
grupos.

2. Controles a los que se implanta una microesfera impregnada con
solucion Ringer. Sirven para comprobar si la manipulacidn
embrionaria tiene algun efecto posterior.

3. Grupo experimental: embriones a los que se implanta una
microesfera impregnada de E-CSF.

4. Grupo experimental: embriones a los que se implanta una esfera
impregnada de 10ng/ml de FGF-2 + 4&acido retinoico 0,1 mM,
mediante inmersion a 4°C al menos durante 24 horas previas al

experimento.

Siguiendo la técnica detallada anteriormente de implantaciéon de
microesferas, se introdujo en los embriones (que alcanzaron el estadio
18HH tras 65-69 horas de incubacion), una microesfera en el mesénquima
situado en posicién dorsal al primer arco aodrtico, préximo al ectodermo
(Figura 15).

Posteriormente los embriones se reincubaron durante 24-48 horas, hasta
alcanzar los estadios 22-25HH (Figura 16), y se estudid el grado de
diferenciacion neuronal mediante la determinacion inmunohistoquimica de

B3-Tubulina, siguiendo el protocolo descrito com anterioridad.
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Figura 15: Implantaciéon de microesferas en mesénquimimplantacion de una microesfera (impregn
en CSF, FGR2 o PBS) en el mesénquima de un embrién de poléstmio 19HH, mediante una incision
una aguja de tungsteno afilada y doblada, a niwedad al primer arc branquial proximo al ectodernA,B,C:
Aspecto de la microesfera una vez colocada en btiémin ova D, E: Imagen del embrién, extraido ¢
huevo y extendido sobre una placa de Petri, unaslezada la microesfera (flech
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Figura 16: Implantacién de microesferas en mesénquin. Implantacion de una microesfera (impregn
en CSF, FGF2 o PBS) en el mesénquima de un embeipolth en estadio 19HH, mediante una incision
una aguja de tungsteno afilada y doblada, a niwedd al primer arco branquial proximo al ectoderA, B:
Aspecto de la microesfera una vez colocada en &friémin ovo en el estadio 23HH, después de 2<
incubacién.C, D: Imagen del embrién en estadio 23 HH, extraido delvb y extendido sobre una placa
Petri, una vez colocada la microesfera (flechagpdés de 24 horas de incubac
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En la Tabla 6 se expresa el nUmero total de embriones empleados en cada

condicién experimental.

Tabla 6: Nimero de embriones utilizados

CSF FGF2 + Control Control sin

Retinoico PBS manipular
Tubulina 4 3 3 3
Desechados* 3 3 1 3
Total 7 6 4 6

*Embriones desechados: se incluyen en este apartado los embriones muertos,
contaminados o malformados durante el cultivo, embriones que sufrieron alguna
hemorragia durante su manipulacion y embriones en los que el papel no se
implanté adecuadamente. No se incluyen embriones muertos, malformados o fuera
de estadio antes de su manipulacion.

10.2. Estudio “ in vivo” de la diferenciacion neuronal en

membrana amniodtica

Se implantaron en la membrana amnidtica (MA) de embriones de pollo en
estadios 19-20HH piezas pequenas de papel filtro Milipore de 0,22 um de
diametro de poro, previamente impregnadas con E-CSF o con una solucidn
de 10ng/ml de FGF-2 + &cido retinoico 0.1 mM mediante inmersién a 4°C,
al menos durante 24 horas previas al experimento; para el grupo control se
utilizd una solucién de PBS (Figura 17). Posteriormente, los embriones
fueron recultivados durante periodos de 48 y 72 horas, hasta alcanzar los
estadios 26-27 y 29-30 HH, respectivamente. Seguidamente, las MA fueron
extraidas y se valord en ellas el grado de diferenciacién neuronal mediante

la determinacion inmunocitoquimica “in toto” de B3-tubulina y de nestina.
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Figura 17: Implantacion de papel filtro Milipore de 0,22 um dediametro de poro en la membrana amniotic:
de un embrién de pollo en estadio 19H!

Protocolo de inmunohistoguimica para nestina

1. Desparafinacion con xilol mediante dos bafios de 10 minutos cada

uno.

2. Rehidratacion: se realizan dos bafios con alcohol 100° de 10 minutos
cada uno. Posteriormente se lava durante 15 minutos en H,0
corriente y a continuacion con H,O destilada mediante 3 bafios de 5

minutos cada uno.

3. Se realiza una inmersion en buffer de citrato sdédico durante 15
minutos en microondas, con cuidado de que no hierva (se cambia el

buffer 4 veces) y se dejar enfriar después.
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BUFFER CITRATO SODICO, pH 6:

- 95 ml. acido citrico 0.1M
- 415 ml. citrato sédico 0.1M
- H,0O destilada hasta 1.000 ml.

- Ajustar pH a 6.

4. Se procede al bloqueo mediante un bafio de 20 minutos de duracién
con la solucién PBS/BSA 1%.

5. Se afade el anticuerpo primario IgG monoclonal anti-mouse nestina
(ChemiCon®) mediante una dilucién 1:200 en PBS, y se incuba toda

la noche a 4°C en cdmara humeda.

6. Lavar en PBS mediante 3 banos de 5 minutos cada uno.

7. Se anade el anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG Alexa-488 en una
dilucion 1:1000 en PBS. Se incubar 60 min. a temperatura ambiente

en camara humeda.

8. Lavar en PBS mediante 3 banos de 5 minutos cada uno.

9. Montaje en medio acuoso.

En la Tabla 7 se expresa el niumero total de embriones empleados en cada

condicién experimental.
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Tabla 7: Nimero de embriones utilizados

CSF FGF2 + Control PBS
Retinoico
Tubulina 7 6 7
Desechados* 4 5 4
Total 11 11 11
CSF FGF2 + Control PBS
Retinoico
Nestina 5 4 4
Desechados* 7 6 4
Total 12 10 8

*Embriones desechados: se incluyen en este apartado los embriones muertos,
contaminados o malformados durante el cultivo, embriones que sufrieron alguna
hemorragia durante su manipulacion y embriones en los que el papel no se
implanté adecuadamente. No se incluyen embriones muertos, malformados o fuera

de estadio antes de su manipulacién.
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11. EFECTO “IN VIVO” DEL E-CSF SOBRE LA PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION CELULAR EN MEDULA A NIVEL DEL ESBOZO
DEL ALA

Estos experimentos se realizaron mediante la implantacién por microcirugia,
en embrién de pollo en estadio 19-20HH, de una microesfera impregnada
en E-CSF, procedente de embriones de pollo de estadio 25HH, en el
espacio intersomitico a nivel del esbozo del ala derecha y su posterior
incubacidon durante 24 horas, hasta alcanzar el estadio 23-24HH. El uso de
E-CSF procedente de embriones de pollo en estadio 25HH se debe a que
Gato el al. (2005) demostraron su efecto sobre la proliferaciéon y la
diferenciacion neuronal en cultivos organotipicos de neuroepitelio
mesencefalico. Ademas estos autores comprobaron que apenas existian
diferencias cuantitativas y cualitativas en la composicion del E-CSF entre el
estadio 20 HH y el 25HH.

11.1. Efecto del E-CSF sobre la proliferacion celular en médula

Inicialmente se realizé un estudio morfoldgico con objeto de comprobar si la
propia manipulacién embrionaria, mediante la implantacién de microesferas,
producia alteraciones histolégicas en el neuroepitelio. Para ello se colocaron
microesferas en el espacio intersomitico a nivel del esbozo del ala derecha a
un total de 5 embriones control en estadio 19-20HH, se reincubaron
durante 24 horas hasta alcanzar el estadio 23-24 HH. Una vez obtenidos los
cortes se tifieron con hematoxilina-eosina. En estos experimentos no se
observaron cambios en la estructura neuroepitelial (Figuras 18A, By C) vy,
en algunos casos solo leves deformaciones mecanicas que no produjeron
modificaciones en la arquitectura tisular (Figura 18D). Unicamente se
observd la presencia de condensaciones mesenquimatosas en torno a la

microesfera (Figura 19).
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También pudimos observar variaciones en la posicién dorso-ventral de la
microesfera en relacion a la médula espinal, aunque todos los casos estaban

en contacto o muy préximos a la superficie neuroepitelial.

También pudimos observar variaciones en la posicién dorso-ventral de la
microesfera en relacién a la médula espinal, aunque todos los casos estaban

en contacto o muy préximos a la superficie neuroepitelial.

Sin embargo, en los grupos experimentales a los que se les implantd la
microesfera impregnada en CSF si se observaron modificaciones
significativas en la arquitectura tisular (Figura 19). Fundamentalmente se
apreciaron alteraciones a nivel de la placa alar, consistentes en un excesivo
crecimiento de la misma desarrollandose en muchos casos, estructuras
tubulares con aspecto de epitelio pseudoestratificado, similar a la que

presenta el tubo neural normal en fases tempranas del desarrollo.
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pollo en estadio 21HH a los que se les implantoroicaoesfera en el estadio 18HH (24 horas antespbServa que
la microesfera, a pesar de su tamafio relativo,ansaalteraciones morfolégicas en la médula espia, C), o
produce deformaciones mecanicas leves que no rallerarquitectura neuroepiteliaD). Unicamente se aprecian
ligeras condensaciones del mesénquima que rodemiaroesfera (flechas).

Ma Esther Valsero Herguedas 79



RESULTADOS

Figura 19: Estudio morfol6gico de la proliferacion celular en rédula. Tincion con hematoxilir-eosina en
embriones de pollo en estadio 28HH a los que se implanté una microesfera en iesi®-20HH (24 horas antes)
impregnada en ESF a nivel del espacio intersomitico del esbozoatkel La implantacion de una microesf

impregnada en CSF produce una alteraciéon en lateciuia neuroepitelial como la aparicién de un outbo

neural (Punta de flecha).

Para determinar si el E-CSF presenta efectos sobre la proliferacion
neuroepitelial durante el desarrollo de la médula espinal hemos realizado un
contaje en la zona de implantacion de la microesfera, de las células que
han incorporado Bromodeoxiuridina (BrdU) administrada por Vvia
intracardiaca una hora previa a la fijacién del embriéon. En algunos
embriones se observo, al igual que ocurria con la tincidn de hematoxilina-
eosina, diferencias morfoldgicas entre los grupos controles y los
experimentales (Figura 20) traducidas en una condensacién celular
Unicamente (Figura 20E) o asociado a una neoformacién tubular (Figura
20D).
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Para el recuento de los nucleos se seleccionaron los cortes correspondientes
al area de implantacion de las microesferas y de ellos, se escogieron 1 de
cada 4 cortes a intervalos regulares a lo largo de toda el area de interés,
reuniendo un total de 10 cortes por embridn. Cada corte seleccionado se
dividio, en cuatro cuadrantes mediante el eje longitudinal medio del tubo
neural y un eje transversal que pasa por el punto medio del tubo neural. De
esta forma, el tubo nervioso queda dividido en los cuatro cuadrantes dorsal-
ventral y derecha-izquierda.

Figura 20: Estudio de la proliferacion
celular en médula. Inmunomarcaje co
BrdU en embriones de pollo en estadic-
24 HH a los que se implantd ur
microesfera en estadio PB®HH (24 horas
antes) a nivel del espacio intersomitico
esbozo del ala.

A, B, C: Embriones controles a los que
se manipularon o a los que se implantz
una microesfera con Ringer, ct
morfologia normal o con una lige
deformaciéon mecanica sin alteracion de
arquitectura neuroepitelial (C

D, E: Neoformaciones tubulares neuroepiteliales que salme de la médula espinal (D)
engrosamiento de la pared neuroepitelial (E) erriembs con la microesfera impregnada en !
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En los embriones control no manipulados se comprobd que la tasa de
replicacién celular fue visiblemente mayor en los cuadrantes dorsales que

en los ventrales (Grafico 1).

Los controles a los que se implantd una microesfera impregnada con
solucién de Ringer presentaban un grado de incorporacién de BrdU muy
similar al de los controles sin manipular (Grafico 1), y no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. Estos
resultados indican que la manipulacion, como la microdiseccion y la
implantacién de la microesfera, no influye en la proliferacién celular en la

médula espinal.

Respecto al grupo experimental, la exposicidon a la microesfera impregnada
en CSF, produjo un incremento estadisticamente significativo del nimero de
células que incorporan BrdU en ambos cuadrantes dorsales. En el cuadrante
dorsal izquierdo, estos efectos fueron de intensidad ligeramente menor
(Grafico 1), sin que existan diferencias estadisticamente significativas entre
ellos. En los cuadrantes ventrales paraddjicamente se produjo una
reduccién de la tasa de replicacion celular de los embriones experimentales

en relacion con los controles.
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Nicleos BrdU-positivos por cuadrantes

20

. Experimentales

¥ " . Ringer

No manipulados

N° nucleos

DD DI VD VI

EXP 69111 65t 14 30+ 10 2816
RINGER 52+ 14 55111 31t4 309
NO 55t 4 5816 30£3 30t 6

Gréafico 1: Analisis cuantitativo de sintesis de ADN medianteontabilizacion de nucleos BrdU positivos a nivel déa
médula espinal Las barras indican el promedio de nucleos BrdU positcontabilizados en cada cuadrante cmédula espinal,
y por cada condicion experimental. En la tablaxggesan estos mismos valores numéricamente * ldad@n estandar. Note
el incremento de la proliferacion, estadisticameigaificativo, en los cuadrantes dorsal derecha) §pdorse izquierdo (Di) en
el grupo experimental, de acuerdo con la pruebsigieficatividad estadistica ANOVA de un factorlaydisminucion en losos
cuadrantes ventrales, derecho (Vd) e izquierda
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11.2. Efecto del E-CSF sobre la diferenciacion neuronal en

meédula

El grado de diferenciacion neuronal se ha estudiado mediante la
determinacion inmunocitoquimica de la expresibn de microtubulos
citiplasmaticos denominados B3-tubulina en embriones de pollo en los que
se ha implantado, mediante microdiseccién, una microesfera con CSF
(grupos experimentales). En los embriones controles, se implanté una
microesfera impregnada con solucidn de Ringer mientras que en otros no se
realizd ninguna intervencién con el fin de observar si la manipulacion

producia algun efecto sobre la diferenciacion.

En los embriones experimentales se aprecia un incremento del
inmunomarcaje frente a B3-tubulina a nivel de la placa basal en el lado
gue estd en contacto con la microesfera en relacidon con los controles. En
ocasiones las microesferas se implantaron en el interior de la cavidad
neural, en estos casos los embriones tratados con E-CSF presentaban un
intenso inmunomarcaje frente a B3-tubulina en torno a la microesfera
(Figura 21C) y también aparecieron células marcadas en la capa
ependimal (Figura 21D), incluso con la formacion de nuevas vesiculas
(Figura 21D), que no aparecen en los embriones control (embriones con
implantacion de una microesfera impregnada de Ringer y embriones no

manipulados) (Figuras 21E, Fy G).

Estos datos parecen indicar que el E-CSF puede potenciar Ila
diferenciacién neuronal a nivel de la médula espinal durante los estadios

del desarrollo analizados especialmente en la placa basal.
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No manip.

Figura 21: Inmunomarcaje con B3-tubulina para comprobar diferenciacién neuronal a rivel de la placa
basal de la médula espinalSe ha implantado una microesfera en el espacicsortgtico anivel de la base del
eshozo del ala en embriones de pollo de estac-20HH, y se les ha reincubado hasta alcanzar efliesia-
24HH (A). La linea de puntos en A marca el nivel de secdi€B, C, D, E, Fy G correspondiente a la zona
implantacion dda microesfera. Los embriones tratados c-CSF (C, D) muestran una mayor intensidad
inmunomarcaje que los embriones control e inclasfmtmacién de formaciones vesicularD). Los embriones
control tratados con RingeE(F) y los no manipuladosG) presentan un grado de diferenciaciéon normal pE
estadio 2324 HH, a nivel de la placa basal, y no muestragrélifcias entre ellc
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12. EFECTO “IN VIVO” DEL E-CSF SOBRE LA DIFERENCIACION
NEURONAL EN CELULAS DE ESTIRPE NO NEUROEPITELIAL

12.1. Estudio de la diferenciacion neuronal en mesénquima

Para el estudio de la diferenciacién neuronal en mesénquima, se introdujo
en los embriones en estadio 18HH, segun la técnica ya detallada en material
y métodos, una microesfera en el mesénquima situado en posicién dorsal al
primer arco adrtico, proximo al ectodermo. Tras su reincubacidon durante
24-48 horas, hasta alcanzar los estadios 22-25HH, se estudid el grado de
diferenciacion neuronal mediante la determinacion inmunohistoquimica de
B3-Tubulina. Se establecieron dos grupos controles y dos experimentales.
Un grupo control sin manipular y otro con la microesfera impregnada en
PBS. En el grupo experimental la microesfera implantada se impregnd bien
en E-CSF o bien en una soluciéon con 10ng/ml de FGF-2 + acido retinoico
0,1 mM, mediante inmersion a 4°C al menos durante 24 horas previas al

experimento.

Se observd en los grupos experimentales la presencia de inmunomarcaje
frente a PB3-tubulina (Figuras 22E,F) e incluso, la aparicion de
prolongaciones que sugieren el desarrollo de axones primitivos (Figuras
22G,H). Este inmunomarcaje fue mas intenso en el grupo con E-CSF que en
el grupo con la microesfera impregnada en FGF-2 y acido retinoico. Sin
embargo, en los controles no aparecié ningln inmunomarcaje lo que indica,

la ausencia de diferenciacién neuronal en este grupo (Figuras 22C,D).
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Control no C | Control PBS
manipulado ‘

Fof2iret. 24h . E |CSF24h -

Figura 22: Inmunomarcaje con B3-tubulina para comprobar diferenciacion neuronal en mesénquima
Microesfera implantada en el mesénquima situadposicion dorsal al primer arco aértico, préximaetodermo, el
embriones de pollo de estadio 18HH, y se les lmrublado hasta alcanzar el estadi-25HH. Punta de flecha ¢A:
Lugar de implantacién de la microesfera, existieablededor de ella unigera hemorragiaB: Tincién con H-E del
corte de embrion de pollo donde se observa Hikacion de la microesfera en el mesénquima. lraardferencias
sefialan el lugar donde se sitda la microesfergo@aroontrolesC, D): no se objetiva inmunomzaje, lo que indica la
ausencia de diferenciacion neuronal. Existenciamma@nomarcaje frente p3-tubulina en la imagen con la microesf
impregnada en en FGF-2 4cido retinoico y en-CSF, siendo mas intenso en este UltiloR). G, H: Ampliaciones
de E y F. Se aprecian prolongaciones citoplasmitdisando el desarrollo de axones primiti
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12.2. Estudio “in vivo” de la diferenciacion neuronal en

membrana amnioética

Para el estudio del la diferenciacién neuronal en amnios se implantaron en
la membrana amniética (MA) de embriones de pollo en estadios 19-20-HH
piezas pequefias de papel filtro Milipore de 1mm? de areay de 0,22 ym de
didametro de poro, previamente impregnadas con E-CSF o con factores
diferenciadores a células nerviosas ya conocidos como son el FGF-2
(Gensburger et al., 1987; Tao et al., 1997; Low et al., 2008) y el acido
retinoico (Gongalves et al., 2005; Wang et al., 2005; Jacobs et al., 2006).
Nosotros utilizamos una solucion de factores de 10ng/ml de FGF-2 + acido
retinoico 0.1 mM mediante inmersién a 4°C, al menos durante 24 horas
previas al experimento; para el grupo control se utilizd una soluciéon de PBS.
Posteriormente, los embriones fueron recultivados durante periodos de 48
y 72 horas, hasta alcanzar los estadios 26-27 y 29-30 HH, respectivamente.
Seguidamente, las MA fueron extraidas y se valord en ellas el grado de
diferenciacion neuronal mediante la determinacidn inmunocitoquimica de

Bs-tubulina y de nestina.

En ningln caso se obtuvo inmunomarcaje frente a Bs-tubulina o nestina en
la membranas amnidtica de los embriones del grupo control (Figura 23F;
Figura 24 B; Figura 25B), indicando que los marcadores neuronales
empleados no estan presentes de forma natural in vivo en las fases del
desarrollo estudiadas por nosotros. Las MA tratadas con FGF-2 + &cido
retinoico (Figura 23E; Figura 24G; Figura 25F) mostraron inmunomarcaje
positivo a Bs-tubulina y nestina en todos los casos, lo que indica que las
células amnidticas pueden diferenciarse in vivo a neuronas frente a

estimulos neurogénicos conocidos.
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En los grupos tratados con E-CSF, la MA presenté también inmunomarcaje
positivo a Bs-tubulina y nestina (Figura 23B; Figura 24C; Figura 25C), si
bien en este caso la intensidad del marcaje fue mayor que en el grupo
tratado con FGF, + acido retinoico, pudiéndose observar en algunas
ocasiones prolongaciones celulares que podrian indicar neuritogénesis
(Flechas blancas en Figuras 23, 24 y 25). También se observa que el
inmunomarcaje es mas intenso después de 3 dias de incubaciéon que tras
24 horas, tanto en los grupos tratados con FGF-2 + acido retinoico como en
los tratados con E-CSF, por lo que este efecto diferenciador es directamente
proporcional al tiempo de exposicién de los estimulos neurogénicos (Figuras
23, 24, 25).

Estos datos indican que el E-CSF presenta un efecto neurodiferenciador
sobre poblaciones celulares que en condiciones normales no estdn en

contacto con él.
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Control

Figura 23: Inmunomarcaje con g3-tubulina en células amniéticas de embrion de polltras 48 horas de
incubacién para comprobar diferenciacion neuronal @ amnios. Se ha implantado una pieza de papel f

Milipore de 1mm de areay de 0,22 pum de didmetro de poro @ membrana amniética, previame
impregnadas con ESF o con una solucién de F-2 + acido retinoico en los grupos experimentalgsaya el
grupo control se utilizé una soluciéon de PBS, enr@nbs de pollo en estadio -20HH. Posteriormente, I¢
embriaes fueron recultivados durante periodos de 24a ladsanzar los estadios-27. La punta de flecha A

indica el lugar de implantacion del papel filtroligore. B: Extension de un fragmento de membrana amni

situada por debajo del papel impregr con ECSF donde se observa inmunomarcaje positivo [fs-tubulina.

C, D: Ampliaciones de B donde se observan marcaje éisopto de tubulina (flechas negras) y en alg
células se observan también prolongaciones citodas con inmunomarcaje poso de forma fibrilar qu
corresponden al desarrollo de axones primitivasckfas blancask: Extensién de un fragmento de membr
amniodtica situada por debajo del papel impregnamo una solucion de F(-2 + acido retinoico donde
observa inmunomaraajpositivo pargs-tubulina aunque de menor intensidad que c@@SE-F: Extension de
un fragmento de membrana amnidtica situada porjaet® papel impregnado con PBS (grupo control)

inmunomarcaje negativo.
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Control

Figura 24: Inmunomarcaje con B3-tubulina en células amniéticas de embriéon de polloras 72 horas de
incubacién para comprobar diferenciacion neuronal @ amnios Se ha implantado una pieza de papel f
Milipore en la membrana amniét (A), previamente impregnadas corC5F o con una solucién de F-2 + acido
retinoico en los grupos experimentales y parar@ba control se utilizé una soluciéon de PBS, en émies de
pollo en estadio 120HH. Posteriormente, los embriones fueron tivados durante periodos de 72 hasta alce
los estadios 29-30HHB: Extensién de un fragmento de membrana amnidtiteda por debajo del pag
impregnado con PBS (grupo control) con inmunomaroagativo.C, D, E y F Extensién de un fragmento

membrana amniética situada por debajo del papel ignae@o con -CSF donde se observa inmunomarcaje pos
citoplasmico par@s-tubulina (flechas negras). Se observa también pgalciones celulares con inmunomarc
positivo indicando neuritogénesis (lhas blancas)G, H: Extensién de un fragmento de membrana amni
situada por debajo del papel impregnado con unacigol de FG-2 + &cido retinoico donde se obse
inmunomarcaje positivo pafa-tubulina aunque de menor intensidad que ¢-CSF.
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Control

K

Figura 25: Inmunomarcaje
con nestina en célula
amnidticas de embrion de
pollo tras 72 horas de
incubacién para comprobar
diferenciacion neuronal en
amnios. Se ha implantado ur
pieza de papel filtro Milipore €
la membrana amniéticaA),
previamente impregnadas c¢
E-CSF o con una solucion
FGF2 + &cido en Ic grupos
experimentales y para el gru
control se utilizé una soluci¢
de PBS, en embriones de pc
en estadio 1-20HH.

F+R

Posteriormente, los embriones fueron recultivadoarte periodos de 72 hasta alcanz: estadios 2-
30HH. B: Extension de un fragmento de membrana amnidticada por debajo del papel impregni
con PBS (grupo control) con inmunomarcaje negaC,D,E: Extension de un fragmento de membr
amnidtica situada por debajo del papel impregnanioE-CSF. Flechasegras: inmunomarcaje positi
citoplasmico para nestina. Flechas blancas: praldpges celulares con inmunomarcaje positivo
nestina que corresponde a un desarrollo axonaitpud. F: Extension de un fragmento de membr
amnidtica situada por Hejo del papel impregnado con una solucién de -2 + &cido retinoico donc
se observa inmunomarcaje positivo para nestinausudeg menor intensidad que cc-CSF.
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13. EFECTO DEL E-CSF__SOBRE LA PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION CELULAR EN MEDULA

13.1. Efecto _del E-CSF sobre la proliferacion neuroepitelial en

médula espinal

Los resultados aportados en la presenta tesis doctoral demuestran,
mediante la implantacién de microesferas de heparina impregnadas con
E-CSF préximas a la médula espinal, que el E-CSF produce un aumento
estadisticamente significativo de la proliferacidon celular a nivel de las células
neurales de la médula espinal en la placa alar, sin que tenga efecto sobre la
placa basal, visualizdndose como un excesivo crecimiento de la misma
desarrolldndose en muchos casos estructuras tubulares con aspecto de
epitelio pseudoestratificado, similar a la que presenta el tubo neural normal

en fases tempranas del desarrollo.

Se sabe que el E-CSF es importante para la proliferacion neuroepitelial
mesencefalica en fases precoces del desarrollo tanto en embriones de pollo
como de rata. En cultivos organotipicos de neuroepitelio mesencefalico en
medio quimicamente definido y sin complementos afiadidos se produce una
apoptosis masiva de las células neuroepiteliales y un cese dramatico de la
proliferacidon celular, pero esto no ocurre si se afiade E-CSF al medio de
cultivo (Gato et al., 2005; Martin et al., 2009). Gran parte del efecto del E-
CSF sobre la proliferacion neuroepitelial puede deberse a la presencia de
FGF-2, vya que el bloqueo de este factor de crecimiento con anticuerpos
especificos reduce considerablemente la proliferacidn neuroepitelial en
cultivos organotipicos de mesencéfalo suplementados con E-CSF, por otro
lado la microinyeccién de anticuerpos frente a FGF-2 en la cavidad de las
vesiculas cerebrales reduce considerablemente la proliferacion neuroepitelial

in vivo en embriones de pollo y rata (Martin et al., 2006; Gato et al., 2014).
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También es sabido que en el crecimiento de las vesiculas cerebrales
intervienen dos factores interdependientes que son: la presién hidrostatica
ejercida por el CSF y la proliferacidon celular regulada por los factores de
crecimiento (Gato et al., 1993; Alonso et al. 1998, 1999, 2000; Gato et al.,
2005; Gato y Desmond., 2009). La presién hidrostatica creada por el CSF
ademas de favorecer la expansién cerebral, es capaz de regular aspectos
del entorno neuroepitelial al ejercer una influencia tréfica en sus células, al
promover la neurogénesis, la supervivencia celular y al aumentar la
actividad mitotica y cierta expresidén génica (Gato et al., 2005; Martin et al.,
2009). Pero, en condiciones normales durante las fases precoces del
desarrollo embrionario (periodo de maxima expansion cerebral) el E-CSF de
las vesiculas cerebrales no estd en contacto con el neuroepitelio medular,
puesto que hay un sellado fisioldgico pasajero de la luz del tubo nervioso a
nivel de la parte mas caudal del rombencéfalo y esto hace que el E-CSF no
se propague en direccidon caudal (Desmond y Schoenwolf, 1986; Desmond
et al., 1993).

Pero estos efectos del E-CSF no se habian estudiado en otras regiones del
sistema nervioso central. Nosotros hemos comprobado que la exposicién a
E-CSF exdgeno a nivel de la médula espinal modifica el grado de
proliferacidn neuroepitelial, sugiriendo que moléculas presentes en el fluido

cerebroespinal pueden actuar como factores mitogénicos.

En el E-CSF hay otras moléculas que pueden inducir proliferaciéon

neuroepitelial, descritas ampliamente en la introduccion:

- Mashayekhi et al. (2007,2009) han descrito la presencia de NGF
en fluido cerebroespinal de embrion de pollo y han comprobado
que su bloqueo mediante anticuerpos produce un descenso
considerable de la replicacién celular a nivel de la capa germinal

del neuroepitelio de la corteza cerebral.
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- Sonic hedgehog (Shh) es un factor pleiotrépico en el desarrollo del
sistema nervioso central y se ha demostrado que tiene efecto
mitogénico sobre precursores neuroepiteliales en diferentes
localizaciones durante el desarrollo embrionario (Fucillo et al.,
2006). Se ha comprobado que Shh estd presente en E-CSF de
ratéon (Huang et al., 2010), por otro lado el bloqueo de Shh inhibe
la proliferacion e incrementa la muerte celular de las células
neuroepiteliales en el tubo neural de embriones de pollo en
estadios tempranos del desarrollo (Cayuso et al., 2006).
Recientemente se ha demostrado que Shh puede activar Ia
proliferacion en algunos nichos de células germinales (células

madre neurales) de cerebro adulto (Alvarez-Buylla y Ihrie, 2014).

- IGF-1 también esta presente en fluido cerebroespinal embrionario
(Lehtinen et al., 2011; Salehi et al., 2009) y se sabe que este
factor puede estar implicado en la proliferacién de células
neuroblasticas, en concreto, el bloqueo de IGF-1 inhibe Ia
proliferacion e induce muerte celular en cultivos de células

neuroepiteliales aisladas de embrién de ratén (Drago et al., 1991).

- Es conocida la accion de Wnt sobre la proliferacién neuroblastica
durante el desarrollo embrionario, ademas esta proteina esta
presente en el E-CSF de embridén de rata (Lehtinen et al., 2011).
Se ha comprobado que la sobreexpresién de Wnt en embriones de
ratdn mutantes deficientes en TGF-B produce un incremento en la
proliferacidon de las células neuroepiteliales a nivel mesencefalico
(Falk et al., 2008). También se ha visto que Wnt provoca
activacion de la proliferacidn neuroepitelial en areas ventrales de
la médula espinal en embriones de rata (Ille et al., 2007), sin
embargo en nuestros experimentos hemos constatado que el

incremento de la proliferacién se produce en areas dorsales, por lo
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gue Wnt no parece ser el responsable del aumento de proliferacion

neuroepitelial detectado en nuestros experimentos.

- IL 1B ha sido detectada mediante western-blot en E-CSF de
embriéon de pollo (Martin, 1999), ademas esta citoquina se
expresa en fases iniciales del desarrollo de la médula espinal en
embriones de anfibios, aves y mamiferos (Jelaso et al., 1998; De
la Mano et al., 2007) y tiene efectos importantes sobre Ia
proliferacion del neuroepitelio durante el desarrollo de la médula
espinal en embriones de pollo a partir del estadio 17HH. En
concreto la colocacién de microesferas impregnadas con IL 1B
recombinante préximas a la médula espinal en embriones de pollo
provoca un marcado incremento en la proliferacion neuroepitelial
en areas dorsales, mientras que la colocacion de microesferas
impregnadas con anticuerpos frente a IL 1B reduce de forma
significativa la incorporacion nuclear de BdrU en dichas areas (De
la Mano et al,. 2007), estos resultados son muy similares a los
obtenidos por nosotros por lo que IL 1B podria estar implicada en

el incremento de la proliferacion neuroepitelial inducida por E-CSF.
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13.2. Efecto del E-CSF sobre la diferenciacion neuroepitelial en

médula espinal

Nuestros resultados demuestran que el E-CSF produce un incremento del
inmunomarcaje frente a B3-tubulina a nivel de la médula espinal,
fundamentalmente a nivel de la placa basal, lo que parecen indicar que el
fluido cerebroespinal embrionario puede potenciar la diferenciacion neuronal
a este nivel durante los estadios del desarrollo analizados, esto sugiere que
moléculas presentes en el fluido cerebroespinal pueden actuar como

factores neurogénicos.

El efecto neurogénico del E-CSF durante el desarrollo del cerebro
embrionario ha sido demostrado en embriones de pollo y rata (Gato et al.,
2005, Martin et al., 2009) y también en la zona subventricular de cerebro

adulto de ratén (Carnicero et al., 2013).

El FGF-2 es una molécula clave para la diferenciacion neuronal de las
células neuroepiteliales durante el desarrollo embrionario y esta presente en
el E- CSF (Martin et al., 2006). Yamada et al. (2004) han comprobado que
células neuroepiteliales aisladas de embriones de rata de estadios
tempranos, cultivadas en medio definido suplementado con FGF-2
inicialmente proliferan hasta formar neuroesferas y a los siete dias de
cultivo la mayoria de las células se han diferenciado en neuronas. Es este
mismo sentido se ha demostrado tanto in vivo como in vitro que el bloqueo
mediante anticuerpos del FGF-2 del fluido cerebroespinal altera Ia
diferenciacion neuronal del neuroepitelio mesencefdlico de embriones de
pollo (Martin et al., 2006, Gato et al., 2014).
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Otro factor neurogénico importante es el acido retinoico que también esta
presente en el E-CSF de embriones de pollo y rata (Parada et al., 2008b;
Lehtinen et al., 2011). El &cido retinoico promueve la diferenciacién
neuronal de células madre embrionarias de ratén (Okada et al., 2004) y se
ha comprobado que en embriones de anfibios activa la neurogénesis a nivel
de la médula espinal donde la adicién de retinoico exdgeno produce un
exceso de neuronas (Sharpe y Goldstone, 2000). En embriones de pollo
Alonso et al. (2014) han demostrado que el acido retinoico promueve la

diferenciacion neuoronal a nivel del neuroepitelio mesencefalico in vivo.

En el fluido cerebroespinal embrionario de rata y ratén se ha descrito la
presencia de IGF-1 (Salehi et al., 2009; Lehtinen et al., 2011), ademas este
factor se expresa de forma ubicua en neuroepitelio y parece ser esencial
para el normal desarrollo del sistema nervioso central (Bondy et al., 1990;
Bateman y McNeill, 2006). En ratones mutantes con sobrexpresién de IGF-1
se produce un sobrecrecimiento cerebral con incremento del nimero de
neuronas. IGF-1 también tiene accidon neurogénica en embriones de pollo,
en concreto se ha comprobado en esta especie que IGF-1 es requerido para

la diferenciacién neuroblastica en vesicula ética (Camarero et al., 2003).

NGF es otro factor neurotréfico que estd presente en el E-CSF de pollo
(Mashayekhi et al., 2009) y puede estar implicado tanto en la proliferacién
como en la neurogénesis neuroepitelial, en este sentido se ha comprobado
que en progenitores neurales obtenidos de ganglio estatoacustico de
embriones de ratdn concentraciones bajas de NGF (2,5 ng/ml) promueven
la proliferacidn mientras que concentraciones mayores (20-40 ng/ml)
estimulan la diferenciacién neuronal (Zhang et al., 2011). La accidn
neurogénica de IGF-1 también se ha demostrado en embriones de anfibio,
en esta especie Maufroid et al. (1996) consiguieron diferenciacion neuronal
y crecimiento de neuritas a partir de células neuroepiteliales de placa

neural en cultivo suplementado con IGF-1.
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IL 1B ha sido detectada mediante western-blot en E-CSF de embrién de
pollo (Martin, 1999) y se expresa en fases iniciales del desarrollo de la
médula espinal en embriones de anfibios, aves y mamiferos (Jelaso et al.,
1998; De la Mano et al., 2007). Se ha comprobado mediante colocacién de
microesferas impregnadas con IL 1B recombinante o anticuerpos frente a IL
1B préximas a la médula espinal que esta interleuquina influye en la
diferenciaciéon neuronal en la placa basal de embriones de pollo (De la Mano
et al., 2007).

Otros factores de crecimiento contenidos en el E-CSF que intervienen en la
diferenciacion neuronal son la glicoproteina SCO-Spondin (Vera et al.,
2013), la neurotrofina-3 , el factor neurotréfico derivado del cerebro (brain-
derived neurotrophic factor. BDNF) y la neurotrofina-4,-5 (Baydyuk y Xu.,
2014) o el factor de crecimiento transformante B (TFG-B) (Flanders et al.,
1991; Zhang et al., 1997; Aigner y Bogdahn, 2008).
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14. POTENCIAL DE DIFERENCIACION NEURONAL EN CELULAS NO
NERVIOSAS

Como ya hemos visto, las células precursoras o también llamadas células
madre se caracterizan por su capacidad de autorreplicacién, asi como por su
capacidad para generar células diferenciadas. Diversos agentes, como los
factores de crecimiento y ciertas citoquinas, pueden actuar directamente
sobre estas células e inducir su diferenciacion hacia un linaje celular (Raff,
2003; Jahagirdar et al., 2005).

Se ha estudiado in vitro diversos métodos para inducir la diferenciacién de
las células precursoras en células neurales, los cuales se han descrito
previamente en la introduccién, uno de ellos mediante la exposicion a CSF
(Ye et al., 2011; Ge et al., 2014).

Pero la capacidad de diferenciacién de las células precursoras no ha sido
explorada in vivo. En esta tesis se ha demostrado la capacidad de
diferenciacion neuronal del FGF-2, &cido retinoico y del E-CSF en
poblaciones celulares no nerviosas, que en condiciones normales no estan
en contacto con él, pero con plasticidad celular, como son el mesénquima y

el amnios.
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14.1. Potencial de diferenciacion neuronal del mesénquima

14.1.1. Células madre mesenguimales

Bajo esta denominacion se agrupan células de aspecto mesenquimatoso de

muy diferentes procedencias:

Células madre mesenquimales procedentes de tejidos adultos, las
mas conocidas y utilizadas en terapias regenerativas se obtienen a
partir de médula ésea (Pittenger et al., 1999) pero también, se
han obtenido de otros tejidos como periostio (Ferretti y Mattioli-
Belmonte, 2014), hueso tanto trabecular como compacto (Short et
al., 2009; Wang et al., 2015), tejido adiposo (Kokai et al., 2014),
membrana sinovial (Gullo y De Bari, 2013), piel (Orciani y Di
Primi,0 2013) o pulpa dentaria (Gronthos et al., 2000).

Células madre mesenquimales de origen fetal, las mas conocidas
son las procedentes del corddn umbilical (Erices et al., 2000) pero
también se han conseguido aislar de drganos fetales como el
pancreas (Hu et al., 2003), musculo esquelético y dermis (Young
et al., 2001), sangre fetal (Campagnoli et al., 2001), placenta y
fluido amniotico (In"t Anker et al., 2003 y 2004).

Células madre mesenquimales obtenidas a partir de células
embrionarias totipotenciales procedentes de Ila masa celular

interna del blastocisto.

Las células madre mesenquimales son células indiferenciadas pluripotentes.

Se han caracterizado multitud de moléculas que pueden ser detectadas en

la superficie celular mediante anticuerpos para identificar a estas células,

son las CD (cluster of differentiation).
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Las células mesenquimales de diferentes origenes, tanto de tejidos adultos
como fetales y en diferentes especies animales incluido el pollo, expresan
CD-15, CD-24, CD-29, CD-44, CD-49, CD-73, CD-90, CD-105 y CD-166
(Roche et al.,2007; Pruszak et al., 2009; Bai et al., 2013; Liu et al., 2013;
Ulrich et al., 2014). Algunas de estas moléculas (CD-44, CD-73, CD-90 y
CD-105), se expresan en niveles mas altos en células mesenquimales
procedentes de tejidos fetales, como placenta humana del primer trimestre
y estas células tienen una mayor potencialidad para generar derivados
ectodérmicos (Park et al., 2013). En este mismo sentido, Pruszak et al.
(2009) demuestran que los antigenos de superficie de células madre
embrionarias CD-15, CD-24 y CD-29 son linajes celulares mas susceptibles

de transformarse en neuronas.

Las células madre mesenquimales también expresan marcadores
caracteristicos de pluripotencialidad (Roche et al., 2007; Bai et al., 2013;
Liu et al., 2013; Ulrich al., 2014) como Nanog, Oct-4, SSEA-4 (stage
specific embryonic antigen 4) y Rex-1 (RNA exonuclease homologue 1).

Se sabe desde hace tiempo que las células madre mesenquimales, tras su
trasplante, pueden integrarse y diferenciarse en diferentes tejidos. Algunos
estudios sugieren la posibilidad de que las células mesenquimales
trasplantadas podrian sufrir una diferenciacién espontanea o bien podrian
fusionarse con las células del huésped (Terada et al., 2002; Alvarez-Dolado
et al., 2003). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que la
diferenciacion de las células mesenquimales después del trasplante es
independiente de un mecanismo de fusién celular (Harris et al., 2004;
Kajstura et al., 2005).

Las células madre mesenquimales, bajo la accidn de determinadas
citoquinas o factores de crecimiento, se pueden diferenciar en cultivo en
diferentes lineas celulares adultas derivadas de las tres hojas germinativas

embrionarias.

Ma Esther Valsero Herguedas 103



DISCUSION

Se ha demostrado la diferenciacion de células mesenquimales de distintas
procedencias en células de musculo esquelético (Wakitani et al,. 1995;
Mizuno et al., 2002; Di Rocco et al., 2006), células de musculo cardiaco
(Makino et al., 1999; Kadivar et al., 2006; Yan et al., 2011) células
endoteliales (Oswald et al., 2004; Cao et al., 2005; Gang et al., 2006),
hepatocitos (Snykers et al., 2009; Pournasr et al., 2011), células
productoras de insulina (Timper et al., 2006; Chao et al., 2008), células
sensoriales del oido interno (Alonso et al., 2012) y neuronas (Woodbury et
al., 2000; Sanchez-Ramos et al., 2002; Safford et al. 2002).

14.1.2. Diferenciaciéon neuronal de células mesenquimales

embrionarias inducida in vivo por acido retinoico y FGF-2

En nuestros experimentos, hemos conseguido diferenciar in vivo células
mesenquimatosas embrionarias en derivados neuronales que expresan
B-III-tubulina, colocando subectodérmicamente microesferas de heparina
impregnadas con moléculas neurogénicas, en concreto con FGF-2
(10 ng/ml) y &cido retinoico (0.1mM), en embriones de pollo de estadio
18HH. La diferenciacion neuronal se produce tras un corto periodo de

exposicion a los factores neurogénicos, tan sélo de 24-48 horas.

Numerosos estudios demuestras que las células madre mesenquimales, de
diferentes procedencias, presentan capacidad neurogénica in Vvitro
sometidas a la accion de FGF-2 o &cido retinoico, ya sea por separado o

mezclando ambas moléculas.

En relacion con las células madre mesenquimales de procedencia
embrionaria, Nishikawa et al. (2013) han comprobado que células
mesenquimatosas embrionarias (E14 mESC cell line) cultivadas en medio
guimicamente definido y suplementado con 20ng/ml de FGF-2 y 20ng/ml de
factor de crecimiento endotelial (VEGF), expresaban marcadores de
neuronas gabaérgicas como Pax2, DIx2, GAD67 NCAM y B-III-tubulina a los

6 dias de cultivo.

Ma Esther Valsero Herguedas 104



DISCUSION

También se ha conseguido diferenciacion neuronal in vitro a partir de
células mesenquimales de embriones de pollo de 12 dias (Bai et al., 2013),
tras incubarlas en medios de cultivo con diferentes agentes neurogénicos,
las células presentaban morfologia y marcadores especificos neuronales.
Las células mesenquimales de origen embrionario se pueden integrar in vivo
en el sistema nervioso central. En este sentido, Liu et al. (2009) utilizando
células mesenquimales embrionarias consiguieron regeneracion cortical en
ratas, a las que se habia producido una lesion isquémica por oclusion de la
arteria cerebral media; ademas en la zona de lesidn, aparecian células en

proceso de diferenciaciéon neural B-III-tubulina positivas.

Las células madre mesenquimales de origen fetal también tienen capacidad
neurogénica. Portmann-Lanz et al. (2010) han conseguido diferenciar in
vitro células madre mesenquimales, procedentes de placenta del primer
trimestre, en neuronas anadiendo al medio acido retinoico, FGF, factor de
crecimiento epitelial (EGF) y factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF). Jin et al. (2010) obtienen resultados similares cultivando células
mesenquimales, procedentes de corddén umbilical, en medios suplementados
con 0,5 umol de &cido retinoico all trans, sin embargo concentraciones
iguales o superiores a 1.0 pmol de acido retinoico inhiben la proliferacién e
incrementan  significativamente la apoptosis. Las células madre
mesenquimales de origen fetal presentan también capacidad neurogénica in
vivo; la implantacién de estas células en médula espinal de fetos de rata
con espina bifida abierta, mediante cirugia exoultero, produce una
disminucion de la apoptosis en la zona de cierre medular, incrementando la
regeneracién neuronal y mejorando significativamente las funciones

motoras y sensitivas (Li et al., 2012).

El &cido retinoico y el FGF-2 también puede inducir in vitro diferenciaciéon
neuronal en células madre mesenquimales procedente de tejidos adultos
como médula osea, tejido adiposo, tejido subcutaneo y endometrio
(Zemez ko et al., 2013). Por otro lado, el efecto neurogénico del FGF-2
puede ser inhibido bloqueando su receptor como se ha demostrado en
células mesenquimales procedentes de pulpa dental (Osathanon et al.,
2011).
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14.1.3. Diferenciacion neuronal de células mesenquimales inducida “in

vivo” por E-CSF

En nuestros resultados hemos comprobado in vivo, que las células
mesenquimatosas embrionarias se pueden transformar en derivados
neuronales que expresan B-III-tubulina, colocando subectodérmicamente
microesferas de heparina impregnadas con E-CSF en embriones de pollo de
estadio 18 HH. La diferenciacidon neuronal se produce tras un corto periodo
de exposicion a E-CSF en tan soélo de 24-48 horas. Ademas, el efecto
neurogénico inducido E- CSF es superior al obtenido mediante tratamiento
con FGF, y &acido retinoico. Esto es debido a que el CSF contiene los
suficientes componentes y en mas alta proporcion para inducir esta
diferenciacion.

Se sabe que la induccion de células madre mesenquimales, con CSF para su
diferenciacion a células neurales in vitro, es mas rapida y en mas alta

proporcién que la inducida con citoquinas (Ge et al., 2014).

El efecto neurogénico del FGF-2 es hoy dia bien conocido, Gato et al. (2005)
y Martin et al. (2006) han comprobado que el E-CSF de embriones de pollo
entre los estadios 18 y 25HH contiene diferentes isoformas de FGF-2 y han
demostrado in vivo e in vitro que este factor de crecimiento tiene un
importante efecto en la regulacion de la proliferacidn y neurogénesis

neuroepitelial a nivel mesencefalico.

El E-CSF de embriones de pollo también contiene acido retinoico asi como
RBP, la proteina transportadora de acido retinoico (Parada et al., 2008b;
Lehtinen et al., 2011), ademas el bloqueo de la actividad biolégica de RBP
mediante anticuerpos produce una considerable reduccion de la
neurogénesis a nivel del neuroepitelio mesencefalico (Alonso et al., 2011,
2014).

Como hemos comentado anteriormente, el acido retinoico y FGF-2 puede
inducir in vitro diferenciacion neurogénica en células madre mesenquimales
de diferentes procedencias, tanto de tejidos fetales y embrionarios como

adultos.
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El E-CSF contiene también otras moléculas que podrian intervenir en la

diferenciacion neural:

Huang et al. (2010) han demostrado la presencia de Sonic
hedgehog (Shh) en fluido cerebroespinal de ratén. Se ha
comprobado in vitro que Shh, junto con otros factores, tiene un
efecto neurogénico sobre células madre mesenquimales obtenidas
a partir de tejidos adultos (Zemez ko et al., 2013) y, por otro lado
Kondo et al. (2005) que Shh tiene un efecto sinérgico con acido
retinoico en la diferenciacién neuronal de células mesenquimales

procedentes de médula dsea de ratén.

El factor de crecimiento nervioso (NGF) también estd presente en
E-CSF de embrion de pollo (Mashayekhi et al., 2009). Se ha
comprobado que este factor de crecimiento potencia las expresion
de B-III-Tubulina y MAP-2 (marcadores neuronales) y la aparicidon
de marcadores sinapticos (sinaptosinas) en cultivos de células
mesenquimales procedentes de sangre del cordén umbilical y de
médula 6sea (Cho et al., 2010; Brecu et al., 2013).

Recientemente se ha demostrado la presencia de IGF-1 (Insulin-
like growth factor tipo 1) en fluido cerebroespinal de ratéon y rata
(Lehtinen et al., 2011; Salehi et al., 2009) y hoy dia se sabe que
IGF-1 promueve la proliferacion y supervivencia celular durante
las fases iniciales de la diferenciacién neural en cultivos de células
madre mesenquimales obtenidas de médula ésea de rata (Huat el
al., 2014).

Wnt esta presente en E-CSF (Lehtinen et al., 2011) y se sabe que
esta molécula promueve diferenciacion neuronal en células madre
de procedencia embrionaria y de tejidos adultos (Michaelidis y Lie,
2008; Hubner et al., 2010). En este mismo sentido Yu et al.
(2013) han comprobado que el bloqueo de la sefial de Wnt reduce
la diferenciacion neuronal de células madre mesenquimales

obtenidas de médula dsea de rata adulta.
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- Mashayekhi et al. (2009) han demostrado la presencia de NGF en

fluido cerebro espinal de embrién de pollo.

14.2. Potencial de diferenciacion neuronal de las células

amnioticas

14.2.1. Células madre amnidticas

Hay dia se sabe que tanto las células epiteliales como mesenquimales
amnidticas, en mamiferos, son células pluripotentes que expresan
marcadores caracteristicos de células indiferenciadas (células madre) como
Oct-4 (Octamer-binding Protein-4), Rex-1, Runx-1, SSEA-4 y Nanog (Prusa
et al., 2003; Bossolasco et al., 2006; De Coppi et al., 2007; Miki et al.,
2007; Easley et al., 2012). Mas recientemente Gao et al. (2012) han
comprobado que las células epiteliales amnidticas de pollo en estadios
tempranos del desarrollo también presentan algunos de estos marcadores
en concreto Oct-4, Nanog, Sox-2 y Ck-19. Nanog parece ser uno de los
factores mas importantes para el mantenimiento de la pluripotencialidad de
las células madre embrionarias, en este sentido se ha demostrado en ratdn
que las células Nanog-deficientes pierden su pluripotencialidad y solo se
diferencian hacia el linaje de endodermo extraembrionario (Mitsui et al.,
2003).

Las células epiteliales amnidticas, bajo la accién de determinadas citoquinas
o factores de crecimiento, se pueden diferenciar en cultivo en diferentes
lineas celulares adultas derivadas de las tres hojas germinativas
embrionarias. Se ha conseguido la obtencion a partir de estas células de
adipocitos, hepatocitos, miocitos, osteoblastos, células endoteliales, células
pancredticas productoras de insulina y células del epitelio corneal
(Bossolasco et al., 2006; Fatimath et al., 2010; Zou et al., 2011; Paracchini
et al., 2012; Choi et al., 2013).
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14.2.2. Diferenciacion neuronal de células epiteliales amnidticas

inducida “in vivo” por acido retinoico y FGF-2

Uno de los principales focos actuales en la investigacion sobre células
epiteliales amnidticas es el estudio de los factores implicados en su
diferenciacion neuronal y la posible utilizacion de estas células madre en
terapias regenerativas del sistema nervioso central. En este sentido se sabe
ya desde hace tiempo que las células epiteliales amnidticas en cultivo, sin
adicion de factores diferenciadores exdgenos, son capaces de producir y
segregar catecolaminas y acetilcolina y ademas expresar mRNA para

receptores de dopamina (Elwan et al., 1997; Sakuragawa et al., 2000).

En nuestros experimentos, hemos comprobado que las células de la
membrana amniodtica (MA) en fases tempranas del desarrollo no presentan
inmunomarcaje frente a Bs-tubulina o nestina, indicando que los
marcadores neuronales empleados no estdn presentes de forma natural in
vivo en las fases del desarrollo estudiadas por nosotros. Sin embargo las MA
tratadas con FGF-2 (10ng/ml) + 4&cido retinoico (0.1mM) mostraron
inmunomarcaje positivo a Bs-tubulina y nestina que se incrementaba
claramente al aumentar el tiempo de tratamiento (de 24 a 72 horas), lo que
indica que las células amnidticas pueden diferenciarse in vivo a neuronas

frente a estimulos neurogénicos conocidos.

En este mismo sentido diferentes publicaciones refieren que las células
amniédticas, tanto epiteliales como mesenquimales, pueden diferenciarse a
células de estirpe nerviosa tanto neural como glial; se ha comprobado que
el cultivo de células epiteliales amnidticas humanas, obtenidas de placenta a
término, pueden generar neuronas si se cultivan en medios estandar
suplementados con &cido retinoico a concentraciones entre 10 y 10°M
(Niknejad et al,. 2010; Miki et al., 2007; Maraldi et al., 2014). Un efecto
parecido tiene el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), en concreto la
variedades 2 (basico) y 4, cuando se anaden al medio de -cultivo

combinados o no con &cido retinoico; en este sentido, Sakuragawa el al.
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(2004) obtuvieron un 94,5% de células Nestina positivas y un 72,5% de

células B-III-tubulina

positivas al cultivar durante 24 horas células amnidticas mesenquimales
humanas en un medio definido suplementado con 10 ng/ml de FGF-2, lo
que indica que las células amnidticas pueden expresar marcadores
neuronales tras cortos periodos de cultivo. Este efecto ha sido demostrado
también en aves, Gao et al. (2012) han conseguido obtener células nestina
positivas tras cultivar, en medio suplementado con &acido retinoico + FGF,,

células epiteliales amniodticas en embriones de pollo de 6 dias.

Por otro lado, se sabe que las células amnidticas pueden integrarse y
diferenciarse en el tejido nervioso. Se ha comprobado que células
amnidticas humanas (recolectadas de placenta) que producen dopamina
sobreviven tras su implantacién en el estriatum o en la sustancia nigra de
ratas con enfermedad de Parkinson, por lo que podrian ser una potencial
fuente de dopamina para terapias regenerativas con células madre de facil
obtencién (Kakishita el al. 2000, 2003). En este mismo sentido, Wu et al.
(2006) trasplantaron células epiteliales amnidticas humanas a ratas a las
gue se habia seccionado la médula a nivel medio toracico; estas células se
integraron en la médula espinal del huésped sin producir reaccion
inmunoldgica y ademads promovieron el crecimiento y la regeneracion
axonica y mejoraron la funcion motora. Mas recientemente Maraldi et al.
(2014) en rata recién nacida, mediante la inyeccion intraventricular de
células procedentes de liguido amnidtico humano, han comprobado que
estas células se integran en diferentes regiones del sistema nervioso
central, como hipocampo, cuerpo calloso, area predptica, corteza motora y
corteza somatosensorial y ademas un porcentaje en torno al 25% de estas

células expresaban B-III-Tubulina.
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14.2.3. Diferenciacidon neuronal de células epiteliales amnidticas

inducida “in vivo” por E-CSF

En nuestros experimentos, hemos comprobado que las células epiteliales de
la membrana amnidtica expuestas a E-CSF procedente de la vesicula
mesencefalica de embriones de estadio 25 HH, presentaban inmunomarcaje
positivo a Bs-tubulina y nestina, con una intensidad de marcaje mayor que
en el grupo tratado con FGF-2 + &cido retinoico, pudiéndose observar en
algunas ocasiones prolongaciones celulares que podrian indicar
neuritogénesis. El efecto neurogénico del E-CSF es bien conocido,
previamente nuestro grupo (Gato et al., 2005; Martin et al., 2009) habia
demostrado que el E-CSF promueve la supervivencia de las células
neuroepiteliales e induce proliferacion y diferenciacién neuronal en cultivos

de explantes de neuroepitelio mesencefalico de embridén de pollo.

Por otro lado, Carnicero et al. (2013) comprobaron que el E-CSF es un
potente inductor de neurogénesis en cerebro adulto ya que incrementa
significativamente la diferenciacion neuronal de células madre de la region

subventricular de cerebro de raton.

El E-CSF en fases precoces del desarrollo tiene una composicion proteica
compleja, habiéndose detectado la presencia en el mismo de diferentes
factores de crecimiento, citoquinas y vitaminas. Gato et al. (2006) y Martin
et al. (2006) demostraron que el E-CSF de embriones de pollo entre los
estadios 18 y 25HH contiene diferentes isoformas de FGF-2 vy, han
comprobado in vivo e in vitro que este factor de crecimiento, tiene un
importante efecto en la regulacion de la proliferacion y neurogénesis
neuroepitelial a nivel mesencefalico. Como se ha comentado anteriormente,
el FGF-2 puede inducir diferenciacién neuronal en células amnidticas, tanto
epiteliales como mesenquimales, en cultivo y podria explicar, al menos en
parte, porque aparece marcaje positivo a Bs-tubulina y nestina en las

células de las MA tratadas con E-CSF.

Otra molécula que produce diferenciacion neuronal en células amnidticas en
cultivo es el acido retinoico, esta vitamina asi como su proteina

transportadora (RBP) estan también presentes en E-CSF de pollo en fases
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tempranas del desarrollo, ademas el bloqueo de la actividad bioldgica de
RBP mediante anticuerpos produce una considerable reduccion de la
neurogénesis a nivel del neuroepitelio mesencefalico (Parada et al., 2008b;
Alonso et al., 2011 y 2014).

Todos los datos comentados anteriormente demuestran que el E-CSF puede
producir diferenciacion neuronal en células madre de estirpe neuroepitelial.
Sin embargo, apenas hay datos de que pueda inducir neurogénesis en
células madre de otras procedencias, en este sentido de sabe que células
PC-12 cultivadas en medio estandar suplementado con E-CSF sufren
transformacién neuronal expresando marcadores neuronales y adquiriendo
el aspecto morfolégico de neuronas (comunicacidon personal de Estela
Carnicero). En este mismo sentido, nuestros experimentos avalan la
hipétesis de que el E-CSF obtenido en fases tempranas del desarrollo tiene
efecto neurogénico sobre otras células madre embrionarias que de forma

habitual no se diferencian en tejido nervioso.

También en este estudio se observa, que este efecto diferenciador es
directamente proporcional al tiempo de exposicién de los estimulos
neurogénicos, ya que el inmunomarcaje es mas intenso después de 3 dias
de incubacién que tras 24 horas, tanto en los grupos tratados con FGF-2 +

acido retinoico como en los tratados con E-CSF.
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1. El E-CSF produce un aumento estadisticamente significativo de la
proliferacion celular a nivel de las células neurales de la médula

espinal en la placa alar sin que tenga efecto sobre la placa basal.

2. El E-CSF favorece la diferenciacion neuronal a nivel de la placa basal
cuando la microesfera se implanta lateralmente, y en todo el epitelio

cuando la microesfera se introduce dentro de la cavidad.

3. El acido retinoico y el FGF-2 conjuntamente tienen una accién

neurogénica sobre las células mesenquimales embrionarias in vivo.

4. EI E-CSF provoca diferenciacion neuronal sobre las células
mesenquimales embrionarias in vivo, posiblemente por la presencia

de factores neurogénicos.

5. El acido retinoico y el FGF-2 conjuntamente tienen una accién

neurogénica sobre las células epiteliales amnidticas in vivo.

6. El E-CSF induce diferenciacién neuronal sobre las células epiteliales

amnioticas in vivo.
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