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TRABAJO DE FIN DE GRADO

IL-18 Estimula la Neurogénesis en

Células Amnioéticas in Vivo

RESUMEN

El fluido cerebroespinal embrionario juega un papel
importante en el desarrollo y diferenciacion neuro-
nal. Este estudio investiga si la interleucina-1R, una
citoquina presente en fluido cerebroespinal em-
brionario, es capaz de estimular la diferenciacion
neuronal en un tejido no nervioso como la mem-
brana amniética. Se incubaron huevos fértiles de
pollo para obtener embriones viables y se coloco
sobre el amnios papel de filtro impregnado con in-
terleucina-13 o solucién de Ringer. Los embriones
se reincubaron durante 24 horas y se extrajo el
area de la membrana amnidtica en contacto con el
papel. Se realizé inmunohistoquimica frente a RllI-
tubulina, un marcador de diferenciacion neuronal
temprana, y se obtuvieron imagenes usando un
microscopio confocal. El tratamiento con interleuci-
na-1i indujo una tinciéon citoplasmica de Rlll-
tubulina, apareciendo en algunos casos prolonga-
ciones fibrilares; los controles no mostraron tincion.
El patron de tincion fibrilar de BllI-tubulina en las
células amnioticas puede indicar un desarrollo
axonal temprano, lo que sugiere que la interleuci-
na-1% actta como factor de diferenciacion en el
desarrollo temprano del sistema nervioso. Estudios
posteriores sobre la funcion de otras proteinas pre-
sentes en el fluido cerebroespinal embrionario po-
drian contribuir a la comprensién del papel de este

liquido en el desarrollo neural.

IRENE CARRETERO
ANIBAL DE LA MANO

PALABRAS CLAVE

fluido cerebroespinal
embrionario, neurogé-
nesis, interleucina-1i3,

111-tubulina, pollo

ABREVIATURAS
E-CSF - Fluido cere-
broespinal embrionario
FGF- 3 — Factor de cre-
cimiento fibroblastico 3
HH — Hamburger Hamil-
ton

IL-113 — Interleucina-113
IL-2 — Interleucina-2
SNC - Sistema nervio-

so central
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INTRODUCCION

DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El desarrollo temprano del sistema nervioso central (SNC) es un proceso im-
portante y complejo. Comienza con el engrosamiento del ectodermo y la forma-
cion de la placa neural, constituyendo sus bordes los pliegues neurales. Estos
pliegues crecen y acaban fusionandose en la linea media, a nivel del cerebro
medio (1). En el embrién de pollo esta fusibn comienza en el estadio 8 de
Hamburger Hamilton (HH). Asi se origina el tubo neural, el cual comunica con
la cavidad amniética mediante los neuroporos anterior y posterior. Este proceso

se denomina neurulacion (2) (figura 1).

Neuroporo
anterior
Placa neural Pliegue neural
Surco neural .
Somita
Borde cortado del Neuroporo
amnios posterior

Figura 1. Representacion esquematica del proceso de neurulaciéon. Elabora-
cion propia, a partir de (2).

Entre los estadios HH11 y HH13, cuando el tubo neural se ha fusionado por
completo y los neuroporos se han cerrado, el SNC esta compuesto por un tubo
cerrado, con una parte caudal mas estrecha, formando la médula espinal; y
una parte craneal mas ancha, constituida por las vesiculas encefalicas. Las
paredes de este tubo neural estan formadas por células neuroepiteliales, que
constituyen un epitelio pseudoestatrificado y que posteriormente se diferencia-

ran a los distintos tipos de células nerviosas: neuronas y glia (3). El liquido que
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contiene el tubo neural al fusionarse ya se considera fluido cerebroespinal em-

brionario (E-CSF, por sus siglas en inglés) (4).

FLUIDO CEREBROESPINAL EMBRIONARIO

El E-CSF tiene un papel clave en el desarrollo y la diferenciacion neural (5) de-
bido a su composicion, homeostasis y la presion hidrostatica que ejerce sobre
las paredes del tubo neural. Esta presion hace que el volumen cerebral aumen-
te rapidamente, expandiéndose 30 veces entre los dias 3 y 5 de desarrollo en
el caso del embridn de pollo (6). A este crecimiento también contribuye la proli-
feracion celular del neuroepitelio debida a la tension a la que la presion hidros-
tatica lo somete. De hecho, se ha demostrado que la ausencia de la presion
positiva en el interior de los ventriculos limita el crecimiento del sistema nervio-

so, altera su morfologia y disminuye el nimero de células neuroepiteliales (7).

A la formacion del E-CSF contribuyen los precursores neuroepiteliales que re-
cubren el interior del tubo neural, funcionando el E-CSF y los precursores de
manera interdependiente (8). En su compleja composicién se incluyen protei-
nas, lipidos, hormonas, factores de crecimiento y factores de diferenciacion.
Ademas, se ha demostrado que el E-CSF ejerce un efecto trofico en las células
neuroepiteliales, regulando la proliferacion, supervivencia, expresion génica y

diferenciacion neuronal (5).

El E-CSF difiere del fluido cerebroespinal adulto tanto en su composicién, con-
teniendo este Ultimo una concentracion de proteinas hasta 30 veces menor (7);
como en su produccién, ya que el adulto se forma a partir de los plexos coroi-
deos y el E-CSF, como se ha mencionado anteriormente, a partir de los precur-
sores neuroepiteliales. De hecho, se sugiere que el fluido cerebroespinal tiene
distintas propiedades dependiendo de la edad y de su localizaciéon dentro del
sistema nervioso, ya que, por ejemplo, en el adulto influye en la migracion de
neuronas hacia el bulbo olfatorio (9). Ademas, hay gran numero de factores de
crecimiento que aumentan su concentracién tras un estimulo lesivo tanto en el
cerebro como en el fluido cerebroespinal adulto, promoviendo la neuroprotec-
cion y neurogénesis. Por ejemplo, se ha demostrado en modelos de ratas con
isquemia cerebral focal o tras un traumatismo craneoencefalico que la adminis-

tracion intraventricular de factor de crecimiento fibroblastico 3 (FGF- 3, por sus
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siglas en inglés) tiene un efecto neuroprotector y produce un aumento de la
proliferacion celular en regiones neurogénicas de la zona subventricular y del
giro dentado (10,11).

INTERLEUCINA-18

La interleucina-1f3 (IL-1R3) es una citocina que se encuentra en el E-CSF (3),
habiéndose demostrado su presencia y la de su receptor durante el desarrollo
neural (12). Fue descrita por primera vez en 1985 (13), siendo su secuencia de

aminoacidos y su estructura similares en mamiferos y aves (14).

Es una citocina pro-inflamatoria, con una expresion muy limitada en condicio-
nes normales (15), producida por macréfagos activados, monocitos, células
dendriticas y neutrdfilos en situaciones de inflamacion. Se sintetiza como pro-
IL-113, que debe ser sometida a una escision realizada por la caspasa-1 (16).
De este modo se forma la proteina activa de 17kDa, que es secretada a la
sangre y ejerce su accion uniéndose al receptor IL-1R1 en las células diana
(17), donde activa una protein-quinasa dependiente de AMPc, una proteina de
fijacion de GTP y el factor de transcripcion NF-k-3 (18). Asi se promueve la
secrecion de otras sustancias proinflamatorias, como interleucina 6, 6xido nitri-
co y prostaglandina E2 (19). Su accién biologica principal se produce en los
linfocitos T-colaboradores, estimulando la secrecion de interleucina-2 (IL-2) y la
expresion del receptor de IL-2 en su superficie, posibilitando asi su activacion
autocrina (20).

Al ser un importante mediador de la respuesta inflamatoria entre otras de sus
funciones se encuentran la produccion de vasodilatacion, la atraccion de granu-
locitos, la estimulacién de la produccién de prostaglandinas y la induccion de
fiebre (21). Ademas, es capaz de estimular la diferenciacion de osteoclastos a
partir de precursores mononucleares, fomentando asi la pérdida de tejido 6seo
(22); de degradar tejido cartilaginoso al promover la expresion de colagenasas
(23); y de inducir la apoptosis de las células 3 pancreéticas, participando en el

desarrollo de la diabetes (24).

En el sistema nervioso se ha descrito que la mayor produccion de IL-11 es lle-

vada a cabo por la microglia, un tipo celular derivado del mesodermo (25) con
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funciones inmunitarias y de mantenimiento (26), que ademas modula la vascu-

larizacion, formacién de sinapsis y supervivencia neuronal (27).

IL-13 se ha visto implicada en diversas patologias neurodegenerativas, tanto
agudas como cronicas. Por ejemplo, se ha demostrado que su expresion esta
aumentada en la enfermedad de Alzheimer (28), en la depresién (29), en infec-
ciones, en ictus, en la enfermedad de Parkinson, en la esclerosis multiple, en la
epilepsia y en el sindrome de Down; habiéndose asociado estos niveles au-
mentados de IL-13 con muerte neuronal (30). De hecho, se ha descrito que los
ratones con una deficiencia de caspasa-1, la enzima que activa a IL-183, pre-
sentan un menor dafio isquémico en comparacion con los ratones salvajes tras
un infarto de la arteria cerebral media (31), aunque por una via distinta a su
interaccidn con el receptor IL-1R1 (32). Ademas, en ratones adultos, se ha visto
que la disminucién de la neurogénesis en el hipocampo producida por el estrés
es debida a la accion de IL-1R (33). Todo esto sefiala hacia el papel anti-

neurogénico de IL-1 en el SNC adulto.

En el desarrollo embriolégico se ha demostrado que IL-13 promueve la prolife-
racion y diferenciacion neuroepitelial en la médula espinal de embriones de po-
llo, mientras que su bloqueo disminuye la proliferacion (34), habiendo trabajos
que asocian este mismo bloqueo a una disminucién de la diferenciacion neuro-
nal (18). También hay estudios que sugieren que promueve la diferenciacién e
inhibe la proliferacion de oligodendrocitos (35), aunque otros realizados en cé-
lulas humanas multipotentes de hipocampo afirman que disminuye la diferen-

ciacion neural y promueve la proliferacion de células indiferenciadas (36).

Ademas, se ha descrito la transdiferenciacion utilizando citocinas, es decir, la
posibilidad de que una célula dé origen a otra de una capa embrionaria distinta
de la que ella misma proviene. De hecho, esta transdiferenciacién se ha reali-
zado desde células madre mesenquimales a precursores neurales mediante su
exposicion a factor de crecimiento neural, factor de crecimiento epidérmico y

FGF- 3 (37), estando algunas de estas citocinas presentes en el E-CSF (3).
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OBJETIVO

Como se ha expuesto previamente, el E-CSF tiene un papel clave en el desa-
rrollo del sistema nervioso temprano, promoviendo la diferenciacion neural en
cultivos de neuroepitelio (5). IL-1R es una citocina presente en el E-CSF y se
ha demostrado que tiene un papel tanto en la proliferacion como en la diferen-
ciacion neuronal (18,34-36).

Asi mismo, como se ha comentado, el E-CSF contiene factores capaces de
inducir la transdiferenciacién de células madre mesenquimales a precursores

neurales (3,37).

Partiendo de estas premisas, con este trabajo se pretende averiguar si IL-13 es
capaz de promover la diferenciacion neural en tejidos de naturaleza no nervio-
sa de embriones de pollo in vivo, en este caso la membrana amnidtica: una

monocapa celular de tejido extraembrionario derivada del epiblasto (38).

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE EMBRIONES DE POLLO

Se incubaron huevos de pollo, procedentes de la Granja Santa Isabel (Cérdo-
ba), durante 3 dias a una temperatura de 37°5°C en una atmosfera con hume-
dad relativa superior al 70%. De este modo se obtuvieron 9 embriones viables
en los estadios HH16, HH17 y HH18 (figura 2). La eleccion de estos estadios
es debido a la expresion de IL-1B, la cual empieza a detectarse a partir del es-
tadio HH14 y se intensifica en el HH17 (18). Los embriones que presentaran

malformaciones o que estuvieran muertos fueron desechados.
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A

Figura 2. Estadios de los embriones utilizados. A: HH16, B: HH17, C: HH18,
D: HH20, E: HH21 y F: HH22. Imagenes tal y como se muestran en el articulo
original (1).

TRATAMIENTO LOCAL CON INTERLEUCINA-18

Se abri6é una ventana amplia en la cascara de cada uno de los huevos, expo-
niendo asi el embrién y el area vascular y, bajo lupa, se realiz6 una microdisec-
cion de la membrana vitelina mediante aguja de tungsteno. De esta forma se
expuso el amnios y se coloco sobre el mismo una pieza de papel de filtro pre-
viamente impregnada con una solucién de 50ng/ml de IL-1R recombinante de
rata (Endogen®) en los embriones experimentales, o con solucién de Ringer en
los embriones control (figura 3). Los embriones que sufrieron hemorragias con
esta manipulacion fueron desechados.
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Figura 3. Manipulacion de los embriones en el huevo. A: Imagen bajo lupa de
un embrién de pollo en estadio HH18, segun aparece al abrir la ventana. Ima-
gen obtenida de (18). B: Microdiseccion de la membrana vitelina con la aguja
de tungsteno. Imagen obtenida de (18). C: Preparacion del huevo con la venta-
na en la cascara, exposicion del amnios y colocacion del papel de filtro impreg-
nado. El asterisco indica la posicidon de la membrana amniética. Elaboracion
propia.

A continuacién, se cerr6 la ventana de la cdscara con cinta adhesiva transpa-
rente y se reincubaron los embriones durante 24 horas, en atmdsfera humidifi-
cada y a una temperatura de 37'5°C, hasta alcanzar los estadios HH20, HH21
0 HH22 (figura 4).

Tras la reincubacion, se volvio a abrir la ventana y se recorté bajo lupa la por-
cion de membrana amniética en contacto con el papel de filtro; colocandose las
muestras extraidas sobre un portaobjetos para su manipulaciéon posterior. Se
desecharon aquellos embriones que estuviesen muertos o en los que el papel
de filtro se hubiese desplazado de su posicion sobre el amnios.
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Tiempo de Controles Interleucina-1i3
reincubacion Validos Desechados Validos Desechados
24 horas 3 1 4 1

Figura 4. Embriones empleados. La primera columna muestra el tiempo de la
segunda incubacion a la que fueron sometidos los embriones. Las columnas
restantes muestran el nimero total de embriones utilizados en cada condicion
(validos) y los que tuvieron que ser desechados por presentar malformaciones,
hemorragias o una mala implantacion del papel de filtro durante la reincubacion
(desechados). No se incluyen los embriones muertos, malformados o fuera de
estadio antes de su manipulacion.

DETERMINACION DE BIII-TUBULINA

Se realiz6 inmunohistoquimica frente a Rlll-tubulina para detectar diferencia-
cién neuronal temprana, utilizandose como anticuerpo primario mouse anti-
human [lI3-tubulin (Covance®) a concentracion 1:400 en PBS, incubandose
durante una noche en camara humeda a 4°C. Posteriormente se empled anti-
mouse IgG Alexa-488 (Invitrogen®) como anticuerpo secundario, a concentra-
cién 1:3.000 en PBS e incubandose durante 1 hora en cdmara humeda oscura,
a temperatura ambiente. Finalmente, se realiz6 montaje en medio acuoso con
Fluoromount (Sigma®), conservandose las muestras en camara hiumeda a 4°C.

Se visualiz6 el resultado con un microscopio confocal Zeiss LSM-310.

RESULTADOS

EL TRATAMIENTO CON INTERLEUCINA-18 MUESTRA TINCION POSITIVA
FRENTE A BIII-TUBULINA

En dos de las tres muestras sometidas a reincubacion durante 24 horas trata-
das con IL-113, las células amnidticas muestran tincion citoplasmica y prolonga-
ciones fibrilares intensamente marcadas, lo que sugiere un comienzo de desa-

rrollo axdénico y, por tanto, un principio de neurodiferenciacion. En los controles
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tratados con solucién de Ringer, Unicamente se observa sefal de fondo (figu-

ras 5y 6).

Una de las muestras tratadas con IL-11 se perdié durante la manipulacién. Otra
muestra, también tratada con IL-113, no mostré positividad frente a Rlll-tubulina,

lo cual puede ser achacable a un error técnico.
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Figura 5. Inmunohistoquimica frente a Blll-tubulina, 24 horas de reincubacion.
A, B: muestra control tratada con solucién Ringer. C-F: muestras experimenta-
les tratadas con IL-1[3. Flechas: tincion citoplasmica. Puntas de flecha: prolon-
gaciones fibrilares. Barra de escala = 75 um (A, C, E); 25 um (B, D, F).
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Figura 6. Inmunohistoquimica frente a Rlll-tubulina, 24 horas de reincubacion.
Detalle de Figura 5 (D), prolongaciones fibrilares. Barra de escala = 25 pum.

DISCUSION

Se han realizado numerosos estudios sobre la composicion del E-CSF, identifi-
candose gran cantidad de factores presentes en el mismo (39). Muchos de es-
tos componentes tienen funciones de diferenciacion neural y, por tanto, estan
implicados en el proceso de neurogénesis. Como se ha comentado previamen-

te, entre ellos se encuentra IL-113 (3).

En este trabajo, el patron de tincion fibrilar que muestran las células amnioticas
tratadas con dicha citocina durante 24 horas puede indicar un desarrollo
axonal, ya que la BllI-tubulina es un marcador de diferenciacién neuronal tem-
prana (40). Esto sugiere que IL-1R juega un importante papel como factor de
diferenciacion en el desarrollo temprano del sistema nervioso, habiéndose de-
mostrado previamente que es capaz de aumentar la diferenciacion de precur-
sores nerviosos en embriones de pollo (34), ademas de inducir una diferencia-

cion neural en células no nerviosas, como demuestra este trabajo.

Estudios realizados en células humanas multipotentes del hipocampo y precur-
sores embriol6gicos neurales de raton muestran que IL-1 disminuye la dife-
renciacion neuronal, a la vez que promueve la proliferacion de células indife-
renciadas (36,41). En cambio, otros trabajos sugieren que promueve la diferen-

ciacion de oligodendrocitos, a la vez que inhibe la proliferacion de sus progeni-



IRENE CARRETERO 13

tores (35). Ademas, se ha comprobado también in vitro que IL-1 estimula la
supervivencia de cultivos de células de médula espinal, hipocampo y porcién
basal del telencéfalo (42). Sin embargo, estos trabajos han sido realizados in
vitro, por lo cual la extrapolacion de los resultados es mas limitada que en

nuestro modelo, que es in vivo y con una minima manipulacion del embrién.

Nuestro trabajo abre numerosas e interesantes vias de investigacién, como por
ejemplo estudiar in vivo otros marcadores de diferenciacion neuronal, como
Neuronal Nuclei (NeuN) o Microtubule-Associated Protein 2 (MAP2), ambos
especificos para neuronas maduras (43,44), para corroborar esta diferenciaciéon

y ver el grado de madurez neuronal que se puede llegar a alcanzar.

Aparte, en futuros estudios, se podria llevar a cabo la tincion de los nucleos de
las células amniéticas tratadas para identificar qué proporcién de las mismas es

estimulada por IL-13.

También seria deseable estudiar otros factores presentes en el E-CSF, anali-
zando su capacidad para promover la diferenciacion neuronal, lo cual podria
ser util en el desarrollo de nuevas terapias neurorregenerativas y para ayudar-

nos a comprender las funciones del E-CSF en el desarrollo temprano del SNC.

Es importante discutir las limitaciones de este trabajo. En primer lugar, con res-
pecto al modelo elegido, las extrapolaciones a mamiferos y finalmente a la raza
humana son limitadas. Por ello y, como primer paso, en futuros trabajos se po-
drian utilizar embriones de ratones en vez de pollos, aunque su manipulacion

es mas complicada.

CONCLUSION

En conclusion, con este trabajo se demuestra que IL-1[3 promueve la neurogeé-
nesis en la membrana amnidtica, un tejido no neural, en embriones de pollo in

vivo tratados con esta citocina durante 24 horas.

Nuestro trabajo, por tanto, refuerza la idea del importante papel de IL-1[3 como

factor neurodiferenciador durante el desarrollo embrionario, asi como su capa-
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cidad para inducir transdiferenciacion, es decir, favorecer la diferenciacion a

neuronas en células no nerviosas.

Este es un paso mas en el conocimiento de las acciones de IL-113, del funcio-

namiento del E-CSF y, en dltimo término, del desarrollo del SNC.
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INTRODUCCION RESULTADOS

El desarrollo temprano del sistema nervioso central comienza con el Controles Sin tincion positiva frente a Blll-tubulina
engrosamiento del ectodermo y la formacién de la placa neural, consti- —
tuyendo sus bordes los pliegues neurales. Dichos pliegues se acaban 75pm 25pm
fusionando en la linea media y originan el tubo neural que, al cerrarse,
contiene el fluido cerebroespinal embrionario. Este tiene un papel clave en
el desarrollo y la diferenciacion neural, con una compleja composicién en
la que se hallan proteinas, lipidos, hormonas, factores de crecimiento y
factores de diferenciacion; incluyéndose entre ellos la interleucina-18. Esta
es una citocina pro-inflamatoria con diversas funciones, entre las que se
encuentran la diferenciaciéon y la proliferacién nerviosa. Con este trabajo se
pretende averiguar si la interleucina-18 es capaz de promover la diferen-
ciacion neural en la membrana amnidtica, un tejido de naturaleza no
nerviosa, en embriones de pollo in vivo.

MATERIALES Y METODOS

Tratamiento con interleucina-1i3
mmp Tincion citoplasmica de BllI-tubulina

l P Prolongaciones fibrilares de Blll-tubulina

3 dias de
incubacion

Amnios expuesto Papel de filtro
impregnado con:
* Interleucina-18
+ Solucién Ringer
(control)

Reincubacion durante 24 horas
Diseccion de la membrana amnidtica en contacto con el papel de filtro
Inmunohistoquimica frente a Blll-tubulina
Visualizacion con microscopio confocal

Controles Interleucina-18
Validos Desechados Validos Desechados

3 1 4 1

DISCUSION Y CONCLUSION

Estudios sobre la composicién del fluido cerebroespinal embrionario han identificado numerosos factores con funciones de diferenciacion neural, como la
interleucina-1B. La Blll-tubulina es un marcador de diferenciacion neuronal temprana, por lo que el patrén fibrilar que muestran las células amnidticas tratadas
con esta citocina puede indicar un desarrollo axonal. De esta forma, se sugiere que la interleucina-1B3 juega un importante papel como factor de diferenciacion en
el desarrollo del sistema nervioso, aunque debido al modelo elegido la extrapolacion de los datos a mamiferos ha de realizarse con cautela. Este trabajo abre
interesantes vias de investigacion, como el estudio de otros marcadores de diferenciacion neural para ver el grado de madurez que se llega a alcanzar o la
capacidad de otros factores presentes en el fluido cerebroespinal embrionario de promover esta diferenciacion neural. En conclusion, con este trabajo se refuerza
la idea del papel de la interleucina-18 como factor neuro-diferenciador durante el desarrollo embrionario, asi como su capacidad para inducir transdiferenciacion,
es decir, favorecer la diferenciacion a neuronas en células no nerviosas.
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