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INTRODUCCION

CELULAS MADRE. EL INICIO DE LA TERAPIA REGENERATIVA

En la actualidad se sabe que muchos tejidos del organismo humano tienen una alta
capacidad de regeneraciéon. Este hecho es especialmente llamativo en tejidos
epiteliales como la epidermis y las mucosas, o en los tejidos conectivos y en la sangre.
El organismo estd continuamente regenerdndose de una forma eficaz excepto en
aquellos érganos formados mayoritariamente por células muy especializadas en donde

la regeneracién, si ocurre, es muy limitada.

Estos procesos se basan en la existencia de células altamente indiferenciadas que
fienen la capacidad de autorreplicarse y de diferenciarse en diversas estirpes celulares.
Se trata de las células madre o precursores, caracterizadas por estas dos propiedades

fundamentales: autorreplicacion y diferenciacion.

Cuando existe un dano estructural tisular puede producirse una respuesta de las células
madre que, atraidas al foco de la lesidn por diversos factores quimiotdcticos, se
movilizan de sus nichos, proliferan y se diferencian en los tipos celulares necesarios para
la reparacién (Thurairajah, K. et al., 2017). Asi, se ha descrito que células madre tanto de
origen mesenquimal, endotelial o hematopoyético, se comportan como células
multipotenciales capaces de diferenciarse en varios tipos de tfejido como hueso,

cartilago, tejido adiposo o tejido muscular (Trounson A and McDonald C 2015).

Las células que proceden del blastocisto embrionario se caracterizan por su destacada
pluripotencialidad, esto es, pueden dar lugar a todo tipo de células de nuestro
organismo, incluyendo ofras células madre o precursores de potencialidad mds

restringida.

Esta multipotencialidad es caracteristica de las etapas embrionaria y fetal del desarrollo,
pero algunos tejidos del organismo adulto poseen ciertos grupos de células madre,
conocidas como “células madre adultas o Precursores” que también pueden formar
diversas estirpes celulares, generalmente mds restringido que las embrionarias. Es el caso

de células de origen epidérmico, que pueden dar lugar a miocardiocitos



(Sanganalmath et al 2013). O incluso en el propio tejido nervioso, que podria originar

precursores neurales a partir de elementos de la glia (Benraiss et al 2013).

Los estudios acerca de la obtencién de este tipo de células o el tipo de estimulos que
se requieren para inducir estirpes celulares pluripotenciales, sientan la base del empleo

de células madre en terapias regenerativas (Verfaillie et al 2002; Mironov et al 2004).

En este sentido, se han realizado tratamientos regenerativos mediante el empleo de
terapia celular en alteraciones de los islotes pancredticos que ocasionan diabetes tipo
1 (Schulz TC et al 2012); en procesos hepdaticos cronicos degenerativos (Uygun BE et al
2010); en trastornos retinianos como la degeneracion maculares (Stern JH et al 2011)
(Buchholz DE et al 2013); o la generacion de tejido muscular esquelético a partir de

células madre en distrofias musculares (Filareto A et al 2013).

LA BIOLOGIA CELULAR COMO ORIGEN DE LA REGENERACION DE
TEJIDOS

En las Ultimas décadas se ha producido un gran avance en los conocimientos sobre
biologia celular y molecular que han abierto grandes expectativas para la terapia
celular regenerativa (Verfaillie et al., 2002; Mironov et al., 2004; Korbling et al., 2003).
Ademds, el interés terapéutico relacionado con el empleo de células madre para la
regeneracion de tejidos danados se ha incrementado notablemente ante las
evidencias de que, no solo las células madre de origen embrionario sino que también
algunas células madre del adulto, pueden implantarse en diversas localizaciones
donde, después de acomodarse en un microambiente favorable que se ha
denominado “nicho”, pueden diferenciarse, proliferar y contribuir a la regeneracion del
tejido danado (Mironov et al., 2004). Por tanto, un elemento esencial para el uso de
células madre en terapias regenerativas, es proporcionar un entorno adecuado a estas
células precursoras para que puedan desarrollarse y potenciar su actividad. El
adecuado estimulo de estas células madre pluripotenciales es el elemento clave para
activar tanto su replicacion, casi de forma indefinida, como la diferenciacién en diversos

fipos y lingjes celulares. (Thomson et al., 1998; Takahashi et al., 2007).

Probablemente, los muchos disenos experimentales en los que se ha intentado implantar

células madre en determinadas zonas, con el fin de suplir funciones deterioradas, han



fracasado por la imposibilidad de proporcionar ese ambiente idéneo. En otras
ocasiones, explantes celulares que, in vitro dan resultados éptimos, fallan in vivo al no
poderse reproducir las condiciones favorables de los cultivos de laboratorio (Simpson D
et al., 2007; Li W et al., 2007).

Otro aspecto a tener en cuenta es el origen de las células madre o precursores, ya que
ciertos estudios han conseguido inducir células madre a partir de células adultas
diferenciadas como son los fibroblastos humanos (Takahashi et al., 2007), demostrando
que células somdticas pueden adquirir las caracteristicas de pluripotencialidad cuando
se reprograman, por ejemplo, infroduciendo factores de tfranscripcién mediante

retrovirus (Yamanaka et al., 2007).

La terapia celular proporciona un medio dindmico al tejido receptor, no solo por la
incorporacion de células madre sino por la presencia de factores estimuladores
producidos o inducidos por ellas, conformando asi un nicho tisular apropiado para una

regeneracion fisioldgica del tejido danado (Gnecchi et al., 2008)

Por ofra parte, la implantacion de células madre en tejidos humanos, requiere un estricto
confrol sobre su comportamiento a medio-largo plazo para aumentar su perfil de
seguridad en cuanto a su potencial efecto tumoral no deseado en relacién con una

replicacién no controlada.

Una mejor comprension del modo en que otros factores, como la edad, el estadio de la
enfermedad vy la propia biologia del paciente afectan a la regeneracion de los tejidos
probablemente también serd importante para avanzar en este campo (Mao and
Mooney 2015).

APLICACION DE CELULAS MADRE EN LA REGENERACION DE
ALGUNOS TIPOS CELULARES ESPECIFICOS

SANGRE

Algunos de los procedimientos terapeéuticos mas estandarizados relacionados con la
regeneracion tisular tienen su modelo en los trastornos hematoldgicos que precisan del
aporte de células madre con capacidad regenerativa de replicaciéon y diferenciacion

de diversas estirpes hematopoyéticas. En el caso de trasplante autdlogo se evita la
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morbilidad asociada a factores inmunoldgicos, pero a menudo han de utilizarse
trasplantes alogénicos de células madre que siguen implicando una comorbilidad

significativa, unida a la dificultad de encontrar los donantes mds apropiados.

Un hecho prometedor en la utilizacidn de células madre hematopoyéticas es la
reprogramacion de células somdaticas que, junto con la correccidén genética, pueden
permitir diferenciarse a progenitores hematolégicos y facilitar el autotrasplante,
mejorando las tasas de éxito en determinados trastornos genéticos hereditarios, como
la inmunodeficiencia combinada y la anemia falciforme (Rideout et al., 2002; Hanna et
al., 2007). Por otra parte, aunque las verdaderas células madre hematopoyéticas aun
no estdn disponibles, existen métodos para producir in vitro glébulos rojos y plaguetas
aptos para la transfusion (Rousseau et al., 2014; Mazurier et al., 2011; Nakamura et al.,
2014).

MIOCARDIO

La enfermedad cardiaca es la causa mds comUn de muerte en todo el mundo, lo que
ha condicionado el uso de terapias celulares y regenerativas en la reparacién del
musculo cardiaco. Se ha investigado una amplia variedad de fipos celulares como
fuente de miocardiocitos, incluyendo mioblastos esqueléticos, células derivadas de
médula ésea, células madre cardiacas y células madre mesenquimales. La principal
estrategia se ha centfrado en el tratamiento de la enfermedad isquémica del corazdn
mediante la infusién de las células por via infravascular (intravenosa, intracoronaria o
seno  coronario  retrégrado), por inyeccidon  inframiocdrdica  (inyeccion
fransendocdrdica, inyeccidén epicdrdica), o aportacidon a través de un parche

epicdrdico (Sanganalmath et al., 2013).

Como ejemplos de estudios de regeneracién cardiaca, basados en el uso de células
madre, encontramos la inyeccidn intramiocdrdica directa de cardiomiocitos, obtenidos
a partir de células pluripotenciales, en primates no humanos postinfartados, que han
producido grandes dreas de tejido cardiaco eficaz, aunque no se ha observado una
clara mejoria de la funcién cardiaca (Chong JJH et al., 2014). Por otfro lado, la aplicacién
epicdrdica de células endoteliales, obtenidas de células pluripotentes, en corazones
postinfartados, ha reducido el tamano del infarto y mejora de la funcién ventricular

izquierda (Xiong et al., 2013).

Las estrategias que combinan el uso de estas células con parches de bioingenieria o
matrices cardiacas descelularizadas también estdn siendo exploradas, especialmente
para su uso en la enfermedad cardiaca congénita (Fox et al., 2014).
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SISTEMA NERVIOSO

En cuanto a la aplicaciéon de la terapia celular en el sistema nervioso estd relacionada
con los sindromes neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer o la
demencia con cuerpos de Lewy, en las que se afectan las células de forma individual o
multiple. Esta heterogeneidad en la afectacion celular sugiere que podrian mejorar
mediante el uso de terapias basadas en la sustitucidon de células. La afectacion de
células de forma individual permite la terapia regenerativa celular de forma especifica
para esas células concretas, ya sea por trasplante celular o por la activacion de células
madre neurales de forma enddgena (Benraiss et al., 2013). Asi, en ciertos trastornos
neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de
Huntington, han demostrado su eficacia la sustitucion de células de forma especifica
(Benraiss et al., 2011; Lindvall et al., 2012). Del mismo modo, en algunos tfrastornos de la
memoria, que implican pérdida de neuronas, se ha obtenido cierta respuesta con la

aplicacion de células pluripotentes (Liu et al., 2013).

Existen estudios en los que se ha realizado trasplante de tejido cerebral fetal, pero con
resultados poco gratificantes (Benraiss et al., 2011; Lindvall et al., 2012), aunque existen
algunos casos de enfermedad de Parkinson en los que el frasplante de neuronas fetales

dopaminérgicas produjo resultados interesantes (Roy et al., 2006; Kriks et al., 2011).

En algunos trastornos epilépticos refractarios al tratamiento, en los cuales existe un déficit
cuantitativo y funcional de interneuronas GABAérgicas, se sabe que se pueden
beneficiar de un trasplante de interneuronas obtenidas a partir de células pluripotentes

derivadas de células madre (Nicholas et al., 2013).

También disponemos de avances en la generacidén de neuronas motoras espinales a
partir de células pluripotentes derivadas de células madre (Li et al., 2005; Karumbayaram
et al., 2009), aungue su utilidad clinica estd limitada por la falta de regeneracién axonal
a larga distancia. Otro campo de investigacién se centra en el reemplazo de neuronas
medulares por astrocitos, que juegan un papel destacado en los defectos metabdlicos

que influyen en la progresion de la esclerosis lateral amiotréfica (Lepore et al., 2011).

Las enfermedades deficitarias de mielina que implican pérdida o disfuncién de
oligodendrocitos mejoran sus expectativas con el empleo de células progenitoras de
oligodendrocitos, que generan diversas estirpes gliales como los oligodendrocitos

mielinogénicos (Windrem et al., 2008).



DESARROLLO EMBRIONARIO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso se origina a partir de la placa neural, zona engrosada del ectodermo
embrionario, inducida por accion de la notocorda. Progresivamente se produce una
elevacion y aproximacién hacia la linea media de ambos pliegues neurales, que se irdn
fusionando y cerrando hasta constituir el tubo neural, en un proceso conocido como
Neurulacién. El cierre de los pliegues neurales progresa en sentido craneal y caudal
hasta que quedan conformados los neuroporos anterior o craneal, en torno al dia 25 del

desarrollo, y posterior o caudal, que lo hace en el dia 27.

En la siguiente fase del desarrollo, el tubo neural evoluciona de forma diferente a nivel
cefdlico, donde se genera el encéfalo y, a nivel caudal, donde formard la médula

espinal.

Por otro lado, en el margen lateral de cada pliegue neural se generan las denominadas
“células de la cresta neural” que dardn lugar al sistema nervioso periférico y autbnomo,
formando los ganglios raquideos y de los pares craneales (Gilbert, SF. Formation of the

Neural Tube. Developmental Biology 6° ed. 2001).

Inicialmente, el tubo neural estd formado por una pared que consiste en un epitelio
columnar pseudoestratificado, denominado Neuroepitelio, en el que mediante de un
proceso de crecimiento y morfogénesis combinado se van conformando las tres
vesiculas encefdlicas primarias, prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. A partir de
la 5% semana del desarrollo embrionario, el prosencéfalo se divide en dos vesiculas
encefdlicas secundarias, diencéfalo y telencéfalo, mientras que, el rombencéfalo,
originard el mielencéfalo y metencéfalo. Ademds, durante la 4° semana de desarrollo,
el encéfalo embrionario crece rdpidamente, comenzando a formarse los pliegues
encefdlicos, que dardn lugar a las posteriores circunvoluciones cerebrales (Gilbert, SF.

Formation of the Neural Tube. Developmental Biology 7% ed. 2006).

EL SISTEMA NERVIOSO ADULTO PUEDE GENERAR NUEVAS NEURONAS

Probablemente, el sistema nervioso sea la estructura mds compleja y evolucionada del
ser vivo, capaz de conftrolar el resto de sistemas, érganos y el organismo en su conjunto,

al tiempo que regula la interaccién con el mundo exterior. De ahi que su importancia y



complejidad se va incrementando en la escala filogenética hasta alcanzar su mdximo

en los mamiferos superiores y, especialmente, en el ser humano.

Hasta la década de los 60 del siglo pasado se pensaba que las neuronas eran células
enormemente diferenciadas y especializadas, lo que hacia imposible su regeneracion
en el cerebro adulto. Fueron Altman y Das, en 1965, quienes primero demostraron la
presencia de células capaces de dividirse en el SNC. Mds tarde, Kaplan demostré que
estas células en division generaban nuevas neuronas (Kaplan and Hinds 1977). Con
posterioridad, el desarrollo de la inmunohistoquimica y las técnicas moleculares
permitieron aislar y cultivar células de cerebro adulto, capaces de formar neuronas,
descubriendo la presencia de células madre neurales (Precursores neurales) en
mamiferos adultos (Reynolds and Weiss 1992), y demostrando la capacidad
neurogénica en mamiferos superiores y primates (Gould et al., 1997; Gould et al., 1999)

y. finalmente, en humanos (Eriksson et al., 1998).

NEUROGENESIS: GENERACION DE NUEVAS NEURONAS

El proceso por el cual se forman o generan neuronas s& conoce CoOmMo neurogénesis.
Este proceso, hasta hace poco tiempo, se pensaba que Unicamente tenia lugar en el
periodo embrionario y fetal, pero en la actualidad sabemos que, en el cerebro de los
mamiferos adultos, existen regiones donde persisten células madre con capacidad
neurogénica. Concretamente, se ha descrito la existencia de dos zonas neurogénicas,
la zona subventricular (ZSV), adyacente al ventriculo lateral del cerebro y la zona

subgranular (ZSG) en el giro dentado (GD) del hipocampo.

Las células madre (también conocidas como Precursores neurales) tienen capacidad
de autorrenovacién, es decir, de generar nuevos precursores indiferenciados, pero
también tienen pluripotencialidad, o capacidad de diferenciarse hacia estirpes
celulares especificas del sistema nervioso adulto, como son los astrocitos,
oligodendrocitos, microglia y por supuesto, neuronas (Gage et al., 2000). Estas nuevas
neuronas son capaces de alcanzar un estado de madurez e integrarse funcionalmente
en un circuito neuronal preexistente (Zhao et al., 2008). De hecho, se ha descrito la
intfegracién de nuevas neuronas en circuitos relacionados con funciones cerebrales

superiores como el aprendizaje y la memoria (Lledo et al., 2006; Imayoshi et al., 2008).



La muerte celular programada también juega un papel destacado en la neurogénesis.
Durante el desarrollo del sistema nervioso, neuronas inmaduras compiten por la
supervivencia con células en estadios similares de diferenciacion y maduracion.
Igualmente, en el cerebro adulto, neuronas jévenes compiten con células en etapas
similares de desarrollo y diferenciacién por la supervivencia e integracién en circuitos
neuronales ya formados. El resulfado de dicha competencia es frecuentemente la
activacion de un proceso de muerte celular programada, que actuaria como una
estrategia reguladora. A pesar de la continua actividad proliferativa y neurogénica de
los nichos en el cerebro adulto, el nUmero de neuronas maduras que llegan a ser
funcionantes es bastante menor que el nUmero de precursores neurales proliferantes vy,
al mismo tiempo, el nUmero de precursores permanece constante de forma que, el
proceso de muerte celular programada colaboraria en este equilibrio, eliminando una
fraccion sustancial de células en proliferacién e inmaduras para mantener un nUmero

apropiado de poblacidn en regiones neurogénicas (Ryu et al., 2016).

El estudio de la neurogénesis se orienta actualmente hacia el mejor conocimiento de su
regulacion, es decir, los mecanismos del ciclo celular que desencadenan y controlan la
proliferacién y la diferenciacion, tanto en el cerebro adulto como en la etapa

embrionaria (Cheffer et al., 2013).

Respecto al origen de las células madre neurales, se ha demostrado en la zona
subventricular y zona subgranular del giro dentado, que una parte de los precursores
neuroepiteliales generan una poblacién especifica de la glia radial que dard lugar a los
precursores neurales en la etapa fetal y posnatal (Alvarez-Buylla et al., 2001; Spassky, et
al., 2005). Durante el desarrollo fetal y postnatal, las células de la glia radial generan un
tipo particular de astrocitos que persisten en estas localizaciones y son capaces de
desarrollar un comportamiento de precursores neuroepiteliales en el cerebro adulto
dando lugar a células madre de la zona subventricular, tfeniendo como base un origen

neuroepitelial (Merkle et al., 2006).

Asi, Merkle et al., en 2004, propusieron que los astrocitos neurogénicos de las etapas
adultas derivan de la glia radial que persiste en la pared de los ventriculos laterales de
ratas recién nacidas. Al utilizar marcadores moleculares en estas células se observd que
las células de la glia radial del neonato dan origen a neuronas, astrocitos, células
ependimales y oligodendrocitos y, posteriormente, desaparecen a pocos dias del
nacimiento. Estos autores observaron la presencia de neuroblastos marcados en todas
las etapas de la edad adulta, e incluso se encontraron que nuevas neuronas contindan

generdndose a partir de los precursores derivados de la glia radial. Con este frabajo se
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concluyd que la glia radial, derivada de los precursores neuroepiteliales, es la célula
precursora de neuronas y células gliales en la etapa neonatal, ademds de dar lugar a
los precursores astrociticos de la ZSV y zona ZSG, las cuales dan origen a las nuevas
neuronas a lo largo de la vida adulta. También se ha establecido que las neuronas
corticales proceden de células madre pluripotenciales, generadoras de precursores
gliales que dardn lugar tanto a neuronas como a componentes de la glia (Malatesta et
al., 2000; Hartfuss et al., 2001; Noctor et al., 2001).

Ofra cuestion destacada ha sido determinar si las nuevas neuronas originadas en el
adulto provienen en Ultima instancia de las células neuroepiteliales presentes durante el
desarrollo embrionario. Los fipos celulares que en el sistema nervioso adulto
corresponden a las células neuroepiteliales, tales como las células ependimales o las
llamadas células de la glia radial, son actualmente considerados como precursores
neurales con las mismas caracteristicas que las células neuroepiteliales embrionarias, de
las cuales derivan y conservan la capacidad de responder a las senales inductoras de
neurogénesis del embrién (Tamamaki et al., 2001; Alvarez-Buylla et al., 2001; Kintner et
al., 2002). En consecuencia, la neurogénesis en el adulto tiene lugar a partir de

precursores derivados del neuroepitelio embrionario.

Estos estudios apoyan la idea de que las células madre neurales provienen de un lingje

precursor neuroepitelio-glia radial-astrocito (Tramontin et al., 2003).

NEUROGENESIS EN LA ZONA SUBVENTRICULAR

En embriones humanos, a partir de la 5% semana, tiene lugar el desarrollo embrioldgico
del telencéfalo, durante el cual se origina una capa de células germinativas que persiste
recubriendo los ventriculos laterales en el cerebro adulto. En la superficie en contacto
con los ventriculos laterales y mds concretamente en la denominada zona
subventricular (ZSV), se localizan precursores neurales capaces de generar nuevas
neuronas que migran hacia distintas estructuras del cerebro. Durante el desarrollo
posnatal se produce una disminucién progresiva de la capacidad de generacién de
neuronas en esta capa ventricular germinativa y, finalmente, en el cerebro adulto solo
se mantfiene en determinadas localizaciones denominadas “nichos celulares”. La ZSV
estd implicada en la generacidén de nuevas neuronas relacionadas con el sistema

olfatorio. En esta regién, las nuevas neuronas generadas se desplazan a través de la via
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migratoria rostral hacia el buloo olfatorio, donde se diferencian en dos tipos de
interneuronas: las células granulares y las células periglomerulares (Luskin et al., 1993; Lois
et al., 1994). En el entorno del nicho celular de la ZSV, encontramos distintos fipos
celulares como células ependimales ciliadas, o células tipo E, ubicadas en contacto con
la cavidad del ventriculo y que participan en la sintesis y circulacién del liquido
cefalorraquideo o Fluido Cerebroespinal (CSF), neuroblastos proliferativos o Precursores
tipo B y precursores con alta capacidad proliferativa o células tipo C, (Alvarez-Buylla
and Garcia-Verdugo 2002). No existe acuerdo en la clasificacién y denominacion de
estas células, posiblemente la mds clara en nuestro criterio es la de Doetsch que
distingue diferentes estirpes celulares en la ZSV: células B, astrocitos, precursores neurales
con capacidad para generar nuevas neuronas; células C, de amplificacion y division; y
células A, neuroblastos inmaduros que migran al bulbo olfatorio donde se diferenciaran

a intferneuronas (Doetsch, et al., 1997).

NEUROGENESIS EN LA ZONA SUBGRANULAR DEL GIRO DENTADO EN
HIPOCAMPO

El hipocampo es una estructura cerebral que ha sido relacionada con las funciones de
memoria a corto plazo y aprendizaje. Podemos diferenciar en el hipocampo una serie
de estructuras o elementos anatdmicos: cuerno de Amon, subdividido en zona CAT,
CA2, CA3 Yy, el giro dentado (GD), donde se encuentra la zona granular y subgranular
(ZSG). En el adulto, a diferencia de lo que ocurre en la ZSV, las nuevas neuronas
generadas en el hipocampo se localizan en la ZSG que forma parte del propio Giro
Dentado y emigran una corta distancia para diferenciarse en la Zona Granular de esta

misma estructura.

Los precursores neurales del hipocampo que se generan en la zona subgranular, dan
origen a neuronas que maduran en la capa granular del giro dentado (Eckenhoff et al.,
1998) y se ha demostrado que estas nuevas neuronas envian sus axones d la regién CA3

del hipocampo.

Diversos estudios han establecido una serie de marcadores moleculares para distinguir
los diferentes tipos celulares derivados de los progenitores neurales del hipocampo.
Concretamente, se sabe que los precursores neurales presentes en la ZSG son astrocitos

modificados, derivados de la glia radial, que son conocidos como células B v,
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caracteristicamente, expresan GFAP. Por otro lado, estdn los precursores intermedios o
células D, que son PSA-NCAM positivos y GFAP negativos. Finalmente, estdn los
precursores que han comenzado su diferenciacién hacia neuronas granulares,
denominados células G, que expresan PSA-NCAM, que progresivamente van
presentando caracteristicas electrofisioldgicas de neuronas (Seri, et al., 2001; Seri, et al.,
2004)

En definitiva, los precursores neurales de la ZSG del giro dentado adulto son capaces de
generar neuronas maduras, polarizadas, con axones y dendritas, y tienen capacidad
para establecer sinapsis de modo eficiente, liberando neurotransmisores en respuesta a

potenciales de accién (Song et al., 2002).

Para que tenga lugar la neurogénesis, deben confluir de forma secuencial los siguientes
procesos: 1.- Replicacién celular intensa, que conduce a la expansidon de la poblacién
de precursores; 2.- Migracién celular, con desplazamiento de poblaciones celulares de
unas regiones anatdémicas a otras; 3.- Diferenciacién celular, por la que los precursores
neurales se transforman en neuronas vy, finalmente, contacto dendritico y axonal e
integracién sindptica. Cada una de estas etapas se caracterizan por la existencia de
marcadores especificos de las diferentes estirpes celulares (von Bohlen und Halbach
2011). En la etapa de proliferacion, en la que los precursores se pueden dividir
indefinidamente, conservando su estado de indiferenciacién como célula madre, o
comenzar la via de diferenciacién a neurona, los precursores neurales se caracterizan
por expresar GFAP y Nestina. En la etapa de emigraciéon y comienzo de la
diferenciacién, se originan neuronas inmaduras con capacidad migratoria que ya no
expresan GFAP, pero si Nestina, al tiempo que comienzan a expresar doblecortina
(DCX), ademds de la molécula de adhesidon neural (PSA-NCAM), cesando la expresion
de Nestina. Durante el proceso de emigracion de los nheuroblastos dentro de la capa
granular del Giro Dentado, continUan expresando DCX y PSA-NCAM. Posteriormente, en
la fase de establecimiento de contacto dendritico y axonal en conexidn con CAS3,
contintan expresando DCX y PSA-NCAM, pero, ademds, Calretinina y NeuN como
marcador de neurona madura. Finalmente, en la fase de integracion sindptica, en las
nuevas neuronas maduras cesa la expresion de Calretinina, siguen expresando NeuN vy

comienza de Calbindina.

Hasta el momento se desconoce si los mecanismos que regulan la neurogénesis, en
ambos nichos neurogénicos del cerebro adulto, ZSV y Giro dentado, son los mismos que
durante el desarrollo. Se sabe que, en el cerebro adulto, la generacién de células madre

y la diferenciacién de los precursores neurales son procesos regulados por factores
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especificos de la zona en la cual residen (Alvarez-Buylla et al., 2004). Como ya hemos
comentado, los precursores neurales en cualquier etapa de la vida del individuo tienen
un origen comun, de forma que las células neuroepiteliales de las etapas embrionarias,
persisten durante el periodo fetal y posnatal temprano y, como astrocitos modificados,
en el adulto, formando una Unica estirpe celular. En la actualidad existen estudios que
sugieren gque el microambiente que regula y mantiene la neurogénesis, es decir el nicho
neurogénico, durante el desarrollo embrionario y postnatal se conserva en el cerebro
adulto, aunque con caracteristicas especificas que modifican su grado de actividad.
Esto supone la persistencia de un proceso tan relevante como la regeneraciéon neuronal
a lo largo de toda la vida del individuo, en base a un mecanismo comun. (Alvarez-Buylla
et al., 2001; Alvarez-Buylla, Garcia-Verdugo 2002; Spassky et al., 2002; Kempermann et
al., 2003; Merkle et al., 2004; Seri et al., 2001; Seri et al., 2004).

NICHO NEUROGENICO: CONCEPTO CLAVE EN LA NEUROGENESIS
DEL CEREBRO ADULTO.

La neurogénesis a partir de Precursores neurales requiere de un enftorno o
microambiente propicio que facilite los mecanismos que la actfivan y estimulan su
progreso. El nicho neurogénico, en el cerebro de mamiferos adultos, no es generalizado,
sino que, hasta el momento, se considera restringido a dos zonas concretas donde se
ha podido demostrar la existencia de un proceso de neurogénesis activa: La zona
subventricular en el ventriculo lateral y la zona subgranular en el giro dentado del

hipocampo.

Como ya hemos comentado, el nicho neurogénico proporciona un entorno de
regulacion de mecanismos implicados en la neurogénesis, tales como la replicacion,
migracién, diferenciacién y maduracion neuronal, este entorno, basado en la
acumulacién de mdultiples sefales difusibles, es creado por las propias células
progenitoras en sus distintas fases de maduracién, pero también contribuyen otras

células tanto de estirpe neuronal como glial del entorno.

La vascularizacion cerebral préxima al nicho neurogénico, guarda una estrecha
relacion con la actividad de los precursores neurales en ambas regiones neurogénicas,
zona subvenftricular (Stubbs et al., 2009) y zona subgranular (Palmer et al., 2000). Estos

estudios concluyen que las células del endotelio vascular sirven de soporte y activan la
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proliferacién de los precursores neurales, formando parte esencial del nicho

neurogénico.

El ofro elemento que contribuye de forma esencial al microambiente de senales
difusibles del nicho neurogénico es el Fluido Cerebroespinal (CSF) contenido en los
ventriculos cerebrales. Es de destacar que el nicho neurogénico de la ZSV guarda una
relacién directa con la superficie ependimaria de la cavidad ventricular y el giro
dentado del hipocampo, al menos en las etapas embrionaria, fetal y postnatal
temprana, también guarda una relacién similar con la superficie de la prolongacion
posterior del ventriculo lateral (ZSVp) o Zona Subependimaria (ZSE). Esta estrecha
relacién ha sido atribuida a la influencia que, determinados componentes de CSF
juegan sobre la funcionalidad de los hichos neurogénicos tanto en etapas del desarrollo,
como en el periodo adulto. En este sentido, se ha demostrado que el CSF proporciona
factores tréficos que regulan la proliferacién v la diferenciacion neuronal en estos nichos
(Dziegielewska et al.,, 2000; Johansson et al., 2010; Falcao et al., 2012; Stolp 2013;
Johansson et al., 2013; Zappaterra y Lehtinen 2012), habiéndose demostrado que el
blogueo de su secrecion por parte de los plexos coroideos modifica significativamente

la funcionalidad del nicho (lehtinen al 2013).

Por lo tanto, se ha sugerido que las alteraciones en la composicidén del CSF modifican su
capacidad de actuar sobre el trofismo de los nichos heurogénicos y afectan de forma
destacada a sus funciones que, como ya hemos comentado, estdn directamente
relacionadas con la olfaccién y los procesos de aprendizaje y adquisicion de memoria

a largo plazo (Stolp et al., 2015).

Existen numerosos estudios que demuestran que la adecuada funcionalidad del nicho
neurogénico depende de la compleja composicion del CSF que, por otro lado, se sabe
que existen significativas variaciones ontogénicas, de forma que nila composicion ni sus
propiedades son las mismas en el periodo embrionario, fetal o en el adulto. (Alvarez-
Buylla and Lim 2004; Kazanis et al., 2008; Johansson et al., 2010). Este hecho se ha puesto
en relacion con la disminucién de la actividad neurogénica que se produce a lo largo

de la vida, tanto en circunstancias normales como patoldgicas (Vukovic et al., 2011)

Son numerosos las moléculas identificadas en el CSF que han sido relacionadas con
alguno de los procesos de replicaciéon y diferenciacién de los precursores neurales.
Destacan entre otfros muchos el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2), cuya
ausencia ha demostrado afectar a la proliferacién y diferenciacion de los precursores

neurales (Yoshimura et al., 2001; Martin et al 2006), propiedad que es compartida con el

13



IGFI (Lehtinen et al 2011); El dcido retinoico, como un elemento necesario en la

regulacion de la diferenciacion celular y la maduracién neural (Chang et al., 20146).

El fluido contenido en las cavidades cerebrales, cuya compleja composicidén ha sido
solo parcialmente estudiada en la actualidad (Parada et al. 2006; Zappaterra et al. 2007)
presenta notables diferencias enfre la etapa adulta y la embrionaria, siendo en estq,
cuando desarrolla al mdximo nivel sus propiedades bioldgicas. En la actualidad
sabemos que el CSF embrionario ejerce una influencia clave en el comportamiento de
los precursores neuroepiteliales que conforman el cerebro embrionario (Gafo y
Desmond 2009; Lehtinen y Walsh 2011), promoviendo la supervivencia, la replicacién y
la neurogénesis a partir de dichos precursores. Ademds, en el cerebro adulto, el CSF
embrionario es capaz de inducir un significativo aumento de la actividad neurogénica

(Carnicero et al 2013; Zappaterra y Lehtinen 2012).

La diferencia entre la influencia del CSF sobre los precursores neurales en el desarrollo y
la etapa adulta estd justificada por la diferente composicion del fluido, de forma que
los factores que contribuyen a la actividad del nicho de precursores neurales van
evolucionando temporalmente hacia una disminucidn progresiva de la activacién de
la expansidon de la poblacidn de precursores indiferenciados y de la neurogénesis
(Kazanis et al 2008).

EL NICHO DEL GIRO DENTADO DEL HIPOCAMPO PRESENTA
CARACTERISTICAS DIFERENCIALES.

Una vez que hemos establecido las caracteristicas generales del nicho neurogénico en
el cerebro los mamiferos, debemos considerar que, durante el desarrollo embrionario y
la etapa postnatal temprana, el nicho celular del giro dentado del hipocampo tiene un
cardcter periventricular similar al nicho estdndar y serd, tras la etapa postnatal
temprana, cuando se transforme en un nicho de caracteristicas aparentemente
atipicas por su alejamiento y aparente desconexidon del ventriculo lateral. Esta
transformacién es progresiva y segun diversos estudios tiene lugar de forma escalonada

en tres etapas (Hatami et al. 2018).
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Figura 1: Desarrollo de giro dentario (DG) en el ratdn desde el E10 hasta la etapa postnatal.
(A) Primera etapa, entre E10-E-12,5 aparece una estructura periventricular con células
precursoras proliferativas en el neuroepitelio telencefdlico (azul) (matriz proliferativa
primaria). (B) Segunda etapa, entre E14-E17.5, las células anteriores emigran hacia el
primordio del hipocampo, a través de la banda migratoria dentada (BDM), guiadas por las
células de la glia radial (RGCs), formando la matriz proliferativa secundaria. (C) Entfre E-16-
E17,5 las células de la matriz proliferativa secundaria alcanzan la fisura hipocampal
formando la matriz proliferativa terciaria, que origina las células granulares del giro dentado.
(D) Tercera etapa, a partirde E17,5 y Periodo postnatal (PO), a partir de la matriz proliferativa
terciaria se forma la capa subgranular del giro dentado donde radica el nicho neurogénico
hipocampal en el adulto. HNE, Neuroepitelio del Hipocampo; DNE, Neuroepitelio del Giro
Dentado; CH Cortical Hem,; ChP, Plexo Coroideo; CP, Placa Coroidea; 1°M, matriz
proliferativa primaria; EM, Flujo Migratorio; CR, Cajal Retzius; 2°M, matriz proliferativa

secundaria; 3°M, matriz proliferativa terciaria; HF, fisura hipocampal; F, Fimbria (Hatami et

al. 2018).

En

una primera etapa (Fig.1A), que en embriones de ratén tiene lugar entre los 10 y los

12,5 dias desarrollo, se localiza en un drea especifica del neuroepitelio telencefdlico del
cerebro embrionario, y que es conocida como “Cortical Hem”. Esta regiéon ha sido
definida como un centro emisor de sefales intercelulares especificas capaces de
regular el comportamiento del neuroepitelio cercano, por lo tanto, es considerada
como uno de los “centros organizadores el cerebro en desarrollo” (Grove and FuKuchi-

Shimogori 2003). Este centro organizador es adyacente a la zona del neuroepitelio
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prosencefdlico que da lugar hipocampo vy juega un papel clave en la organizacién de

su actividad replicativa, neurogénesis y gliogénesis.

Por lo tanto, el primordio del giro dentado del hipocampo consiste en un grupo de
células precursoras con cardcter proliferativo presentes en el neuroepitelio telencefdlico
y por tanto en contacto fisico y funcional con la cavidad del futuro ventriculo lateral y
su contenido, es decir, es considerada una estructura periventricular que ha sido

descrita cédmo “matriz proliferativa primaria”.

En la segunda etapa (Fig. 1B), las células localizadas en esta drea de neuroepitelio
adquieren una capacidad de emigracién que les permite abandonar esta zona vy
dirigirse al primordio del hipocampo. Este proceso en el ratén tiene lugar entre los 14 y
los 17,5 dias de desarrollo y genera una determinada ruta de emigracién de precursores
neurales conocida como “banda migratoria dentada” (BDM), poblada de precursores
neurales que en su conjunto se denominan “matriz proliferativa secundaria”. Este
proceso de migracién es guiado por las prolongaciones celulares de la denominada
glia radial que, por un lado, estdn en contacto con la superficie ventricular y por el otro
con la superficie pial a nivel de la fisura hipocampal. En el entorno de la fisura
hipocampal se diferencian las denominadas células de Cajal-Retzius que a través de
una molécula denominada “reelina” juegan un papel clave en la activacién y control
del proceso de emigracién de precursores neurales para formar el giro dentado
(Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009; Del Rio et al. 1997; Hatami et al. 2018).

Cuando las células migratorias de la matriz secundaria alcanzan fisura hipocampal se
acumulan en esta region formando lo que se conoce como “matriz proliferativa
terciaria” qué inicialmente da lugar a la capa de células granulares del giro dentado

que se transformaran en neuronas antes y durante el periodo postnatal temprano (1C).

En la tercera etapa (Fig.1 D) las matrices primaria y secundaria van desapareciendo
progresivamente y a partir del periodo postnatal temprano, las células de la matriz
terciaria se reducen en numero y forman la capa subgranular del giro dentado donde
radica el nicho neurogénico hipocampal en el adulto. Finalmente, las neuronas
generadas en este nicho sufren un proceso de maduracién estableciendo conexiones

con CAS3 (Sugiyama et al 2014).

Sin embargo, existe un nUmero significativo de investigaciones en la Ultima década que
ponen en cuestidn este modelo diferencial de nicho Subgranular *no periventricular” en

el hipocampo de mamiferos adultos.



En primer lugar, destaca el hecho de que el nicho no periventricular de la ZSG del giro
dentado en adultos parece ser una caracteristica especifica de los mamiferos a
diferencia de aves y reptiles donde si conserva su cardcter periventricular, sugiriendo
que este concepto de relacidon con el ventriculo podria ser la norma general y el giro

dentado de los mamiferos adultos, la excepcion (Hevner 2016).

En segundo lugar y de particular interés son los estudios de Seaberg and Van Der Kooy
(2002) y de Clarke and Van Der Kooy (2011). Estos autores mediante técnicas de
aislamiento y cultivo de células de la ZSVp (que corresponde a la parte posterior del
ventriculo lateral) y de la ZSG, demuestran que, por un lado, en la ZSG de mamiferos
adultos existe una poblacién de precursores con determinacién neuronal o glial, pero
con una capacidad de autorrenovacion muy limitada, esta poblacion justifica la
neurogénesis en el giro dentado, pero que no explica la autorrenovacion vy
permanencia de los precursores neurales en el nicho. Por otfra parte, y a pesar de los
estudios comentados en capitulos previos, en la ZSVp en el adulto persiste una
poblacién de precursores neurales indiferenciados que mantienen intacta su
capacidad de autorrenovacion y pluripotencialidad, sugiriendo que en el adulto
persiste activo el nicho que dio lugar al giro dentado durante el desarrollo. Sin embargo,
estos autores afirman que en el adulto no existe el proceso de emigracién que establece
una conexidn entre las poblaciones de precursores comentadas y por tanto los
precursores de la ZSVp no contribuirian a la neurogénesis hipocampal en esta etapa.
Estos estudios demuestran la persistencia del nicho celular Subventricular posterior en las
proximidades del hipocampo del cerebro de roedor adulto, aunque no aclaran el

destino y funcién de dichos precursores.

Estos datos se ven reforzados por los de Chechneva et al. 2005; Sachewsky et al.2014 y
Berg et al. 2018 que proponen la existencia de dos poblaciones diferenciadas de
precursores neurales en el giro dentado del hipocampo de roedores adultos con
localizaciones diferenciadas (ZSVp y ZSG) que tendrian capacidad de diferenciacion y

respuesta a estimulos especificas.

Por otra parte, la persistencia de unas caracteristicas de receptividad del nicho de la
ISG del hipocampo de rata adulta a precursores neurales de la ZSVp, ha sido
demostrada por Shetty and Hattiangady (2016). Estos autores realizaron implantes de
precursores neurales de la ZSVp en el giro dentado del hipocampo de ratas adultas
comprobando que muchas de ellas sobreviven, se replican y se diferencias en neuronas
al tiempo gue mantienen una poblacién indiferenciada con caracteristicas de

precursores neurales infegrada en el giro dentado. Estos datos sugieren que el giro
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dentado del hipocampo es un nicho que no se ha independizado completamente del
sistema de nicho periventricular permaneciendo receptivo a los precursores que
provienen de la ISVp y posiblemente también a los factores reguladores
infraventriculares presentes en el CSF. En este mismo sentido, los estudios de Encinas et
al 2013 y Perez-Alcazar et al en 2016 sugieren que algunas de las poblaciones de
precursores neurales del hipocampo podrian conservar su dependencia de los factores

neurogénicos presentes en CSF.

Tomando en conjunto estos datos podriamos concluir que el nicho de precursores
neurales del hipocampo en los mamiferos adultos podria estar escindido en dos
poblaciones, una de ellas localizada en la ZSG y la ofra en la ZSVp y que la diferencia
entre el desarrollo y etapa postnatal temprana y el adulto radica en la desapariciéon de
la capacidad migratoria que comunica el nicho periventricular con el giro dentado de
forma que, en el adulto, este nicho no contribuiria a la neurogénesis del giro dentado.
Sin embargo, el trabajo de Cuccioli et al. (2015) demuestra que en mamiferos adultos
existe una ruta migratoria de precursores neurales distinta a la de la ZSV que conduce a
los precursores en direccion al bulbo olfatorio. Esta ruta migratoria alternativa tendria un
cardcter tangencial, partiendo de la ZSVp y dirigiéndose, al menos en parte, hacia la
regién CA3 del hipocampo y también hacia el giro dentado a fravés de la denominada
Banda Migratoria Dentada que hemos descrito previaomente. Este proceso de
emigracién de precursores neurales se acompana de una diferenciaciéon neuronal de
los precursores y parece ser dependiente de un factor de crecimiento (FGF8) que estd
presente en el CSF. Esta ruta migratoria caudal apoya la existencia de una contribucién
postnatal de precursores neurales del nicho de la ZSVp a la neurogénesis del giro

dentado del adulto.

Finalmente, estudios recientes realizados en nuestro laboratorio (datos no publicados,
Fraile Eugenia, Trabajo Fin de Mdaster) con un sistema de trazabilidad celular y usando la
incorporacién nuclear de BrdU como marcador de linaje celular en precursores, aportan
evidencias de que el proceso de emigracién de precursores desde la ZSVp hacia en

giro dentado, esta conservado en los ratones adultos.

Sin embargo, hasta la fecha no se ha podido demostrar que los precursores neurales de

la ZSVp del adulto contribuyan de forma efectiva a la neurogénesis hipocampal.



HIPOTESIS

Dada la evidencia de que en la ZSVp o ZSE persiste un nicho celular activo en contacto
directo con el CSF y que existen indicios racionales de que este nicho aporta precursores
neurales con cardcter migratorio hacia el giro dentado del hipocampo, en la presente
tesis doctoral pretendemos, en primer lugar, comprobar la existencia del nicho de la
ISVp o ISE y su proceso de emigracion, en nuestro modelo de cultivo organotipico de
secciones del cerebro de ratén adulto, tipificando el estado de diferenciacion de los
precursores neurales y sus derivados, al fiempo que pretendemos demostrar que los
precursores de este nicho mantienen intacta su capacidad de responder a estimulos
derivados de CSF embrionario, especialmente en lo referente a su capacidad

replicativa y neurogénica.

19



20



MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE LABORATORIO, ESTABULACION, ANESTESIA Y
APAREAMIENTO

En nuestro estudio hemos empleado ratones adultos de la raza Swiss-Webster,
seleccionados indistintamente de su sexo y de 8-10 semanas de edad (figura 2). Los
ratones destinados a los experimentos se ubicaron en un animalario, con una dieta
estdndar, expuestos a un ciclo alternante de luz/oscuridad controlado (12 horas luz/12
horas oscuridad), en condiciones 6ptimas de temperatura (20-24 °C) y humedad (45-
55%), y en ausencia de estimulos estresantes, con el fin de facilitar la estabilidad de los

biorritmos de los animales y mejorar los resulfados del apareamiento.

El manejo, anestesia y sacrificio de los ratones se efectuaron
respetando la normativa vigente en Espana, relativa a la
proteccion del bienestar de los animales de experimentacion
(RD 53/2013, de 1 de febrero), bajo la supervisién de personal

veterinario de la Universidad de Valladolid.

La anestesia de los ratones se realizd por inyeccion

. . . Figura 2. Ratén adulto
infraperitoneal de una mezcla de Ketamina (Imalgene®1000)
Swiss-Webster

a dosis de 150 mgr/Kg de peso y, Xylacina (Rompun®)

empleando una dosis de 10 mgr/Kgr de peso, que proporciona una anestesia profunda
y duradera, comprobada por ausencia de reflejo corneal. Inmediatamente antes de la
extraccion del cerebro o -en su caso- de los embriones, los animales anestesiados fueron

sacrificados por dislocacion cervical.

Para la obtencién de embriones se emplearon ratonas jévenes en edad fértil,
aproximadamente, 8-10 semanas de edad, que fueron infroducidas a las 20 h. en una
jaula con dos machos jovenes, permaneciendo toda la noche para conseguir el
apareamiento dado que los ratones son animales de actividad fundamentalmente

nocturna.

En los ratones el esperma del macho coagula dentro de la vagina originando un “tapdn

vaginal”, visible a simple vista, que persiste unas 8 horas de promedio.
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Alas 8 h. de la manana siguiente, se procedié a la deteccidn del tapdn mucoso vaginal
como signo de prenez, separando a las hembras en las que se evidencio su presencia y
registrando como hora de inicio del desarrollo embrionario las O horas de la noche
anterior. El estadio gestacional se expresd en dias post coitum (p.c.) desde aquel
momento. Las hembras prenadas se mantienen en jaulas separadas hasta el momento

conveniente del desarrollo embrionario, en nuestro caso 11,5 dias.

EXTRACCION DE EMBRIONES DE RATON

Cumplida la edad gestacional de interés, 11,5 dias, se procedid a la extraccién de los
embriones. Inicialmente se anestesié a la hembra prenada mediante la administracion
intfraperitoneal de la mezcla anteriormente especificada, verificando relajaciéon

muscular, inconsciencia y pérdida de mecanismos reflejos.

Se efectud entonces una laparotomia ventral media con el fin de localizar el Utero
bicorne. Se comprobd la presencia de embriones al observar el aspecto caracteristico
de ‘“collar de cuentas” que adquiere el Utero grdvido, de tal manera que cada
abultamiento corresponde a un embridn (figura 3A). Se separd el Utero de la vagina y el
peritoneo, y se depositd en una placa de Petri con solucién de Ringer (NaCl 120 mM,
KCI 5.36 mM, CaClI2 1.63 mM pH 7.3) La madre fue entonces sacrificada por dislocacién

cervical.

Mediante microdiseccién bajo estereoscopio, se retiraron sucesivamente de cada
engrosamiento uterino las capas serosa, muscular y mucosa, obteniendo embriones
envueltos en las membranas vitelina y amnidtica las cuales fueron entonces rasgadas
cuidadosamente. Finalmente, para cada embridn se escindid la unién vascular al cono
ectoplacentario. Cada uno de los embriones fue clasificado en su estadio preciso de
desarrollo mediante los pardmetros morfolégicos descritos por Brown y Fabro (1981)

(figura 3).

Todos los procedimientos susceptibles de contaminacién bacteriana: obtencién de
embriones, extracciéon de CSF, obtencién de tejido cerebral y cultivos in vitro se
realizaron en condiciones de asepsia adecuadas, empleando siempre material estéril y
manipulacion bajo campana de flujo laminar (modelo ESCO @ Isocide ™ ULPA filter per

I[EST-RP-CCO001.3) con un flujo de aire vertical de 0.4 m/seg.
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Figura 3. Extraccién embriones de ratén. Utero bicorne, cada engrosamiento supone un
embrién (A). Se procede a separar cada embrién con ayuda de una lupa y material de
diseccion (B). Cada embridn es separado del resto, desprendiéndolos de sus membranas

(C). Obtencion de embridn de ratdn sin sus memibranas, dispuesto para obtener E-CSF(D).

OBTENCION DE CSF DE EMBRIONES DE RATON

Una vez extraidos los embriones, éstos son lavados adecuadamente con solucion de
Ringer, son situados sobre una placa de Petri estéril y con ayuda de un microinyector
(PLI-100 pico-injector; Harward Apparatos) y micromanipulador (Leitz), se inserta una
micropipeta de vidrio (50 um de didmetro interno) en la cavidad rombencefdlica, regién
con menor grosor parietal de todo el tubo neural, y se procede a la aspiracion
cuidadosa de CSF con intervalos cortos de tiempo para asi evitar el colapso subito de
esta cavidad y permitir el paso de contenido de ofras cavidades adyacentes, evitando
en todo momento la contaminacién del mismo por células de la pared neuroepitelial

(figura 4). Para evitar la posible degradacién proteica, el CSF obtenido de distintos
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embriones se deposita en un Eppendorf a 4°C y rdpidamente se almacena a -40 °C

hasta su uso.

A

Figura 4. Obtencién de CSF-E. Inicialmente se retiran las diferentes membranas del embridon (A).
Empleamos un micromanipulador al que acoplamos un microinyector con una micropipeta (B).
Se dispone el embridn en una placa de Petri para la extraccién del CSF-E (C). Procedemos a

puncionar el rombencéfalo para extraer el CSF (D)

OBTENCION DEL TEJIDO CEREBRAL

Para la extracciéon de los cerebros adultos, previa anestesia y sacrificio del animal como

se ha detallado anteriormente, se sigue el procedimiento descrito por Guo et al., 2012.
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Se sitUa el ratdn en decubito prono e inicialmente, con unas tijeras se realiza una incision
longitudinal en la linea media de la cabeza del animal, rechazando lateralmente la piel
para dejar al descubierto la bdveda craneal. Utilizando unas pequenas tijeras estériles,
se recorta con mucho cuidado la béveda craneal, abriéndole en la linea media, desde
el agujero occipital hasta la regién nasal del animal. Las dos mitades de la bdveda
craneal son levantadas y escindidas con cuidado con ayuda de pinzas, exponiéndose
el encéfalo. A continuacién, se secciona el bulbo olfatorio y el tronco del encéfalo, lo

cual permite, con ayuda de una espdtula/cuchara estéril, levantar el cerebro desde la

base del crdneo vy trasladarlo para su lavado a solucién de Ringer estéril a 4 °C (Figura
5).

Figura 5. Obtencién cerebro de ratén adulto. Procedemos a separar el cerebro del resto de
estructuras y del crdneo (A). Seccionamos el cerebro del tronco del encéfalo con ayuda de unas

pinzas (B). Procedemos a colocar el cerebro en un molde de metacrilato, para separarle en sus

Posteriormente, se eliminan con una cuchilla el polo anterior y posterior del cerebro y se
separan ambos hemisferios cerebrales de acuerdo con los planos indicados en la figura
5D.
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Cada hemisferio es entonces infroducido verticalmente en un molde que contiene una
solucion de agarosa al 3%, mantenida en estado liquido a 56°C, el cual es
inmediatamente transferido a una cdmara fria a 4°C, donde se mantiene durante una

hora (figura 6A).

Finalmente, este molde de agarosa es tallado con cuchilla, para obtener una forma de

pirdmide cuadrangular y se sitia entonces en un microtomo-vibratomo (Leika VT 1200),

procediendo a obtener secciones coronales de cerebro de 300 um de espesor (figuras
6By 6C).

Figura 6. Figura 5. Procesamiento tejido cerebral. Inclusion de los hemisferios cerebrales en
agar 3% y posterior enfriamiento (A) (B). Bloque solidificado de agar para su posterior corte (C).

Obtencién secciones histoldgicas mediante vibratomo (C)

CULTIVO IN VITRO DE SECCIONES DE CEREBRO DE RATON

En nuestro caso, procedimos a cultivar secciones cerebrales coronales, que incluian
tanto el hipocampo, como la regidon adyacente al ventriculo lateral, conocida como

zona subependimaria. La duracion del cultivo fue de 7 dias.

Cada seccion de cerebro, de 300 um de grosor, fue recogida con un cubre estéril
humedecido con solucién Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) y depositada
en una placa de Petri con Hanks” Balanced Salt Solution (HBSS) + 6.5 mg/ml de glucosa
(figura 7A y 7B). Posteriormente, cada seccién cerebral fue situada sobre la superficie
de un papel de filtro estéril de 0,8 um (Milllipore®, AABP04700), previamente hervido
durante media hora y tratado con una gota de coldgeno tipo | de cola rata (5 ul), el
cual se permitié solidificar durante 30 minutos a 37°C. Cada uno de los fragmentos del

papel de filtro que sostienen las secciones cerebrales fue colocado en los pocillos de
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una placa de cultivo (Nunc®) en los que se habian emplazado una arandela de teflén
con una rejilla metdlica encima (figura 7C). De esta forma, la seccidn cerebral, junto
con el papel de soporte, quedan flotfando sobre el medio de cultivo, sin hundirse,
permitiendo tanto la nutricion del tejido desde abajo, por capilaridad, como un
adecuado intercambio gaseoso. Inmediatamente después, cada muestra de tejido fue
recubierta con coldgeno tipo | de rata para garantizar un adecuado adosamiento del

tejido al papel de filtro.

Figura 7. Preparacion tejido cerebral para cultivo. Secciones cerebrales inmersas en medio
de cultivo durante su procesamiento (A). Colocaciéon del tejido cerebral en placas de cultivo

bajo lupa (B). Disposicidén secciones cerebrales sobre papel de filtro, rejilla y arandela (C).

A continuacién, se anadié a cada pocillo 350 pl de medio de cultivo (DMEM-F12
suplementado con dcido ascérbico 50 ug/mL) y, una vez colocadas las muestras de
secciones cerebrales en los pocillos, se procedid a implantar microesferas de I&tex

(Sigma SD-91) en el tejido préximo a la zona subependimaria del ventriculo lateral.

La implantacion de microesferas permite establecer dos condiciones necesarias:
microesferas impregnadas con CSF-E (condicidon experimental) y microesferas con PBS
(como control). Esimportante preparar las microesferas con 24 horas de antelacién para
gue se impregnen adecuadamente del fluido y actien como un administrador lento
del mismo. En la parte final de este apartado se relacionan y detallan los materiales

empleados en el cultivo.
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Las placas ya preparadas fueron introducidas en una estufa de cultivo (Figura 8) con
CO2 al 5%, a 37°C. El cultivo de las secciones cerebrales se mantuvo durante 7 dias,
cambiando el medio de cultivo alas 24, 72 y 120 horas desde el inicio del mismo (figuras
8Ay 8B). En cada cambio del medio de cultivo, se anadieron 10 ul de una solucién stock

de BrdU con el fin de alcanzar una concentracion de 5uM en el medio.

Figura 8. Estufa para cultivos de secciones cerebrales.

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS SECCIONES DE CEREBRO
TRAS CULTIVO

Una vez finalizado el cultivo, cada muestra situada sobre el papel de filfro fue
depositada en una solucidon con medio de cultivo, despegando cuidadosamente la
seccion cerebral del papel. Posteriormente, las muestras fueron fijadas en solucién de
Carnoy durante 60 minutos y después deshidratadas con alcoholes de graduacioén
creciente (96%, 100%, 100%), manteniéndolas 30 minutos para cada pase para,
finalmente, sumergirlas en xilol durante dos minutos, tiempo suficiente para la
fransparentacién de los cortes. Posteriormente, se mantuvieron en parafina liquida a 56-
58°C (Paraplast® Sigma-Aldrich), durante 3 horas. Tras este tiempo todas las muestras de
tejido cerebral se incluyeron en moldes de parafina fundida, orientdndoles de forma
especifica antes de su solidificacion, para posibilitar la obtencidn de secciones
histoldgicas que incluyan las zonas de interés: ventriculo lateral, zona subependimaria e

hipocampo.
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INMUNOHISTOQUIMICA

De las muestras de tejido cerebral, convenientemente marcadas para identificar los
grupos control y experimental, se obtuvieron secciones histoldgicas seriadas de 8 um de
grosor mediante microtomia. Sobre estas secciones se realizaron los protocolos de
inmunohistoquimica por inmunofluorescencia indirecta, que serdn descritos mds
adelante, para su posterior examen y obtencién de las imdgenes con microscopio

confocal.

Cada una de las muestras, fue desparafinada e hidratada con pases sucesivos por xilol
y alcoholes de concentracion decreciente: dos pases por solucion de xilol, dos pases
con solucién de etanol 100°, dos pases por etanol 96° y dos pases por etanol 70°, cada

uno de ellos de 8 minutos de duracién y, finalmente, agua corriente durante 15 minutos.

Dado que durante la fase de cultivo in vitro se anadié BrdU (10 ul) al medio de cultivo,
para que fuera incorporado al DNA de las células en fase de replicacién, que en el
cerebro adulto coinciden mayoritariamente con los progenitores neurales en fase de
replicaciéon, hemos empleado la deteccién de BrdU como un trazador de los precursores
neurales con replicacién activa y un segundo marcaje simultaneo, para la valoraciéon
individual de aspectos especificos de determinacién y maduraciéon neuronal que se

describen a contfinuacion:

e La inmunohistoquimica con antibromodeoxiuridina (antiBrdU) y anti sox-2,
permite identificar precursores neurales en fase de replicacién, pero sin
diferenciacion celular.

e Lainmunohistoquimica con antibromodeoxiuridina (antiBrdU) y anti doblecortina
(antiDCX), que nos permite identificar precursores con actividad mitética que se
han diferenciado a neuroblastos, precursores en fase de determinacion
neuronal, y que presentan capacidad migratoria.

e La inmunohistoquimica con antibromodeoxiuridina (antiBrdU) y anti Rl tubulina
(anti tuj1), identifica precursores neurales con diferenciacién neural temprana.

e La inmunohistoguimica con antibromodeoxiuridina (antiBrdU) y anti calretining,
permite identificar precursores neurales que han alcanzado el estado de

neuronas maduras.
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PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA CON ANTI BRDU Y ANTI SOX-2
> 2 pases con xilol de 8 minutos cada uno, para la desparafinacién.
2 pases con etanol 100% de 8 minutos cada uno para la rehidratacion del tejido.
2 pases con etanol 96% de 8 minutos de duracion en cada pase
2 pases de etanol 70%, también de 8 minutos de duracién
Agua corriente durante 15 minutos.
CIH 1M a 37°C 1 hora para desnaturalizar el DNA.
Acido bérico 0.1M pH=8.6 durante 10 minutos para estabilizar el pH bdsico.

Reposo hasta llegar a temperatura ambiente.

vV V.V V VYV V VYV

Tres lavados con TRIS durante 5 minutos cada uno.
150 pl solucidn anticuerpo primario, toda la noche a 4°C, en cdmara humeda.
Los anticuerpos primarios empleados son:
o AnfiBrdU: Hecho en ratén (Dako® Ref.: M7240), dilucidén 1/100.
o Antisox-2: Hecho en conejo (Sta. Cruz® Ref.: SC17319), Dilucion 1/100.
3 lavados de 5 minutos cada uno en TRIS pH=7.3 para equilibrar el pH celular.
» 150 pl solucidén anticuerpo secundario, durante 1 hora, en cdmara humeda y
oscuridad. Los anficuerpos secundarios empleados son:
o Antimouse Ig G-Alexa Fluor® 594 (Invifrogen. Ref.: A11008) (color rojo),
Dilucién 1/1000
o Antirabbit Ig G-Alexa Fluor® 488 (Invitrogen. Ref.: 10680) (color verde),
Dilucion 1/1000.
» 3lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
» Lavado con agua destilada.
Montaje con medio acuoso. Secado. Observacion en el microscopio laser

confocal.

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA CON ANTI BRDU Y ANTI DCX

El protocolo llevado a cabo es semejante al anterior y el antficuerpo anti BrdU es el

mismo.

Para el segundo marcaje, hemos empleado Anti DCX (Doblecortina), hecho en conejo
(Abcam® Ref.: ab18723), dilucidén 1/1000.

El anticuerpo Secundario ufilizado fue: Antfirabbit Ig G-Alexa Fluor® 488 (Invitfrogen. Ref.:
10680) (color verde), dilucién 1/1000.
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PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA CON ANTI BRDU Y ANTI BlIl TUBULINA

El protocolo llevado a cabo es semejante al primero y utilizamos el mismo tipo de

antficuerpo anti BrdU.

El anficuerpo usado para detectar Pl tubulina fue: Anti Rlll-tubulin hecho en conejo
(Sigma® Ref.: 72200), dilucién 1/100.

El Anticuerpo Secundario empleado fue: Antirabbit Ig G-Alexa Fluor® 488 (Invitfrogen.
Ref.: 10680) (color verde), dilucién 1/1000.

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA CON ANTI BRDU Y ANTI CALRETININA

El protocolo llevado a cabo es semejante al primero y utilizamos el mismo tipo de

antficuerpo anti BrdU.

El segundo marcaje fue: Anficuerpo Anti Calretinina: hecho en conejo (Milipore®
AB5054), dilucion 1/200.

El Antficuerpo Secundario fue: Antirabbit Ig G-Alexa Fluor® 488 (Invitrogen. Ref.: 10680)

(color verde), dilucién 1/1000

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

la observacion y obtencién de imdgenes con microscopia confocal (Nikon Microphot-
FXA Leica TCS SPE procesadas con el software Leica Applications Suite V3.0), a un

aumento de 40x.

Se tomaron imdgenes de distintos campos de cada una de las muestras histoldgicas,
tanto de las procedentes de condiciones experimentales, con CSF-E en el cultivo, como
de los conftroles, sin CSF-E. Este proceso lo realizamos para los cuatro dobles marcajes
efectuados, BrdU con Sox2, BrdU con Doblecortina, BrdU con Blll Tubulina y BrdU con

Calretinina.
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Para el conteo de precursores y/o células que presentan doble marcaje, se evaluaron
dreas equiparables de las preparaciones “experimental” y “control” contando dreas de
superficie andloga (0,075 mm?2 aproximadamente). Fueron seleccionadas 10 u 11

imagenes de cada condicién, sin E-CSF y con E-CSF.

Con los datos obtenidos del conteo se calcularon promedio y desviacién estadndar
mediante hoja de cdiculo de Excel®. Los datos se expresan en el apartado de

“resultados” en las correspondientes tablas.

El andlisis estadistico de los datos se realizd mediante la prueba t de Student de doble
cola, comparando dos grupos diferentes, cultivo in vitro de secciones cerebrales con
presencia de CSF-E y sin él. Los datos obtenidos también se reflejan en el apartado de

resultados.

Zona subependimaria (ZSE}]  Banda Migratoria Dentada (BMD) Hilus

Figura 9. Imagen obtenida con microscopia confocal fras procedimiento de
inmunohistoquimica donde se aprecia la regién anatémica global objeto del estudio que

incluye algunas de las zonas de interés (ventriculo lateral con zona subependimaria (ZSE o

ZSVp), banda migratoria dorsal o dentada (BMD) e hilus del hipocampo).
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MATERIAL NECESARIO PARA EL CULTIVO IN VITRO DE SECCIONES DE CEREBRO
DE RATON:

1.

Agar: Preparar bacto-agar en PBS (pH 7.3-7.4) 100 ml al 3%. Esterilizar con autoclave
(hemos empleado un dispositivo modelo Autotester® M.437-G), a 120°C y 1 kg/cm?
de presidn durante 20 minutos. Infroducir después las botellas de agar en un bano a
55° si se van a utilizar en el dia; en caso contrario dejar a temperatura ambiente.
Licuar en microondas a baja potencia el dia que se vayan a utilizar y dejarlas en un
bano a 55°C.

Glucosa: Preparar glucosa al 25% en agua destilada. Filirar en campana y guardar a
4°C.

Esterilizacion con calor humedo: Esterilizar en autoclave (Autotester® M.437-G) las

pipetas Pasteur de vidrio, Ringer, agua destilada, agar, puntas pipetas, a 120°C de T¢,
1 kg/cm?2 de presidn, durante 20 minutos.

Esterilizacién con calor seco: La malla metdlica, previamente recortada, cuchillas,

bisturis, cubreobjetos y papel de aluminio, se esterilizan con calor seco a 136°C, 2
bares de presion, durante 20 minutos. Hemos empleado un dispositivo modelo
Autotester dry® M.4001728.

Arandelas de teflén: Se lavan bien con agua y jabdn, y se aclaran con agua

destilada. Posteriormente se incluyen en lejia al 25%. Se aclaran con agua destilada
estéril y se pasan a un recipiente con etanol 100% durante 24 horas. Por Ultimo, se
ponen a secar denfro de la campana de flujo laminar. Se guardan en un recipiente
estéril.

Moldes de inclusion en agar: Se lavan bien, se aclaran con agua destilada y se pasan

a un recipiente con etanol 100%. Finalmente se ponen a secar dentro de la campana
de flujo laminar y se guardan en un recipiente estéril.

Filtro estéril de nitrocelulosa de 0,8 um de grosor Milllipore®, lote RBAN41420: Recortar

los filfros en pequenos rectdngulos. Poner a hervir en agua destilada durante 2
minutos en un vaso de precipitado. Cambiar el agua y dejar hervir durante 20 minutos
mds. Pasar a una placa con PBS estéril.

Microesferas de Idtex: 5 ul de una solucién con microesferas de Idtex de 90.7 um de

didmetro, Sigma SD-91, lote 113H0487, que se incluyen en PBS o CSF-E, a 4°C, durante
24 horas.

Medios o soluciones empleadas para el cultivo:

e Hanks” Balanced Salt Solution (HBSS) + 6,5 mg/ml de glucosa (4°C).
e La glucosa se prepara previamente en solucién stock (20 ml de agua destilada

+ 5 g de glucosa). Se filira en campana y se guarda en frigorifico a 4 °C. De esta
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solucion stock se deben anadir 26 pl por cada ml de HBSS: Se pueden preparar
100 ml de HBSS y anadir 2,6 ml de la solucién stock de glucosa al 25%.
¢ Medio de culfivo: 50 ml
o Advanced Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM): 25 ml
o HBSS:12,5ml
o Horse serum: 12,5 mi
o Penicilina(P) + Estreptomicina(S): 0,5 ml
o 1 ml de solucidon stock de glucosa. Se debe de oscurecer el tubo con
papel de aluminio para evitar la luz
e Coldageno tipo | de cola rata, elaborado por Milipore®, lote 2008664: Se
resuspende 1 mg/mlen 0.1N de dcido acético y se guarda a 4°C. Posteriormente
se prepara: coldgeno/DMEM/FBS (suero bovino fetal) en proporcion 8:1:1 y se
mantiene a temperatura ambiente durante el experimento en un Eppendorf de
I ml:
o 800 pl de coldgeno
o 100 ul de suero bovino fetal (FBS)
o 100 ul de DMEN (no tocar bordes botella)

FIJADOR DE CARNOY

Debe ser preparado inmediatamente antes de su uso:

e 60 mlde etanol al 100%, elaborado por Merck EMD Millipore® corporation

e 30 ml de cloroformo, elaborado por Panreac®, lote 00000553243

e 10 ml de dcido acético glacial, elaborado por Merck EMD Millipore®
Corporation, lote 607-002-00-6

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA: MATERIAL NECESARIO
1. Solucién PBS:

e Sodio Dihidrégeno fosfato (Na H2PO4 x 2H20): 2,964 g

e DiSodio Hidrogeno Fosfato anhidro (Na2 H PO4): 11,461 g

e Agua destiliada (H20). 11 (pH 7.3)

2. Solucién Buffer Tris:
e Tris: 0,605 g

e  Cloruro sédico: 8 g
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e Acido Clorhidrico 1N (empleado hasta ajustar pH 7.3)

e Enrasar (completar) con agua destfilada hasta 11 (pH 7.3)

3. Solucién Acido Clorhidrico 2M

e Acido clorhidrico fumante: 14,568 ml

e Agua destilada hasta completar: 200 ml

4. Solucién Acido Bérico 0.1M
e Acido bérico: 1,2368 g
¢ Na OH (empleado hasta ajustar pH 8.5)

e  Enrasar (completar) con agua destfilada hasta 200 ml
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RESULTADOS

A. DESCRIPCION DE LAS REGIONES ANATOMICAS OBJETO DEL
ESTUDIO

Tras el contaje de las células positivas en las distintas inmunotinciones y en las distintas
condiciones experimentales especificadas en el Material y Métodos, los datos obtenidos
se expresan como promedio + desviacion estdndar y se representan en diagramas de

barras.

Zona subependimaria (ZSE) Banda Migratoria Dentada (BMD) Hilus

Figura 10. Descripcion anatédmica de las tres regiones ZSE o ZSVp, BMD e Hilus, en las que

se valora la actividad de los precursores neurales y se readliza el estudio
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Para una mejor interpretacion de los resultados, procedemos a valorar de forma
independiente, los precursores neurales en las fres zonas estudiadas: la primera en la
pared de la prolongacién posterior del ventriculo lateral conocida como Zona
Subventricular posterior (ZSVp) o Zona Subependimaria (ZSE), la segunda
correspondiente a la via de migracién o Banda Migratoria Dentada (BMD) y la dltima

correspondiente a la regién del Hilus del giro dentado (véase figura 10).

B. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LOS PRECURSORES
NEURALES DE LA ZONA ZISE

En cada condicién experimental hemos realizado cuatro tipos de marcaje celular: en
primer lugar, la replicaciéon celular se ha valorado por la incorporacién de BrdU al
nucleo, que es especifica de células en fase de sintesis de DNA. Este marcaje
permanece durante varios dias en el nicleo y lo empleamos como marcador de
precursores neurales indiferenciados en fase proliferativa y como trazador para las
células que derivan de dichos precursores. Para valorar el grado de migracion y
diferenciacién celular utilizaremos un marcaje combinado con BrdU y otros marcadores
como son Sox2, para precursores indiferenciados, doblecortina (DCX), para precursores
en fase migratoria; Pliltubulina, para la identificacion de precursores diferenciados de
neurona joven y calretinina, para precursores diferenciados en fase de neurona madura

(figura 11).

Las células detectadas que sélo expresan BrdU pueden ser consideradas como
precursores que se han replicado durante el periodo experimental, pero que han
perdido el estado de indiferenciacion, diferencidndose en neuronas no identificables
por los anticuerpos empleados o alternativamente en glia. Finalmente, los precursores
gue expresan Sox2, pero no estdn marcados con BrdU, suponemos que son precursores

gue no estdn en fase de replicacion activa.
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BrdU+ Sox-2

BrdU+Dcx
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BrdU+BTubulina BrdU+BTubulina

BrdU+Calretinina j \ BrdU+Calretinina /

BrdU + Sox2 BrdU + Calretinina
Marcador Precursores Marcadi':'r
indiferenciados sl
neuronal

Figura 11. llustracién de las tres regiones objeto de estudio ZSE, BMD e Hilus, en las que
mostramos los tipos de marcadores empleados para el estudio inmunohistoquimico de

la actividad de los precursores neurales. Fuente: Esquema de elaboracion propia.

C. DETALLE DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES LLEVADAS A
CABO

Podemos dividir las diferentes condiciones experimentales desarrolladas en nuestro
estudio en dos grupos, uno confrol, basado en cultivos de secciones cerebrales
coronales a nivel del giro dentado del hipocampo de ratdn adulto, en las que se
implantaron microesferas impregnadas en Bufer Fosfato Salino (PBS) en el ventriculo
lateral de la zona subependimaria (ZSE); el otro grupo experimental, basado en cultivos
de secciones cerebrales coronales a nivel del giro dentado del hipocampo de ratén
adulto en los que se implantaron, en la misma localizacién, microesferas impregnadas

en Fluido Cerebroespinal embrionario (E-CSF) de ratén de 11,5 dias de desarrollo.
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D. ESTUDIO DE LA POBLACION DE PRECURSORES NEURALES
INDIFERENCIADOS Y EN FASE DE REPLICACION EN EL COMPLEJO
ZSE-BMD-HILUS

D.1. COMPORTAMIENTO DE LOS PRECURSORES NEURALES INDIFERENCIADOS Y
EN ESTADO DE REPLICACION

En las secciones conftrol, fratadas con PBS, hemos estudiado el comportamiento de los
precursores neurales en condiciones basales (en ausencia de E-CSF), valorando si su
actividad y localizacion, justifican la existencia de un nicho de precursores neurales
localizado junto a la prolongacién posterior del ventriculo lateral (ZSE). Posteriormente,
pretendemos valorar si existe un proceso de migracién y diferenciacion de estos
precursores desde la ZSE hacia el giro dentado del hipocampo a través de la BMD.

Finalmente, valoraremos la influencia del E-CSF en esos procesos.

Nuestros resultados revelan que en las secciones confrol, existe un elevado nimero de
células con nucleo con BrdU positivo y por tanto con capacidad replicativa en la
superficie medial del extremo posterior del ventriculo lateral y tejido circundante (ZSE).
El nUmero de células con nicleo BrdU positivo disminuye en direccién a la Banda
Migratoria Dentada (BMD) y adun mds al llegar al Hilus. S6lo un reducido nUmero de estas
células, calculado en porcentaje, expresan Unicamente marcaje para BrdU sin expresar
simultdneamente Sox2, lo que sugiere que la mayor parte de las células con capacidad
replicativa detectadas en esta zona son precursores neurales indiferenciados. La
presencia de numerosas células que coexpresan BrdU y Sox2 en la ZSE apoya la
existencia de un nicho de precursores neurales indiferenciados proximo al ventriculo
lateral en la ZSE. El nUmero de células que coexpresan ambos marcadores no presenta
variaciones significativas en las tres zonas estudiadas (figura 12), sugiriendo que podria
existir un proceso de migracién de estos precursores desde la zona subependimaria
hacia el hilus y que el grado de replicacion de los precursores en la ZSE es suficiente para
gue se mantenga estable la cantidad de precursores indiferenciados a lo largo de todo
este trayecto. Estos datos también sugieren que el proceso de migracion es continuo y
gue los precursores neurales permanecen en estado indiferenciado durante el mismo,
de forma que la expansidon de la poblacién de precursores neurales tendria lugar, no
s6lo enla ZSE, sino que también tiene lugar alo largo de la ruta migratoria (BMD) e incluso

en el Hilus (figura 12). No obstante, no podemos descartar la existencia local, en cada
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una de las zonas estudiadas, de poblaciones de precursores indiferenciados en fase

proliferativa.

Expresion comarcaje BrdU + Sox_2
50
40 ) s
Figura 12. Representacion
30 gréfica de los resultados del
estudio de coexpresidn Sox2 con
20 BrdU en las secciones control
o (Media £ Desviaciéon estandar).
0
ZSE BMD Hilus
Expresion comarcaje BrdU + Sox2 en secciones control
comarcaje /
ISE BMD Hilus
zona
BrdU + Sox2 11,8+3,326 | 11,4 5,777 11,4 4,344
Valor Prueba F p >0,05

D.2. INFLUENCIA DEL E-CSF SOBRE LA POBLACION DE PRECURSORES
INDIFERENCIADOS

El tratamiento con E-CSF en la zona ventricular de las secciones de hipocampo de ratdn
induce cambios significativos en el comportamiento de los precursores neurales de la
ZSE (figura 13). En esta zona se observa que los precursores en estado proliferativo e
indiferenciado (BrdU y Sox2 positivo) se incrementan en un 105% en las secciones
fratadas con E-CSF, con respecto a las secciones control, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (véase figura 14). Respecto a la BMD enconframos un
incremento del 148% en el nUmero de células con doble marcaje (BrdU y Sox2) en las
secciones tratadas con E-CSF respecto a las secciones control, apreciando diferencias
con significaciéon estadistica. Finalmente, en el Hilus se aprecia un incremento del 104%
en el nUmero de células BrdU y Sox2 positivas, en las secciones tratadas con E-CSF

respecto a las secciones control, siendo estadisticamente significativo (figura 14).
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Estos resultados demuestran que el nUmero de progenitores neurales en estado de
replicacion e indiferenciacion en la zona estudiada es modificable por la presencia del
E-CSF y que éste, en las tres zonas estudiadas por nosotros, activa la replicacién de
precursores por encima del 100%, no obstante, este incremento inducido por E-CSF en

la poblacién de precursores indiferenciados es significativamente mayor en la BMD.

ZSE BMD Hilus

CONTROL

E-CSF

Figura 13. Imdgenes de microscopia ldser confocal de inmunomarcaje con Anticuerpo Anti-

BrdU (rojo) mds Anticuerpo Anti-Sox2 (verde).

Lasimdgenes A, By C corresponden a secciones coronales de cerebro de ratdén adulto a nivel
del hipocampo control, donde se aprecian los precursores que presentan doble marcaje
(flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados. Laimagen
A muestra la ZSE. La imagen B muestra la BMD. La imagen C muestra el Hilus. Los trazos blancos

discontinuos delimitan la regién del giro dentado en el Hilus.

Las im&genes D, Ey F corresponden a secciones coronales tratadas con E-CSF, de cerebro de
ratén adulto a nivel del hipocampo donde se aprecian los precursores que presentan doble
marcaje (flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados.
La imagen D muestra la ZSE. La imagen E muestra la BMD. La imagen F muestra el Hilus. Los

trazos blancos discontinuos delimitan la regidn del giro dentado en el Hilus.
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Expresion comarcaje BrdU + Sox_2
50 B Control
B CSF-E
40
30
20
10
]
ZSE BMD Hilus
Expresién comarcaje BrdU + Sox2
cultivo / zona ISE BMD Hilus
Control 11,8 £ 3,326 11,4*5,777 11,414,344
E-CSF 24,2+ 11,67 28,32+7,165 23,317,762
Valor p p <0,05 p <0,05 p <0,05

Figura 14. Representacién grdfica de los resultados de la coexpresidén Sox2 con BrdU bajo

la influencia de E-CSF (Media + Desviacion estdndar.)

E. ESTUDIO DE LA POBLACION DE PRECURSORES NEURALES EN
FASE MIGRATORIA

E.1. VALORACION DE LA ACTIVIDAD MIGRATORIA DE LOS PRECURSORES
NEURALES

Seguidamente procedimos a valorar los resultados de la expresion de doblecortina
(DCX), marcador de precursores neurales migratorios. En las tres zonas estudiadas,
hemos detectado la presencia de células que coexpresan BrdU y DCX. Como ya hemos

comentado, el marcaje con BrdU, que permanece largo tiempo en el nicleo, es
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considerado un trazador de las células precursoras neurales que estdn o han estado en
fase de replicacion activa. La deteccion de células con doble marcaje en las tres zonas
estudiadas sugiere la existencia de un proceso de migracién continuo de precursores
neurales entre la zona subependimaria y el Hilus a través de la BMD. Sin embargo, el
numero de células que expresan BrdU y DCX disminuye un 32% en la BMD con respecto
a la ZSE, para incrementarse un 17% en la zona del Hilus, respecto a la ZSE (figura 15).
Estos datos parecen indicar que el proceso de migracion podria no ser homogéneo y

estar enlentecido, paraddjicamente, en la BMD.

Expresién comarcaje BrdU + doblecortina

50

40

30

20 ¢32 %

- im
)

LZSE BMD Hilus

Expresion comarcaje BrdU + doblecortina

comarcaje / zona ISE BMD Hilus

BrdU + doblecortina 23 6,928 15,7 £ 6,528 27 46,744

Valor Prueba F p <0,05

Figura 15. Representacion grdfica de los resultados de la coexpresion doblecortina

(DCX) con BrdU (Media = Desviacién estandar.)

E.2. COMPORTAMIENTO DE LOS PRECURSORES NEURALES EN FASE MIGRATORIA
BAJO EL EFECTO DE E-CSF

Por otra parte, el estudio de las células que coexpresan BrdU y DCX, en las secciones

tratadas con E-CSF (figura 16y 17), revela que el E-CSF induce un incremento de células
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BrdU-DCX positivas en todas las zonas estudiadas respecto a las secciones confrol,
siendo este incremento estadisticamente significativo. Este incremento en la ZSE se
cuantifica en torno al 60%, mientras que en la BMD es de un 50% y en la zona del hilus
unos valores en forno al 50%. Estos datfos sugieren que el E-CSF es capaz de activar de
forma homogénea el proceso migratorio de los precursores neurales desde la zona ZSE

hacia el giro dentado.

ZSE BMD Hilus

CONTROL

E-CSF

Figura 16. Imdagenes de microscopia ldser confocal de inmunomarcaje Anticuerpo Anti-Brdu

(rojo) mds Anticuerpo Anti-doblecortina (DCX) (verde).

Lasimdgenes A, By C corresponden a secciones coronales de cerebro de ratén adulto a nivel
del hipocampo control donde se aprecian los precursores que presentan doble marcaje
(flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados. La

imagen A muestra la ZSE. La imagen B muestra la BMD. La imagen C muestra el Hilus.

Las imagenes D, Ey F corresponden a secciones coronales tratadas con E-CSF, de cerebro de
ratén adulto a nivel del hipocampo donde se aprecian los precursores que presentan doble
marcaje (flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados.

La imagen D muestra la ZSE. La imagen E muestra la BMD. La imagen F muestra el Hilus. Los

trazos blancos discontinuos delimitan la region del giro dentado en el Hilus.
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Expresion comarcaje BrdU + doblecortina
B Control
£0 B E-CSF
40
30
20
‘i =
o
ZSE BMD Hilus
Expresion comarcaje BrdU + doblecortina
cultivo / zona ISE BMD Hilus
Control 23 +6,928 15,7 £ 6,528 27 4,744
CSF 37 £12,364 32,317,645 47 + 5,440
Valor p p <0,05 p <0,05 p <0,05

Figura 17. Representacién grdfica de los resultados de la coexpresidon de doblecortina (DCX)

con BrdU bajo la influencia de E-CSF (Media £ Desviacion estandar.)

F. ESTUDIO DE LA POBLACION DE PRECURSORES NEURALES
DIFERENCIADOS A NEURONA JOVEN EN EL COMPLEJO ZSE-BMD-
HILUS

F.1 COMPORTAMIENTO DE LOS PRECURSORES EN ESTADO DE DIFERENCIACION
EN EL COMPLEJO NEUROGENICO

Hemos empleado la expresion de Bllitubulina, como un marcador celular de neuronas
jévenes. El comarcaje de BrdU, trazador celular, con Bllltubulina, nos permite identificar

precursores neurales que acaban de diferenciarse a neuronas. Por otra parte, las células
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Bllltubulina sin expresién de BrdU son interpretadas como células que no provienen de

precursores neurales que han estado recientemente en fase proliferativa.

Los resultados de nuestro estudio revelan la existencia de un nimero significativo de
precursores recién diferenciados a neurona joven en la ZSE, que se incrementa
progresivamente a lo largo de las otras dreas estudiadas, de forma que en la BMD se
localiza un incremento de 45% en el niUmero de células BrdU-Pllitubulina positivas con
respecto a ZSE y, en el Hilus, el incremento es de 140% mds que en ZSE (figura 18). Esto
implica que, en las zonas estudiadas, existe un proceso de neurogénesis, a partir de
precursores neurales, que se inicia en las proximidades del ventriculo, coexistiendo con
el proceso de replicacién y migracién de los precursores neurales. Este proceso de
diferenciacién neurogénica parece acentuarse durante la migracién en la BMD vy es
parficularmente activo al llegar al Hilus. Dado que en la capa subgranular del giro
dentado se ha descrito la presencia de células BrdU-Bllltubulina positivas, no tenemos
evidencia de que estos precursores que proceden de la zona subependimaria y, que se
han transformado en neuronas jévenes, se integren en la poblacidén de precursores

neurales del giro dentado.

20 Expresién comarcaje BrdU + Bllitubulina
A0
F
140%
30
20
10 tasx
0
ZSE BMD Hilus
Expresion comarcaje BrdU + Blllitubulina
comarcaje / zona ISE BMD Hilus
BrdU + Bllitubulina 11,2+ 5,055 16,3+8,014 27 £ 9,345
Valor Prueba F p <0,05

Figura 18. Representacidn grdfica de los resultados de la coexpresion Bliitubulina con BrdU

(Media + Desviacion estdndar.)
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F.2. INFLUENCIA DEL E-CSF EN LA DIFERENCIACION NEURONAL TEMPRANA DE
LOS PRECURSORES NEURALES

Para valorar la influencia del E-CSF en el proceso de diferenciacién neuronal,
comparamos el nUmero de células BrdU positivas- pllltubulina positivas en las secciones
fratadas con E-CSF con las de los controles (figura 19). Nuestros resultados demuestran
que en la ZSE hay un incremento del 140% de células con comarcaje positivo respecto
a las secciones control, en la zona BMD hay un incremento del 104% respecto a las
secciones control y, en la zona del Hilus, el incremento es del 14% respecto a las
secciones control, siendo estas diferencias de incremento estadisticamente significativos

(figura 20).

Estos datos indican, en primer lugar, que también el proceso de diferenciacién neuronall
es sensible a la accidén del E-CSF y, en segundo lugar, que la activacion inducida por el
E-CSF es mucho mayor en la ZSE y BMD que en el Hilus. Este dato se puede interpretar
como que, tanto en la ZSE como en BMD, existe una reserva de precursores neurales no
diferenciados en fase de expansidén o migracion que tiene una capacidad neurogénica
no desarrollada en condiciones fisioldgicas, mientras que en el Hilus el potencial
neurogénico estd desarrollado casi en su totalidad, puesto que la mayor parte de los

precursores llega a él en estado de diferenciacidén neuronal temprana.

CONTROL

E-CSF

48



Figura 19. Imdagenes de microscopia ldser confocal de inmunomarcaje Anticuerpo Anti-BrdU

(rojo) mds Anticuerpo Anti-Bllltubulina (verde).

Lasimdgenes A, By C corresponden a secciones coronales de cerebro de ratén adulto a nivel
del hipocampo confrol, donde se aprecian los precursores que presentan doble marcaje
(flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados. La
imagen A muestra la ZSE. La imagen B muestra la BMD. La imagen C muestra el Hilus. Los trazos

blancos discontinuos delimitan la regidn del giro dentado en el Hilus.

Lasimdgenes D, Ey F corresponden a secciones coronales tratadas con E-CSF, de cerebro de
ratdn adulto a nivel del hipocampo donde se aprecian los precursores que presentan doble
marcaje (flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados.
La imagen D muestra la ZSE. La imagen E muestra la BMD. La imagen F muestra el Hilus. Los

trazos blancos discontinuos delimitan la regidn del giro dentado en el Hilus.

Expresion camarcaje BrdU + $3tubulina
50 B control
B CSF-E
40
30
20
N -
G
LSE BMD Hilus
Expresion comarcaje BrdU + Bllitubulina
cultivo / zona ISE BMD Hilus
Control 11,2 £ 5,055 16,3+8,014 27 £ 9,345
CSF 26,9+10,15 33,3+5,677 30,8 + 6,477
Valor p p <0,05 p <0,05 p >0,05

Figura 20. Representacién grdfica de los resultados de la coexpresion Bllitubulina con BrdU

bajo la influencia de E-CSF (Media + Desviacion estdndar.)
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G. ESTUDIO DE LA INTENSIDAD DE LA EXPRESION EN EL MARCAJE
DE BIIITUBULINA

Nuestros resultados revelan notables diferencias en la intensidad de marcaje para
Bllltubulina en el citoplasma de las células con nucleo BrdU positivo, lo que sugiere que
existen diversos grados de maduracion dentro del estadio de neurona joven. En
consecuencia, hemos valorado dos tipos de células; unas, con marcaje Bllitubulina
discreto (tub +) a los que se les supone una diferenciacién reciente y, ofras, con un
marcaje Pliltubulinaintenso (tub +++) que sugiere un proceso neurogénico de mds larga

duracioén (figura 21).

En la figura 22 se aprecian diferencias en las secciones tratadas con E-CSF frente a las
secciones conftrol. En la ZSE, el nUmero de células que presenta un intenso marcaje (+++)
estd en torno al 40% del total de neuronas jévenes, mientras que en las secciones
tratadas con E-CSF, estas células representan el 78%, es decir, se incrementa en un 38%
respecto a las secciones control. En la BMD, el nUmero de células con marcaje intenso
para Pliitubulina es del 24% del total, mientras que en las secciones tratadas con E-CSF
es del 60%, con lo que se incrementa un 36% respecto a los controles. Finalmente, en el
Hilus de las secciones control el 34% presenta un marcaje infenso y en las tratadas con
E-CSF es del 63% por lo que se incrementa un 29% frente a las secciones control (figura
22).

En primer lugar, la comparaciéon del marcaje mds o menos intenso con Bllifubulina en
las secciones control indica que este proceso de maduracidn neuronal inicial de
neuronas jévenes comienza en la ZSE, pero se activa rdpidamente en BMD vy es
particularmente evidente en el Hilus. Por ofro lado, se aprecia un aumento de células
Bllltubulina +++ en la ZSE con una posterior disminucién en BMD e Hilus. Esto sugiere la no
aceleracion de la maduraciéon neuronal temprana en la ZSE y no aceleracion del paso

de neurona joven a neurona madura en BMD e Hilus.

Por ofro lado, en las secciones control hay un predominio de marcaje menos intenso (+),
especialmente en ZSE, luego tiene lugar una neurogénesis poco evolucionada. Mientras
que en secciones bajo la accién de E-CSF se invierte esta situacion y predominan
precursores con marcaje mds intenso (+++), siendo este cambio muy evidente en la ZSE
qgue pasa de un porcentaje, en cuanto ala intensidad de marcaje (+++/+), de 40%/60%
a casi 80%/20%, por lo que el E-CSF activa el proceso de neurogénesis y ademds acelera

este proceso en las neuronas recién nacidas.
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CONTROL

E-CSF

ZSE BMD Hilus

Figura 21. Imdgenes de microscopia ldser confocal de inmunomarcaje Anticuerpo Anti-BrdU
(rojo) mds Anticuerpo Anti-Bliltubulina (verde) con diferencias en la intensidad de marcaje

para Bllitubulina.

Las imdgenes A, By C corresponden a secciones coronales de cerebro de ratén adulto a nivel
del hipocampo confrol donde se aprecian los precursores que presentan doble marcaje y
con una intensidad en el marcaje habitual (flechas) y el recuadro muestra una imagen
ampliada de los precursores marcados. La imagen A muestra la ZSE. La imagen B muestra la
BMD. La imagen C muestra el Hilus. Los trazos blancos discontinuos delimitan la region del giro

dentado en el Hilus.

Las imdgenes D, Ey F corresponden a secciones coronales tratadas con E-CSF, de cerebro de
ratén adulto a nivel del hipocampo donde se aprecian los precursores que presentan doble
marcaje, pero con una intensidad en el marcaje mayor (flechas) y el recuadro muestra una
imagen ampliada de los precursores marcados. La imagen D muestra la ZSE. La imagen E
muestra la BMD. La imagen F muestra el Hilus. Los trazos blancos discontinuos delimitan la

region del giro dentado en el Hilus.
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Intensidad de la expresion marcaje Bllitubulina
B pu-tubuling +++
50
B Blurtubulina + E-CSF
a0 E-USF
30 E-CSF Cantrol
Cantregl
20 cantrol
i = i
D
ZSE BMD Hilus
% Intensidad expresion marcaje Bllitubulina +++/+
ZSE BMD Hilus
Intensidad Control E-CSF Control E-CSF Control E-CSF
Bllitubulina +++ 40% 78% 24% 60% 34% 63%
Bllitubulina + 60% 12% 76% 40% 66% 37%
Valor p p <0,05 p <0,05 p >0,05

expresidon del marcaje de Bliitubulina (Media + Desviacion estdndar.)

Figura 22. Representacion grdfica de los resultados de la mayor o menor intensidad en la

H. ESTUDIO DE LA POBLACION DE PRECURSORES NEURALES

DIFERENCIADOS A NEURONA MADURA

H.1. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD DE LOS PRECURSORES NEURALES QUE SE

DIFERENCIAN A NEURONA MADURA
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Para valorar la progresidon y maduracién neuronal del proceso neurogénico descrito en
los precursores neurales de las zonas estudiadas, hemos empleado la coexpresidon
inmunohistoquimica de calretinina, marcador de maduracién neuronal, y BrdU,
empleado como frazador del lingje celular de precursores neurales. En las secciones
control, se aprecia la presencia de células que coexpresan BrdU y calretinina a lo largo
del territorio estudiado, incluyendo ZSE, BMD e Hilus, sin diferencias significativas entre
ellas (véase figura 23), lo que indica que el inicio de la neurogénesis detectado con
Bllltubulina termina en muchos casos con una maduracién neuronal en el lugar de
origen (ZSE, BMD e Hilus), sugiriendo que las neuronas derivadas de los precursores
neurales puede madurar localmente o bien madurar en sitios distintos en el hipocampo,
por lo que podria ser un proceso de neurogénesis mds amplio que no afecta sélo al
hipocampo. Igualmente, hemos comprobado que el nUmero de células BrdU-calretinina

positivas en las tres regiones estudiadas no varia significativamente.

Expresion comarcaje BrdU + calretinina

=11
a0
30
20
" H B
O

ZSE BMD Hilus

Expresion comarcaje BrdU + calretinina

comarcaje / zona ISE BMD Hilus

BrdU + calretinina 10,7 * 3,349 10,6 £ 2,540 11,9 £ 3,832

Valor Prueba F p >0,05

Figura 23. Representacidon grdfica de los resultados de la coexpresidon calretinina con BrdU

(Media + Desviacion estdndar.)
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H.2. INFLUENCIA DEL E-CSF SOBRE LOS PRECURSORES NEURALES QUE SE
DIFERENCIAN A NEURONA MADURA

Para valorar el efecto del E-CSF en la maduracién neuronal a partir de precursores
neurales, se procedié a la inmunodeteccién de BrdU y calretinina en las secciones de
hipocampo tratadas con E-CSF (figura 24). En ellas, se observd en la un incremento del
48% de neuronas maduras con respecto a los conftroles. Este incremento aumenta al 98%
en la BMD con respecto a los confroles y se eleva hasta el 183% en el nUmero de
neuronas maduras en el Hilus de las secciones tratadas con E-CSF con respecto a los
conftroles (figura 25). Estos datos demuestran la influencia del E-CSF sobre el proceso de
neurogénesis con maduracién neuronal a partir de los precursores neurales y, al mismo
fiempo, revela que es un proceso activo en todas las zonas estudiadas y regulado, con
una alta capacidad de reserva que no se desarrolla en condiciones fisioldgicas y que

aumentaria con la proximidad al Hilus.

ZSE BMD

CONTROL

E-CSF

Figura 24. Imdagenes de microscopia ldser confocal de inmunomarcaje Anticuerpo Anti-BrdU

(rojo) mds Anticuerpo Anti-calretinina (verde).

Las imagenes A, B y C corresponden a secciones coronales de cerebro de ratén adulto a nivel
del hipocampo confrol donde se aprecian los precursores que presentan doble marcaje

(flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados. La imagen

A muestra la ZSE. La imagen B muestra la BMD. La imagen C muestra el Hilus. Los trazos blancos

54



discontinuos delimitan la regién del giro dentado en el Hilus.

Las imdgenes D, E y F corresponden a secciones coronales tratadas con E-CSF, de cerebro de
ratén adulto a nivel del hipocampo donde se aprecian los precursores que presentan doble
marcaje (flechas) y el recuadro muestra una imagen ampliada de los precursores marcados. La

imagen D muestra la ZSE. La imagen E muestra la BMD. La imagen F muestra el Hilus. Los trazos

Expresién comarcaje Brdl + calretinina
20 B cControl
B CSF-E
40
30
20
i -. .
o
LSE BND Hilus
Expresion comarcaje BrdU + calretinina
cultivo / zona ISE BMD Hilus
Control 10,7 + 3,349 10,6 2,540 11,9 + 3,832
CSF 15,9 £ 2,580 21 +4,968 33,7 £10,937
Valor p p<0,05 p<0,05 p<0,05

Figura 25. Grdficay tabla de datos sobre los resultados de la coexpresion calretinina con BrdU

bajo la influencia de E-CSF (Media + Desviacion estdndar.)

55



56



DISCUSION

La mayoria de los estudios sobre neurogénesis hipocampal, enfocan su interés en la ZSG
del Giro Dentado, describiendo su localizacion en el adulto, como un proceso restringido
a esta formacién neuronal a pesar de que, seguin la opinidn de muchos investigadores,
la baja actividad mitdtica de la ZSG en el cerebro de roedor adulto no es compatible
con la presencia de un nicho celular en sentido estricto, ya que no explicaria el
necesario proceso de autorrenovaciéon de la poblacién de precursores. En este sentido,
existe un nUmero significativo de evidencias cientificas que apoyan la contribucién de
la ZSVp (localizada en la superficie medial de la parte posterior del ventriculo lateral o
LSE) como componente del nicho hipocampal del cerebro adulto, al igual que ocurre
durante el desarrollo y etapa postnatal tardia. Sin embargo, la contribucién de la ZSVp
a la neurogénesis hipocampal en el adulto requiere de estudios que aporten evidencia

cientifica a esta hipdtesis, siendo este el principal objetivo de la presente tesis doctoral.

NUESTROS RESULTADOS APORTAN LAS SIGUIENTES EVIDENCIAS:

En el hipocampo del cerebro de ratones adultos hay una poblacion de células con
caracteristicas de “precursores neurales” aparentemente ajena a la de la ZSG. Dicha
poblacion o poblaciones presentan una localizacién multiple en la ZSVp (ZSE), en la BDM
y en el Hilus desarrollando, en las tres zonas descritas, su potencial tanto de
autorrenovacién como neurogénico con una dependencia directa del CSF embrionario.
Estos datos sugieren que esta poblacion de precursores neurales periventriculares

podria formar parte del nicho neurogénico del hipocampo.

La generacion de nuevas neuronas en el hipocampo de roedores adultos procede de
un nicho neurogénico que debe proveer a las células de las sefales adecuadas para
gue éstas sean autorrenovables, evitando asi el agotamiento del nicho, al tiempo que
activar el desarrollo de su potencial neurogénico. No obstante, hasta la fecha el
conocimiento del nicho hipocampal no es completo presentando importantes
incégnitas. Aunque es ampliamente aceptado que, en el cerebro de mamiferos
adultos, este nicho se encuentra en la ZSG del giro dentado, existen multiples estudios
gue destacan la ausencia de células con capacidad de autorrenovacidén en los

precursores de la ZSG (Kriesgtein and Alvarez-Buylla, 2009; Urban and Guillemot, 2014).
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En relacién con este hecho, y aungue determinados autores sugieren que no es
necesaria la autorrenovacion para la limitada neurogénesis hipocampal, la teoria mdas
comunmente aceptada es que la autorrenovacion es una condicidn indispensable
para el mantenimiento del nicho celular. En consecuencia, este hecho sugiere la posible
existencia de componentes adicionales del nicho del Giro Dentado en los cuales las
células precursoras se dividan activamente manteniendo y expandiendo la poblacion
(Seaberg and Van der Kooy 2002). Ademds de la ausencia de un drea de
autorregeneracion, hay otra caracteristica diferencial en el nicho de la ZSG con
respecto al otro nicho cerebral reconocido y que ha sido ampliamente estudiado como
es la ZSV, que consiste en la ausencia de contacto directo de los precursores neurales
con el LCR del ventriculo lateral, contacto que ha demostrado ejercer una gran
influencia en su comportamiento fanto en embriones como en adultos (Carnicero et al.
2013). Ambas afirmaciones, apoyan la idea de que la ZSG del giro dentado podria ser
sélo una parte del nicho neurogénico y que probablemente existan otras zonas de
replicacién intensa proximas al ventriculo lateral adyacente al hipocampo, como ocurre
en la ZSV y en el mismo hipocampo durante el desarrollo y etapa postnatal temprana.
La demostracion de esta hipdtesis permitiria establecer un modelo Unico de nicho

celular en el cerebro de los mamiferos (Gato et al. 2020).

Nuestros resultados demuestran que existe una poblacidn de precursores neurales
asociada a la pared medial y posterior del ventriculo lateral, esta poblacion presenta
un elevado indice de replicacién celular y es compatible con la existencia de un
proceso de autorrenovacion de la poblacién de precursores. Estudios previos han
demostrado que la autorrenovacién de los precursores de la ZSV depende, en gran
medida, de factores tréficos como el FGF2 y el IGF, presentes en el CSF, especialmente
durante el desarrollo (Lehtinen et al. 2011; Miyan et al. 2020; Gato et al. 2020) Por similitud
con el modelo general de nicho, es l6gico pensar que la actividad regenerativa del

nicho del hipocampo radique en células precursoras proximas al fluido intraventricular.

La existencia de una poblacidn de precursores neurales en la zona subependimaria del
ventriculo lateral posterior, posiblemente relacionada con la neurogénesis hipocampal,
ha sido previamente sugerida (Kriegstein Alvarez-Buylla, 2009; Clarke and Van Der Kooy,
2011). Esta poblacién de precursores, derivada del proceso de formacion del
hipocampo durante el desarrollo cuando el giro dentado presuntivo es colonizado por
diversas oleadas de precursores generados en la eminencia ganglidénica lateral
(Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Urban and Guillemot, 2014; Parisot et al., 2017). Hasta

la fecha este comportamiento ha sido relacionado con el desarrollo y etapa postnatal
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tardia, siendo reemplazado en el adulto por la ZSG (Brunne et al., 2010; Nicola et al.,
2015). Sin embargo, existen estudios que demuestran la presencia de precursores
neuronales en el Hilus de ratones adultos, fuera de la ZSG (Clarke and Van Der Kooy,
2011; Parisot et al., 2017) apoyando la teoria de la existencia de un nicho hipocampal

mds amplio.

Por ofro lado, la presencia de otra poblacidén de precursores neurales distinta a la
comunmente aceptada de la ZSV, en la pared lateral de la porcién posterior del
ventriculo lateral, apoya la idea de que toda la pared lateral de los ventriculos laterales
del cerebro de mamiferos adultos, podria ser un nicho comUn que genera neurogénesis

con diferentes destinos (Lehtinen and Walsh, 2011).

EXTENSION DEL NICHO PERIVENTRICULAR DEL HIPOCAMPO:
FUNCIONALIDAD DE LAS DISTINTAS AREAS.

Como ya hemos comentado, la coexpresidon de BrdU y Sox2 identifica precursores
neurales indiferenciados, la coexpresion de BrdU y DCX identifica precursores neurales
con capacidad migratoria, la coexpresion de BrdU y BllITubulina identifica precursores
neurales diferenciados a neuronas jdvenes y la coexpresion de BrdU y Calretinina

identifica neuronas maduras.

La valoracién global de nuestros resultados permite apreciar la existencia de una
notable poblacién de Precursores Neurales y sus células derivadas tanto en la ZSVp (ZSE)
como en la BDM como en el Hilus, confirmando los resultados previos (Sachewsky et al.
2014; Cuccioli et al 2014) que demuestran que en la regidén hipocampal existen
poblaciones de precursores neurales activos, distintos de los de la ZSG, implicados en un
proceso de neurogénesis que podria estar en relacidon con la regeneracién neuronal
hipocampal, no obstante esta Ultima suposicidn requiere de demostracion experimental

en ulteriores estudios.

El andlisis de los distintos grados de evolucion de los precursores neurales en las distintas
regiones estudiadas revela los siguientes datos: nuestros resultados demuestran que
existe una poblacién de precursores neurales indiferenciados homogéneamente
distribuida en las tres zonas estudiadas. A pesar de que inicialmente esperdlbamos
encontfrar una poblacidén de precursores indiferenciados preferentemente o casi
exclusivamente localizada en las proximidades de la parte posterior del ventriculo
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lateral, es decir en la ZSVp/ISE, que iria migrando y diferenciédndose en direccion al hilus,
los resultados de nuestro estudio demuestran la existencia precursores neurales

indiferenciados distribuidos por las tres zonas estudiadas, en cantidades similares.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los demds marcadores de movilidad y
diferenciacién celular, estos datos sugieren que en la regién hipocampal del ratén
adulto, existen distintas poblaciones de precursores neurales indiferenciadas y activas a
lo largo de todo el trayecto entre el ventriculo lateral y el giro dentado del hipocampo,
lo cual habla en favor de la idea de que existe un nicho neurogénico amplio, no
restringido a la ZSE, que abarca las mismas localizaciones que se han demostrado
durante el desarrollo embrionario y etapa postnatal tardia. Como ya hemos
comentado, el giro dentado del hipocampo se desarrolla como una estructura de
cardcter periventricular y es al comienzo de la etapa adulta cuando el nicho celular
adquiere unas caracteristicas aparentemente atipicas por su alejamiento y aparente
desconexion del ventriculo lateral. Esta transformacién es progresiva y segin diversos
estudios tiene lugar de forma escalonada en tres etapas (Hatami et al. 2018),
comenzando como una estructura periventricular qué ha sido descrita cédmo “matriz
proliferativa primaria” que es considerada como un "“centro organizador del cerebro en
desarrollo” neuroepitelio telencefdlico del cerebro embrionario (Grove and FuKuchi-
Shimogori 2003). Una segunda etapa, en la que estas células adquieren una capacidad
de emigracion que les permite dirigirse al primordio del hipocampo para formar el Giro
Dentado, generando una ruta de emigracién de precursores neurales conocida como
“banda migratoria dentada” (BDM), que forma la “matriz proliferativa secundaria”. En
la tercera etapa, cuando las células de la matriz secundaria alcanzan la fisura
hipocampal se acumulan en esta region formando la “matriz proliferativa terciaria” al
fiempo que las matrices primaria y secundaria van desapareciendo progresivamente
(Del Rio et al. 1997; Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009; Sugiyama et al 2014; Hatami et al.
2018). Nuestros resultados sugieren que este proceso de regresidon de las matrices
celulares primaria y secundaria, que implica el aislamiento del nicho celular del enfrono
periventricular, no tiene lugar o no es completo de forma que la emigracién que origina
la matriz celular secundaria dejaria un numero suficiente de precursores neurales
indiferenciados desde la ZSVp hasta el hilus del hipocampo que podrian jugar el papel
reservorio del nicho hipocampal con capacidad de autorregeneracion. Esto sugiere
que, durante el desarrollo del hipocampo, las migraciones de distintas oleadas de
precursores desde las proximidades del ventriculo lateral hacia el giro dentado podrian
dejar establecidas distintas poblaciones celulares que en el adulto tendrian una

funcionalidad diferenciada (Cuccioli et al. 2014). Estos datos rebaten la teoria de nicho
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hipocampal Unico radicado en la ZSG y apoyan la existencia de un nicho mucho mds
amplio que se extiende desde la ZSVp o ZSE hasta el Giro dentado. Nuestros resultados
apoyan la hipétesis de que, dentro de este concepto de nicho neurogénico ampliado,
el proceso de replicacion y autorregeneracién de los precursores neurales, podria

radicar mayoritariamente en su porcién periventricular.

Como ya hemos comentado, la adquisicion de capacidad migratoria por los
precursores neurales fue valorada por la expresion de doblecortina (DCX). Hemos
comprobado la presencia de un nimero significativo de células que coexpresan Brdu y
DCX tanto enla ZSE como enla BDM y el Hilus, lo que sugiere que los precursores neurales
en estas regiones sufren un proceso de migracién continuo que permitiia la
incorporacién de precursores dese la ZSVp hacia el giro dentado. Esta migracion parece
tenerlugar a fravés de una banda de tejido especifico conocida como Band migratoria
Dentada (BDM) descrita por Parisot et al., 2017 de forma similar a la migraciéon que
ocurre en la banda migratoria rostral en la regién subventricular del bulbo olfatorio o
denfro de giro dentado enfre la ZSG y la ZG (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Nicola
et al., 2015).

Sin embargo, la valoracién local de las células que coexpresan BrdU y DCX demuestra
que la distribucién regional no es homogénea, de forma que tomando como referencia
la ZSVp (ZSE), se aprecia una disminucidn significativa en la DSM para sufrir luego un gran
incremento en la zona del hilus. Estos datos indican que el proceso de migracién podria

no ser homogéneo presentando, paraddjicamente, menos intensidad en la BMD.

En principio si los precursores neurales detectados en las distintas zonas fueran parte del
mismo grupo celular, con una dindmica de diferenciacion progresiva en direccion al
hilus, deberiomos observar un incremento progresivo de células con capacidad
migratoria. Estos datos podrian revelar la existencia de una migracién parcial de los
precursores DCX positivos desde la ZSVp hacia otros destinos diferentes del Hilus como
se sugiere en trabajos previos (Cuccioli et al. 2015). O bien podrian ser reflejo de la
existencia de nichos regionales independientes con diferente grado de actividad

incluida la migratoria.

Los mecanismos implicados en los procesos de emigracion de los precursores neurales
cerebrales para alcanzar su destino final permanecen sin aclarar en la actualidad, no
obstante, cabe destacar el trabajo de Sawamoto et al., 2006 quienes describieron en la
ISV el papel quimiotactico de determinadas moléculas solubles del Fluido

Cerebroespinal que mediante mecanismos de gradiente, juegan un papel clave en la
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activacion y guia de los precursores neurales hacia el bulbo olfatorio a través de la
banda migratoria dorsal. Por ofro lado, durante el desarrollo del hipocampo, se ha
demostrado el papel que juegan las cédulas de la guia radial con sus prolongaciones
dpico-basales en la guia de los precursores neurales en sus distintas oleadas hacia el
primordio del giro dentado ((Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Xu et al. 2015; Hatami
et al. 2018) de forma similar a como ocurre en la formacién de la corteza cerebral
(Kaneko et al. 2010). Un estudio detallado de la presencia y disposicién de la glia radial
en estas regiones podria contribuir de forma fundamental en la aclaraciéon de este

mecanismo.

NEUROGENESIS

La coexpresion de BrdU vy Pl tubulina en las zonas estudiadas, nos permite evaluar el
comienzo del proceso de neurogénesis a partir de precursores neurales. Nuestros
resultados muestran varios datos interesantes. En primer lugar, que existe neurogénesis
temprana en las tres zonas estudiadas ZSE, BMD e Hilus y no solo en el Hilus como cabria
esperar por ser la zona mds cercana al giro dentado. Este hecho habla en favor de la
existencia de poblaciones locales de precursores neurales con comportamiento
independiente. En segundo lugar, hemos podido demostrar un incremento progresivo
en el niUmero de nuevas neuronas en direccidn ventriculo- giro dentado sugiriendo que
a pesar de que las tres regiones tienen capacidad neurogénica, podria existir un
incremento de los estimulos que activan la neurogénesis segun aumenta la proximidad
al giro dentado. En relacién con este dato, Una de las principales moléculas
relacionadas con el proceso de activacion de la neurogénesis en precursores
neuronales en cerebro tanto embrionario como adulto es el Acido Retinoico, que ha
demostrado actuar por gradiente de concentracion (Gato et al., 2005; Martin et al.,
2009; Maia et al., 2011; Alonso et al., 2014; Stoney et al., 2016). En este sentido ha sido
descrita la expresion del enzima retinaldehido deshidrogenasa fipo 2 (RALD2), necesario
para la sintesis de Acido Retinoico a partir de su precursor el Retinol, en las meninges
situadas inmediatamente por debajo de la BMD (Fragoso et al., 2012), lo cual podria
contribuir a la creaciéon de un gradiente creciente de Acido Retinoico en direccion al
giro dentado. Finalmente, hemos cuantificado la cantidad de Blll tubulina que expresan
las neuronas jévenes en su citoplasma, comprobando que existen diferencias notables
en funcién de la zona estudiada y a pesar de que en las tres zonas es mayoritaria la
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presencia de precursores con baja expresidon de Tubulina, el nUmero de precursores con
alto nivel de expresion de tubulina se va incrementando porcentualmente al
aproximarnos al Hilus. Este dato puede interpretarse como la existencia de una
aceleracion en el proceso de maduracién neuronal concomitante con la emigracion
desde la ZSVp (ZSE) hacia el hilus que podria estar relacionado con el mecanismo

anteriormente expuesto.

El hecho de que exista neurogénesis a partir de precursores neurales en la ZSVp o en la
BMD, indica que al menos una parte de los precursores han comenzado el proceso de
diferenciacién neuronal, in situ, sugiriendo que en la proximidad del ventriculo existen
estimulos neurogénicos probablemente derivados del CSF o de las meninges
adyacentes a la BMD (McCaffery et al. 2006; Alonso et al. 2014). Estos datos dejan
abierta la posibilidad de que se trate de un nicho polivalente, cuya capacidad
neurogénica no estd solamente relacionada con el giro dentado del hipocampo,
pudiendo generar nuevas neuronas con otros destinos no conocidos al igual que ocurre
en la zona subventricular donde las neuronas generadas, no sélo emigran por la banda
migratoria rostral hacia el bulbo olfatorio, sino que también lo hacen a fravés del
estriatum hacia dreas corticales como es el caso de las lesiones por isquemia (Liang et
al 2019).

La coexpresidn de BrdU y Calretinina indica la transformacién de los precursores neurales
en neuronas maduras, demuestra la capacidad del nicho para generar un proceso
neurogénico completo capaz de concluir en una neurorregeneracion. Nuestros
resultados demuestran que este proceso de maduracion neuronal tiene lugar de forma
difusa y homogénea en todas las zonas estudiadas, sugiriendo que todas ellas forman
parte de un nicho neurogénico Unico y amplio que permanece activo en el cerebro de
roedores adultos perpetuando las capacidades desarrolladas durante la etapa
embrionaria, fetal y postnatal temprana. No obstante, no podemos establecer cudl es
el destino y significado funcional de estas nuevas neuronas, que pueden estar en
consonancia con los tfrabajos de Clarke and Van Der Kooy, 2011; Sachewsky et al., 2014

y Yamada et al., 2015 y dejan abierto este campo a futuras investigaciones.
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RESPUESTA DEL NICHO AL CSF EMBRIONARIO

El dato mds destacable de nuestros resultados es la demostracién de que el CSF
embrionario es capaz de modificar el patrén de comportamiento del nicho asociado all
giro dentado del hipocampo incluyendo la ZSVp (ZSE), la BMD vy el Hilus. En todos los
casos, el CSF embrionario ha demostrado ejercer un significativo incremento en la
actividad del nicho que se traduce finalmente en un incremento de la neurogénesis. No
obstante hemos detectado variaciones regionales significativas en las distintas etapas
de activacién de los precursores neurales de forma que la actividad de replicacion de
los precursores se incrementa de forma casi homogénea en la tres regiones estudiadas,
el potencial migratorio se incrementa en mayor medida en la BMD y en el hilus, la
neurogénesis temprana esta significativamente elevada en la ZSVp (ZSE) y en la BMD
(presentando ademds una mayor concentracién de Bl tubulina intracitopldsmical),
finalmente, por el contrario, la maduracion neuronal medida por la expresidn de

Cadlretining, estd significativamente mds incrementada en el Hilus.

Un factor clave para demostrar la existencia de un modelo Unico de nicho celular, es
demostrar su dependencia de los factores tréficos presentes en el CSF, como reflejo de
su relacién con el ventriculo lateral (revision nuestra de 2020). Estudios previos han
demostrado lainfluencia del CSF sobre el nicho de la ZSV (Zappaterra and Lehtinen 2012)
y nuestro grupo ha demostrado recientemente laintensa respuesta neurogénica de este
nicho frente al CSF de etapas embrionarias fempranas (Carnicero et al. 2013; Alonso et
al. 2017). En consecuencia, una parte de nuestro estudio se ha orientado a comprobar
si la supuesta extension periventricular del nicho hipocampal responde con activaciéon

de la neurogénesis al tratamiento con CSF embrionario.

Nuestros resultados demuestran que la presencia de CSF-E incrementa en mds del 100%
el niUmero de precursores neurales indiferenciados con respecto a los controles. Este
incremento se produce en las tres zonas estudiadas, sugiriendo infensamente que toda
la poblacién de precursores del hipocampo adulto, ajenos a los de la ZSG, tienen un
origen periventricular y mantienen su capacidad de respuesta al CSFy es especialmente
interesante que mantienen la capacidad de respuesta a un tipo de CSF, caracteristico
de las etapas tempranas del desarrollo. Este hecho estd en consonancia con la teoria
de que los precursores neurales cerebrales forman una estirpe celular Unica que

evoluciona a lo largo de la vida del individuo evolucionando desde las células
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neuroepiteliales del embrién hacia las células de la glia radial en el feto hasta los

astrocitos modificados en el adulto (Lehtinen et al 2011)

La respuesta del nicho de células progenitoras del hipocampo adulto a la accion del
CSF-E provoca un incremento de la proliferacion, pero manteniendo el cardcter
indiferenciado de los precursores en un porcentaje alto, esto confirma las propiedades
de este fluido como agente mitogénico implicado en los procesos de

autorregeneraciéon de los precursores neurales (Alonso et al 2018; Gato et al 2014y 2020).

Respecto a los mecanismos por los que el CSF embrionario es capaz de regular esta
influencia sobre los precursores neurales, podemos decir que este fluido emlbrionario
tiene una compleja composicidn que varia sustancialmente desde el embrién hasta el
adulto (Gato et al., 2004 y 2020; Zappaterra et al., 2007; Miyan et al 2020), en el que se
han identificado factores mitogénicos como el FGF2 (Miyan et al., 2003; Chechneva et
al., 2005; Martin et al., 2006; Lamus et al. 2020), o el IGF (Lehtinen et al., 2011; Ziegler et
al., 2015) no obstante muchos factores tréficos del CSF embrionario permanecen sin

identificar.

Nuestros resultados demuestran que, al tiempo que incrementan la replicacion de los
precursores neurales provocando una expansidon de la poblacién de estas células,
activa la diferenciacién, lo que conduce a un incremento de la neurogénesis (Lehtinen
et al., 2011; Zappaterra and Lehtinen, 2012; Perez-Alcazar et al., 2016). Esta actividad
neurogénica inducida por el CSF embrionario ha sido puesta en relacién con el Acido
Retinoico (Parada et al., 2008; Alonso et al., 2011; Carnicero et al 2013; Chang et al.
2016), de forma que esta molécula estd presente en el CSF embrionario y actuaria como
un factor neurogénico de difusidon en gradiente, al tiempo que la molécula precursora
del Acido Retinoico, el Retfinol y la Retinol binding Protein responsable de la
internalizacién del retinol en las células que expresan Retinaldehido deshidrogenasas,
que son las responsables de la sintesis del Acido Retinoico y que tienen una localizacién
concreta en el istmo mesencéfalo rombencéfalo en el embridn y en las meninges que
subyacen a la BMD en el adulto (Alonso et al 2014; Goodman et al. 2012). Estos datos
sugieren que la produccién local de un gradiente de Acido Retinoico en el nicho del

hipocampo adulto, podria ser un mecanismo clave en la regulacién de la neurogénesis.
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CONCLUSIONES

1. En ratones adultos, existe una poblacidn de precursores neurales en el entorno

del hipocampo, ajenos a la ZSG.
2. Estos precursores se localizan tanto en la ZSVp (ZSE) como en la BMD y en el hilus.

3. En las tres zonas descritas hemos detectado precursores indiferenciados,

precursores con capacidad migratoria, y con actividad neurogénica.

4. El patrén de distribucién deferencial de la expresidén de los marcadores de
maduracién neuronal sugiere la persistencia de un proceso de emigraciéon y
maduracién neurogénico desde las proximidades del ventriculo lateral hacia el

Giro Dentado del Hipocampo, tal y como ocurre en el periodo embrionario.

5. Nuestros resultados sugieren la persistencia, en el adulto, de un nicho
neurogénico amplio que incluye una regién periventricular de autorrenovaciéon
de la poblacién de precursores, una via de emigracién y una diferenciacion y
maduracién neuronal en el giro dentado. Estos datos unificarian el concepto de

nicho neurogénico cerebral en mamiferos adulto.

6. No podemos descartar que la zona periventricular del nicho contribuya a

generar neuronas en ofras localizaciones diferentes al giro dentado.

7. La actividad autorregenerativa y neurogénica del nicho responde a la influencia

activadora del CSF embrionario.

8. Este estudio sugiere la posibilidad de activar la neurogénesis hipocampal en
procesos degenerativos, empleando factores del CSF embrionario como

herramienta terapéutica.
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