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RESUMEN

El Fluido Cerebroespinal Embrionario (CSF-E) desempefia un papel clave en la
regulacion del comportamiento neuroepitelial de las células precursoras y durante el
desarrollo temprano del cerebro, suministrando sefiales biol6gicas de activacion de la
replicacion de los precursores neuroepiteliales y de la neurogénesis, e induce
especificamente la supervivencia de las células neuroepiteliales. EI CSF-E es un
liquido complejo que incluye, entre otros componentes proteicos, varios tipos de
apolipoproteinas. En roedores se encuentran, Apo B, Apo Al, Apo AlV, Apo E 'y Apo M.
Hemos estudiado el patrén de expresion de las apolipoproteinas arriba mencionadas,
detectando su presencia en la cavidad cerebral y en el neuroepitelio de embriones de
raton de estadios tempranos del desarrollo. La presencia de estas apolipoproteinas en
las células neuroepiteliales, con patrones de expresion regulados temporal y
espacialmente, sugieren la existencia de mecanismos especificos de control y un
proceso de sintesis y secrecion apical por parte de las células neuroepiteliales. Al ser
Apo B 48/100 la apolipoproteina mayoritaria nos hemos centrado en su estudio v,
mediante el uso de un sistema de cultivo organotipico para neuroepitelio, se muestra
gue el inmunobloqueo de Apo B 48/100 en el CSF-E de ratdén induce un exceso de
células apoptéticas en el neuroepitelio. Estos datos se confirmaron con el estudio del
neuroepitelio de embriones de ratones knock-out para Apo B-100, que también
mostraron un aumento significativo de células apoptoticas en el neuroepitelio cerebral
en comparacion con los wildtype. Nuestros resultados sugieren una implicacién directa
del CSF-E-Apo B en la supervivencia de los progenitores neuroepiteliales
posiblemente a través de la regulacién del estrés oxidativo. Estos datos podrian ser
relevantes, no solo como un mecanismo fisiolégico de control del comportamiento de
los precursores neuroepiteliales sino también como base para futuras estrategias de

control de procesos neurodegenerativos.
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INTRODUCCION

1. DESARROLLO TEMPRANO DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL.

El origen ontogénico de la estructura mas compleja e importante de nuestro organismo
tiene lugar en las fases mas tempranas del desarrollo, cuando la notocorda induce un
engrosamiento de la parte central del ectodermo que se conoce como placa neural.
Seguidamente esta estructura va a sufrir una compleja serie de transformaciones que se
conocen en su conjunto como neurulacién y que conducen a la formaciéon del tubo

neural, del que derivan el encéfalo y la médula espinal.

Por lo tanto en términos generales podemos decir que el SNC es uno de los principales
derivados ectodérmicos. A continuacion se muestra un esquema de los principales

derivados de la capa germinativa ectodérmica.

Ectodermo
superficial
(Epidermis)

Sistema nervioso—— Ceélulas de Schwann

periférico
Células neurogliales
Médula

Ectodermo | Cresta Neural ~suprarrenal Sistema nervioso

simpatico

Melanocitos
Sistema nervioso

Cartilago Facial ~ |_ parasimpitico

Dentina del diente

Tubo
neural

Fig. 1. Principales derivados de la capa germinativa ectodérmica.
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1.1. FORMACION DEL TUBO NEURAL: NEURULACION.

Desde el punto de vista morfolégico el proceso de neurulacién consiste en la transicion
desde una estructura plana, o bidimensional como es la placa neural, a una estructura
tubular tridimensional cuya morfologia se va complicando progresivamente. Todo ello en
base a una compleja combinacion de movimientos morfogenéticos de una hoja epitelial
pseudoestratificada formada por una Unica capa de células conocida como neuroepitelio y
gue rodea a una gran cavidad repleta de lo que conocemos como Fluido Cerebroespinal
Embrionario (CSF-E).

Dentro de la neurulacion distinguimos dos procesos bien diferenciados:

» neurulacion primaria, afecta a la mayor parte del SNC en especies superiores y
reproduce el esquema comentado de transicion de placa neural a tubo neural por

plegamiento e invaginacion.

» neurulacion secundaria, afecta a la parte posterior del SNC y se produce por la
condensacién de células mesenquimaticas que forman un cordén sdlido que
posteriormente se cavita. En mamiferos, la neurulacién secundaria afecta al
extremo posterior de la médula espinal (Schoenwolf y Desmond, 1984 a, b;
Nievelstein et al., 1993).

El proceso de neurulacion primaria es similar en anfibios, aves y mamiferos (Gallera,
1971). En el raton, alrededor de los 8.5 dias de desarrollo, los bordes del extremo anterior
de la placa neural aumentan de grosor y se elevan, para formar los denominados pliegues
neurales, apareciendo como consecuencia un surco con forma de U en el centro de la
placa, denominado surco neural. Los pliegues neurales se aproximan hacia la linea media
del embrién estableciendo puntos de contacto o fusién, segin un patron previamente
establecido, que varia con cada especie y determina la localizacién de los defectos de
cierre mas frecuentes. La fusion de los margenes de los pliegues neurales implica también
la fusion del ectodermo de superficie, finalizando el proceso con la independizacién de
ambas estructuras de forma que el ectodermo de superficie recupera su integridad y el
neuroepitelio se transforma en un tubo internalizado en el mesénquima embrionario
(Golden y Chernoff, 1993; Van Allen et al., 1993).

La neurulacion primaria, por lo tanto, puede dividirse en cuatro estadios diferentes pero
solapados de manera espacial y temporal (Smith y Schoenwolf, 1997; Colas y Schoenwolf,

2001), como se representa en la figura 2:
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Placa neural
- Flaca al Crosta

- o noural
1&@ 1. Formacion de la placa neural, es una
R e 2 * Epidermis
l placa alargada y engrosada del ectodermo,
ubicada en la linea media de la superficie

dorsal.

2. Elevacion de los bordes de la placa neural
que da origen al pliegue neural.

3. Plegamiento de los pliegues neurales para
formar el surco neural y las crestas

neurales.

4. Aproximacion, contacto y fusion de los
pliegues neurales que progresa en sentido
craneal y caudal hasta formar los
neuroporos anterior y posterior con cuyo

cierre concluye la neurulacion primaria.

( & ?’ Fig.2. Formacién del tubo neural (Neurulacion primaria).
X Mof:: ane Dibujos segin Smith y Schoenwolf, 1997. Imagen
- tomada y modificada de Gilbert, 2005.

1.2. DIFERENCIACION DEL TUBO NEURAL.

A partir de la conclusién de la neurulacion, en una estructura relativamente simple como es
el tubo neural, se desarrollan una serie de mecanismos complejos, que tienden a
establecer identidades regionales que marcan de una forma u otra las distintas porciones

del encéfalo.

De una forma esquematica podemos decir que la diferenciacion y regionalizaciéon del tubo
neural se produce simultineamente de tres modos diferentes. A nivel morfoldgico, el tubo

neural y su cavidad presentan zonas que sobresalen y se estrechan formando las tres

3
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partes béasicas del cerebro, a nivel tisular las poblaciones celulares dentro de la pared del
tubo neural se reorganizan para formar las diferentes regiones funcionales del cerebro y la
médula espinal, por ultimo a nivel celular, las células neuroepiteliales se diferencian en
diversos tipos de células nerviosas (neuronas) y de sostén (glia). Estos procesos implican
la simultanea e interdependiente accion de diversos mecanismos de desarrollo, incluyendo
el establecimiento de los patrones de posicién, la morfogénesis e histogénesis. Estos
mecanismos estan regulados por factores de transcripcion asi como por moléculas
difusibles, como factores de crecimiento y morfégenos, entre los que destacan
especialmente el papel de los genes Hox asociados a los procesos de segmentacion
(Wolpert et al., 2010; Gilbert, 2005).

Fig. 3. Seccién Sagital Medial de un embrién de pollo de 23 HH.

1.3. VESICULACION DEL TUBO NERVIOSO.

Uno de los procesos mas llamativos que tiene lugar en el esbozo del cerebro embrionario
es el proceso de regionalizacibn morfolégica conocido como vesiculacion cerebral, de
forma que el tubo neural adquiere una morfologia vesicular conformando las distintas
partes del encéfalo adulto, cerebro anterior o prosencéfalo, cerebro medio o mesencéfalo
y cerebro posterior o rombencéfalo, y encierra una gran cavidad interna que contiene el

liguido cefalorraquideo embrionario o fluido cerebroespinal embrionario (CSF-E).

A medida que el desarrollo continla, estas tres vesiculas primarias pro, mesen y
rombencéfalo evolucionan hacia las denominadas vesiculas secundarias, de manera que
el prosencéfalo se subdivide en el telencéfalo en una posicion craneal y el diencéfalo

més caudal. El telencéfalo finalmente formard los hemisferios cerebrales y el diencéfalo

4
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formara las regiones cerebrales talamica e hipotalamica. EI mesencéfalo no se subdivide y
su cavidad finalmente se convierte en el acueducto cerebral. El rombencéfalo se subdivide

en el metencéfalo en una posicion anterior y en el mielencéfalo en una posterior.

Vesiculas Primarias-3 Vesiculas Secundarias-5 Derivados

Hipocampo
Cerebro

Epitalamo
Diencéfalo —— 4 Talamo
Hipotélamo
Mesencéfalo )
— CETEbro Medio

Cerebelo

Lébulos Olfatorios
Prosencéfald e Telencéfalo

Metencéfalo

Rombencéfalo Médula

N

Mielencéfalo

Fig.4. Diagrama de las vesiculas cerebrales y algunos de sus derivados en el adulto. Las tres
vesiculas han sido coloreadas en tres colores diferentes para observar sus derivados. El tubo se
diferencia en cinco regiones bésicas que formardn todo el cerebro adulto. (Imagen tomada y
modificada de Gato y Desmond, 2009).

Simultaneamente a la diferenciacion morfoldgica, el cerebro embrionario sufre un
dramatico proceso expansivo que comienza con el cierre del tubo nervioso (Schoenwolf y
Desmond, 1984 a, b). Se ha descrito que en este momento, el incremento en volumen del
cerebro embrionario es tan rapido que en embriones de pollo aumenta 30 veces su
volumen en 48 horas. Sin embargo este crecimiento no es uniforme, variando entre las
diferentes vesiculas cerebrales y también en funciébn de la especie, ya que se ha
observado que el crecimiento especifico de algunas vesiculas estd relacionado con la
especie (por ejemplo mesencéfalo en aves y telencéfalo en mamiferos) (Desmond y O’
Rahilly, 1981; De Paz, 1999; Levitan y Desmond, 2009), esto sugiere una regulacion

filogenética y ontogénica del proceso.

Durante este proceso, el neuroepitelio crece por proliferacion celular, mientras que los
ventriculos se expanden por efecto de la presion hidrostatica positiva, creada por el fluido
alojado en el interior de las cavidades. EI CSF juega un papel importante en la
coordinacién de ambos mecanismos. (Gato et al., 1993; Alonso et al., 1998, 1999, 2000;
Gato et al., 2005; Gato y Desmond, 2009).
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A pesar de que la presion del fluido intracavitario cerebral ha sido descrita como la fuerza
conductora de la expansion del cerebro embrionario, existe una etapa transitoria en la que
se produce la expansion de los ventriculos sin que el neuroporo posterior esté cerrado, lo
cual impediria la creacion de dicha presién por pérdida de estanqueidad. Investigaciones
llevadas a cabo en embriones de pollo han demostrado que este tubo se encuentra
cerrado transitoriamente, en una region situada a nivel del corazén. Esta oclusién
transitoria comienza en el estadio 11 HH y termina en el estadio 14+ HH (Schoenwolf y
Desmond, 1986), coincidiendo con la finalizacién de la neurulacion (Desmond y Field,
1992). Experimentos recientes, realizados por Levitan y Desmond (2009), corroboran que
el comienzo de la expansién cerebral es directamente dependiente de la oclusiéon de esta
zona. Aunque esta oclusion Unicamente ha sido demostrada experimentalmente en pollo,
también ha sido descrita desde el punto de vista morfolégico en humano, rata, raton y
salamandra (Freeman, 1972; Desmond, 1982; Desmond y Schoenwolf, 1985, 1986;
Schoenwolf y Desmond, 1984a, b, 1986; Desmond y Field, 1992). Dicha oclusién requiere
de mensajeros secundarios como el Ca?*, calmodulina, AMPc y n-Cadherinas (Gato y
Desmond, 2009; Desmond et al., 1993, Schoenwolf y Desmond, 1984 a; LaConti et al.,
2004).

En la siguiente imagen se puede observar el desarrollo temprano del cerebro de
vertebrados:

Mesencéfalo

Rombencéfalo

- Metencéfalo

Mesencéfalo

Prosencéfalo

Prosencéfalo ~Médula espinal

- Diencéfalo

Fig.5. Desarrollo temprano del cerebro de vertebrados. La primera imagen corresponde
aproximadamente al estadio de 9 dias en raton y la segunda a un estadio entre 11.5-12 dias.

1.4. ESTRUCTURA DEL TEJIDO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

A pesar de que la organizacion histologica y funcional del encéfalo en los vertebrados
superiores es un ejemplo de complejidad estructural, en las etapas embrionarias en las que
se desarrolla este estudio, la estructura del esbozo del SNC es mucho mas simple y como

ya hemos comentado se basa en una pared epitelial conocida como neuroepitelio.
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Inicialmente el neuroepitelio estd formado por precursores neurales conocidos como
células neuroepiteliales, que cumplen los dos requisitos de células progenitoras o madre,
capacidad de autorrenovacion y multipotencialidad, que esta restringida a las células
del sistema nervioso incluyendo los distintos tipos de neuronas y macroglia. La
estructuracion histolégica de estas células, es la de un epitelio pseudoestratificado en el
que, al menos inicialmente, todas las células mantienen contacto tanto con la superficie

apical como con la basal.

Un hecho llamativo es que los nucleos de estas células se localizan a diferentes alturas,
dando la sensacién de ser un epitelio estratificado (Sauer, 1935). Esta apariencia
histolégica se debe a un proceso migratorio nuclear muy caracteristico que se conoce
como “Migracién Nuclear Intercinética”, que hace que los nucleos de las células se
muevan en direccion apical, dentro del citoplasma celular, a medida que entran en las
distintas fases del ciclo celular, de manera que durante la Fase S (sintesis de DNA) el
ndcleo se encuentra en la superficie externa o basal del tubo neural y migra hacia la
cavidad a medida que avanza el ciclo celular (ver figura 6). Por lo tanto las mitosis se

producen en la superficie apical o luminal del neuroepitelio (Gilbert, 2006).

Este proceso refleja la intensa actividad mit6tica de estas células que, valorada mediante la
incorporacion de BrdU, hace que en tan solo 1 hora practicamente la mitad de todos los
precursores neuronales hayan iniciado un ciclo celular (Gato y Desmond, 2009).

G1 S Gz M Gl

Fig.6. Seccién del tubo neural, que muestra la posicion del nacleo en una célula neuroepitelial en
funcién de la fase del ciclo celular en la que se encuentre.

Diversos estudios sugieren que, en cada célula precursora, este ciclo mitotico se repite un
determinado numero de veces hasta que la célula sale del ciclo celular para entrar en un

proceso de diferenciacion. Segun estudios recientes la salida del ciclo mitético hacia la
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diferenciacion se debe a un reparto desigual de determinadas proteinas (Notch 1 y Numb)
en el citoplasma celular durante la division mitotica (Wolpert et al., 2010).

Como hemos comentado, la totipotencialidad de estos precursores permite su
diferenciacién tanto en sentido neuronal como glial, no obstante a lo largo de una buena
parte del periodo embriogenético, esta diferenciacién se orienta exclusivamente en sentido
neuronal (Panchision y McKay, 2002).

La diferenciacién celular en el tubo neural comienza en la region del mesencéfalo,
inmediatamente después de la fusion de los pliegues neurales occipitocervical y prosigue

en direccién craneal y caudal a medida que el tubo se cierra.
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Fig.7. En la imagen se observa como las células neuroepiteliales del tubo neural primitivo se alargan
inmediatamente antes de la mitosis. En primer lugar se forman los neuroblastos, que acaban
convirtiéndose en las neuronas del sistema nervioso central. A medida que se forman las neuronas, el
tubo neural se estratifica en una capa ventricular (adyacente al canal neural), una capa del manto (que
contiene los somas neuronales) y una capa marginal (que contiene las fibras nerviosas). Por mitosis y
diferenciacién se forman los glioblastos, que forman los diversos tipos de células de sostén del sistema
nervioso central. (Imagen tomada y modifica de Embriologia humana. William J. Larsen. 32 edicién).

Al final del periodo embriogenético la capa neuroepitelial comienza a producir glioblastos,
estas células se diferencian en diferentes tipos de células gliales, entre ellas astrocitos y
oligodendrocitos. La glia proporciona sostén metabdlico y estructural a las neuronas del
sistema nervioso central. Por Ultimo, la capa neuroepitelial se diferencia in situ para
producir células ependimarias especializadas que revisten los ventriculos cerebrales y el
canal central de la médula espinal. El epitelio que recubre los plexos coroideos es el
responsable de la produccion del liquido cefalorraquideo, que ocupa los ventriculos
cerebrales, el canal central de la médula espinal y el espacio subaracnoideo que rodea al
sistema nervioso central y proporciona una cubierta liquida que protege y sustenta al
encéfalo (William, 2003).
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El establecimiento de identidades posicionales y el comportamiento celular depende
de la accion combinada y secuencial de distintos factores y morfégenos.

De hecho la identidad posicional a lo largo del eje anteroposterior esta mediada, al
menos en parte, por FGF-8, Wnt y ligandos de la familia del retinoico, mientras que la del
eje dorsoventral se sabe que estd determinada por las acciones antagonistas del
BMP/TGFB y el SHH (Panchision y McKay, 2002), incluso se ha relacionado con factores
fisicos como la presion intracavitaria en el cerebro (Desmond et al., 2005; Martin et al.,
2006).

Respecto a los factores que regulan la replicacion de las células neuroepiteliales en estos
estadios, la teoria mas aceptada es que existen dos poblaciones de células madre en el
neuroepitelio. Una de aparicion mas temprana, cuyo proceso de replicacion depende de la
accion del FGF-2 y otra de aparicién mas tardia, cuyo proceso de replicacion depende de
la accion del EGF (Tropepe et al., 1999; Martin et al., 2006).

NEUROEPITELIO
LI I 0 W T 1 O A I I I
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Fig.8. Proceso de replicacion y diferenciaciéon de las dos poblaciones de células madre
dependientes de la accion del FGF2 y EGF.

Como acabamos de comentar, el FGF-2 es considerado el principal factor mitogénico en
los precursores neuroepiteliales en fases tempranas del desarrollo. La familia de los FGFs
estd compuesta hasta el momento por mas de 23 miembros. Son multifuncionales y se ha
demostrado su influencia en la migracién celular, el neurotrofismo y la diferenciacion
celular entre otras muchas acciones (Burgess y Maciag, 1989; Galzie et al., 1997; Naski y
Ornitz, 1998; Carnicero et al., 2001).
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Los FGFs, ademés de estar implicados en multitud de procesos fisiol6gicos
(neovascularizacion y reparacion de lesiones tisulares), son inductores de procesos que
tienen lugar durante el desarrollo embrionario y fetal. Se sabe que son factores
mitogénicos para una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo los epiteliales,
mesodérmicas y neuronales (Carnicero et al., 2001). Los FGFs acttan por activacion de al
menos cuatro tipos de receptores especificos, que en muchos casos son compartidos por
varios tipos de FGFs (Martin et al., 2006).

Por otra parte, el FGF-2 ha sido relacionado no solo con el proceso de replicacion de
células madre, sino que también se le considera capaz de activar el proceso de
neurogénesis cortical durante el desarrollo embrionario (Vaccarino et al., 1999; Raballo et
al., 2000), fetal (Dono et al., 1998) y en las regiones cerebrales del adulto que estan en
contacto directo con el CSF de los ventriculos (Hipocampo y Zona Subventricular), en
roedores y humanos (Craig et al., 1996; Weiss et al., 1996; Kuhn et al., 1997; Vaccarino et
al., 1999; Raballo et al., 2000; Vescovi et al., 2001; Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002;
Sawamoto et al., 2006).

Existen otras moléculas mitogénicas como el BMP y Hedgehog a las que se les atribuye la

capacidad de activar la proliferacion celular (Panchision y McKay, 2002).

Respecto a la neurogénesis, el acido retinoico es un potente morfégeno, crucial para el
desarrollo del SNC (Moro et al., 1993; McCaffery y Drager, 2000; Maden, 2002). Es uno de
los componentes de sefalizacién temprana en la diferenciacién neuronal (Goncgalves et al.,
2005; Wang et al., 2005; Jacobs et al., 2006). El andlisis protedmico del CSF-E, muestra la
presencia de otras moléculas, como la RBP (proteina de internalizacién del Retinol) y el all-
trans-retinol como precursor del acido retinoico, implicadas en la sintesis de acido retinoico
(Parada et al., 2005b, 2006, 2008b; Parvas et al., 2008; Alonso et al., 2011). En estadios
tempranos de embriones de pollo, el &cido retinoico Unicamente es sintetizado por el istmo.
Nuestro grupo ha demostrado que el CSF-E ayuda al control de la sintesis de &cido
retinoico en el istmo por medio del contenido de RBP y all-trans-retinol. La actividad acido
retinoico del CSF-E podria actuar como una via de sefializacion para el propio acido

retinoico (Alonso et al., 2011).
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Fig. 9. Mecanismo propuesto de la influencia del CSF-E en la neurogénesis via acido retinoico. Se
puede observar como el CSF-E contribuye a la sintesis de acido retinoico. El mesencéfalo dorsal y
el istmo (Iso) se encuentran representados en rojo. Para la sintesis del acido retinoico se requiere la
internalizacién de Retinol, mediada por la RBP, desde el CSF-E a las células del istmo las cuales
expresan RADH;. El RA difunde desde el neuroepitelio o CSF-E a las células diana para inducir la
neurogénesis (células verdes). (Imagen tomada y modificada de Alonso et al., 2011).

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio sugieren la accion sinérgica del FGF-2 y el
acido retinoico en la neurogénesis primaria inducida por el CSF-E en las células madre

neuroepiteliales mesencefalicas (Alonso et al., 2011).
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2. FLUIDO CEREBROESPINAL EMBRIONARIO.

Estudios realizados en las ultimas dos décadas han demostrado que la regulacion del
comportamiento de los progenitores neuroepiteliales en diversas especies, no solo
depende de influencias externas al propio esbozo o de la accion de factores paracrinos y
autocrinos, sino que el tejido neuroepitelial tiene una marcada dependencia de la actividad
del fluido contenido dentro de las cavidades de las vesiculas cerebrales, que es capaz de:
activar la supervivencia celular, la replicacion de los progenitores y su diferenciacion
neuronal, ademas del control de expresion de determinados genes (Gato et al., 2005;
Parada et al., 2005 a; Salehi y Mashayekhi, 2006; Alonso et al., 2011).

A diferencia del CSF de adulto, que es segregado por los plexos coroideos y fluye a través
del sistema ventricular (Salehi y Mashayekhi, 2006), durante el desarrollo embrionario, al
no haberse formado todavia los plexos coroideos, la secrecién del CSF-E depende de las

propias células neuroepiteliales.

2.1. INFLUENCIA EN EL DESARROLLO CEREBRAL TEMPRANO.

Durante el desarrollo temprano del cerebro embrionario el comportamiento basico de las
células neuroepiteliales o “precursores neuronales” se evidencia por su elevada capacidad
de supervivencia, su elevada tasa de replicacién y el comienzo del proceso de
diferenciacién (que como hemos comentado, en estas etapas tempranas se orienta hacia
la neurogénesis) (Gato et al., 2005), procesos en los que el CSF-E influye decisivamente,
al tiempo que colabora con el organizador istmico en la regulacién de la expresién génica

del neuroectodermo (Parada et al., 2005 a).

Un detalle importante a tener en cuenta es gque, como hemos demostrado, la regulacién de
estos tres procesos basicos parece depender de factores individuales y especificos.
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el CSF-E controla la replicacion de
estas células mediante la presencia de factores de crecimiento del tipo del FGF-2 y/o EGF,
segun especies (Martin et al., 2006). Estos resultados demuestran que al afiadir CSF-E al
medio de cultivo, o bien implantar microesferas impregnadas en CSF-E en el tejido
neuroepitelial, se produce un efecto tréfico positivo que reduce significativamente el
namero de células en apoptosis y activa los procesos de replicacion y diferenciacion hasta

valores casi normales, pudiéndose deducir que el neuroepitelio necesita la presencia del
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CSF-E para que sus células sean autosuficientes en cuanto a: supervivencia, replicacion y
diferenciacién. Esto a su vez sugiere que el CSF-E y el neuroepitelio son interdependientes
y trabajan juntos como una unidad fucional (Gato y Desmond, 2009).

Segun estos mismos autores, se puede afirmar que existe una interdependencia de los
factores mecéanicos y factores moleculares en el control del crecimiento del cerebro

embrionario (Gato y Desmond, 2009).

Martin et al., 2006, han centrado su estudio en la influencia de los factores de
crecimiento presentes en el CSF-E de pollo, observando que la anulacion de la actividad
biolégica del FGF-2 en el CSF-E, reduce significativamente el nimero de células

neuroepiteliales en fase de replicacion celular.

Cabria esperar que la actividad mitética de las células neuroepiteliales inducida por la
accion del CSF-E fuese la misma en las tres vesiculas cerebrales. Sin embargo se ha
observado que existen diferencias regionales en la actividad mitogénica de estas células,
gue pueden ser explicadas por la expresion diferencial de receptores para estos factores
de crecimiento (Ozawa et al., 1996; Wilke et al., 1997; Walshe y Mason, 2000; Trokovic et
al., 2005).

Otra importante accion relacionada con el CSF-E, es su capacidad para inducir
diferenciacioén neuronal en los precursores neuroepiteliales (Gato et al., 2005). Se ha
demostrado que el CSF-E contiene retinol y RBP en embriones de pollo (Parada et al.,
2008b), y que el CSF-E ayuda al control de la sintesis de acido retinoico por parte de la
células del itsmo-mesencéfalo-romboencefalico. Ademas el CSF-E tiene actividad similar a
la del &cido retinoico, lo cual sugiere que podria actuar como una ruta de difusién para este
factor neurogénico, por lo que la influencia del CSF-E sobre la neurogénesis es debida en

gran medida a su participacion en la sintesis de acido retinoico (Alonso et al., 2011).

Sawamoto et al., 2006, han estudiado la influencia que el CSF de cerebro adulto tiene en la
migracion de nuevas neuronas desde la zona subventricular al bulbo olfatorio, describiendo

un mecanismo de guia por gradientes de quimiorrepulsion.

Este hecho pone de manifiesto que el CSF puede tener diferentes propiedades en las
diferentes zonas del cerebro, asi como durante los diferentes periodos, embrionario, fetal y

adulto.

Miyan et al., han demostrado que la composicion y propiedades del CSF cambian durante
los estadios fetales de rata, exhibiendo una mayor actividad mitogénica a los 19-20 dias
del desarrollo. Otra teoria propuesta por estos autores es que la composicion del CSF

cambia en su paso a través de los diferentes ventriculos cerebrales antes de alcanzar el
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espacio subaracnoideo. Estos cambios se deben a una adicion secuencial de
componentes desde los diferentes plexos coroideos. De hecho, en el espacio
subaracnoideo, el CSF ha sido relacionado con la estratificacion cortical, via sintesis de
reelina por la células de Cajal-Retzius (Miyan et al., 2006; Salehi y Mashayekhi, 2006).

En base a lo anteriormente descrito, las distintas propiedades especificas del CSF-E, se
deben a mecanismos que directa o indirectamente dependen de los componentes del
mismo. Sin embargo, los estudios realizados hasta el momento, no aclaran el mecanismo
responsable de la inhibicién de la muerte celular que ejerce el CSF-E sobre los precursores

neuroepiteliales.

Como hemos comentado anteriormente, en las fases tempranas del desarrollo, el
neuroepitelio y su cavidad forman un sistema biolégico diferente al de los plexos coroideos
y las cavidades cerebrales. En las fases tempranas del desarrollo cerebral, el papel del
CSF-E contenido en la cavidad del mismo, no solo regula el comportamiento individual de
las células neuroepiteliales, sino que interviene de forma directa en otros mecanismos
morfogenéticos complejos como son la expansion y la morfogénesis cerebral (Gato y
Desmond, 2009). En este sentido, desde la década de los 80, existen diversos estudios
gue demuestran que el CSF-E influye sobre la morfogénesis y el desarrollo cerebral.
Inicialmente se demostr6 que el fluido intracavitario ejercia una presion positiva sobre la
pared neuroepitelial que controlaba el proceso de expansion del cerebro y el crecimiento
neuroepitelial. Esto llevé a que en 1970 la Dr. Mary E. Desmond demostrase que la
acumulacion de CSF-E en la cavidad cerebral en embriones tempranos creaba una
presién, esencial para la rapida expansiéon del cerebro embrionario, observando que en
embriones de pollo esta presibn aumentaba un 10% en cada estadio embrionario
(Desmond y Jacobson, 1977; Desmond y Schoenwolf, 1985; Desmond et al., 1993;
Desmond y Levitan, 2002). Esta presidn positiva que ejerce el CSF-E es posible gracias al
cierre del tubo nervioso, que da lugar a una cavidad estanca en la porcién cerebral del tubo

neural (Gato y Desmond, 2009).

Van Essen postul6 gue la tensidn mecanica, que actla en contra de la presion hidrostéatica
generada en el interior de la cavidad, es la principal fuerza motora que dirige la
morfogénesis del SNC en adultos. Dado que las células neuroepiteliales se encuentran
sometidas a tension y que carecen de una estructura rigida en la cual sostenerse, el Gnico

factor que evita un colapso del cerebro, por reduccion de su volumen, es la presion

14



INTRODUCCION

hidrostética creada por el CSF-E (Van Essen, 1997). Si se disminuye la presion
intraluminal de los ventriculos durante 24 horas, mediante drenaje del CSF-E, se observa
un descenso significativo en el crecimiento del esbozo cerebral que se acompafia de una
alteracion en la morfogénesis, mientras que si se incrementa la presion, se activa la
replicacion celular, lo cual demuestra que la presion ejercida por el CSF-E dirige la
expansion de los ventriculos y puede jugar un papel importante en la proliferacién del
neuroepitelio (Desmond, y Jacobson, 1997; Desmond et al., 2005).

Nuestro grupo ha estudiado el proceso expansivo y la morfogénesis cerebral en etapas
tempranas del desarrollo, demostrando que la secrecién apical de proteoglicanos
(Condroitin Sulfato) al CSF-E por parte de las células neuroepiteliales cerebrales genera,
un gradiente osmético que produce el paso de agua a favor de gradiente, acumulandose
en el ventriculo estanco y generando dicha presion hidrostatica (Gato, et al., 1993, 2001,
2002, 2004; Gato y Desmond, 2009; Alonso et al., 1998, 1999, 2000; Miyan et al., 2003).
La regulacion de las propiedades osméticas del fluido, genera la presion interna necesaria
para la expansién y morfogénesis del cerebro, que es imprescindible para el desarrollo
normal de éste. En estos estudios también se ha demostrado que existe una gran cantidad
de iones inorgénicos en el CSF-E, principalmente sodio, que ayudarian a crear esa
presién osmoética (Jelinek y Pexieder, 1968; Sedlacek, 1975). Varios investigadores han
sugerido que el Na® que sale al exterior, crea un potencial eléctrico trans-membrana que
podria dirigir la normal morfogénesis (Hotary y Robinson, 1991; Shi y Borgens, 1994;
Borgens y Shi, 1995). Nuestro grupo ha demostrado que existe una relacion funcional entre
las concentraciones de sodio y el Condroitin Sulfato en el CSF-E de pollo que les haria

responsables de crear la presion intracavitaria (Alonso et al., 1998).

En respuesta al aumento de la presion, las paredes de los ventriculos se expanden, con lo
cual, para mantener el grosor de la pared, es necesario que ocurra un aumento de la
poblacién celular del neuroepitelio. Diversos estudios han demostrado que al aumentar
la presion intraluminal de la cavidad del cerebro embrionario, aumenta significativamente la
densidad mitotica del neuroepitelio (Desmond et al., 2005). Esto coincide con lo publicado
por Abercrombie en 1970, respecto al aumento de la actividad mitética de las células en
respuesta a un incremento de la tensién y sugiere, que en estos tejidos, deben de existir
mecanismos para detectar dicha tensién, conocidos como mecanorreceptores. Este
mecanismo podria ser similar al encontrado en fibroblastos, que consiste en kinasas de
adhesion focal (FAKs) que responden a aumentos de tensién, estimulando el ensamblaje y

desensamblaje de sus fibras de estrés (Gato y Desmond, 2009).
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En resumen se han descrito cuatro posibles mecanismos basados en principios fisiol6gicos

gue explican este proceso de génesis de presion intracavitaria:

Difusion pasiva directa de agua via presion hidrostatica generada por el flujo

sanguineo.

Difusion pasiva directa via canales de agua o acuaporinas.

Transporte activo de Na* via bombas Na*/K"™

Transporte o secrecion de proteoglicanos en los ventriculos.

Los dos ultimos mecanismos podrian trabajar juntos, creando un gradiente osmaético (Gato
y Desmond, 2009).
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Fig. 10. Esquema que representa una
seccion transversal de la region del cerebro
medio que explica la interdependencia de
las interacciones de la presién hidrostéatica
creada por el CSF-E y los factores de
crecimiento sobre el comportamiento del
neuroepitelio. El fluido atraviesa el
neuroepitelio a través de un gradiente
osmdtico (flechas grandes a la derecha). El
CSF-E genera la expansion de la superficie
luminal indicado por las flechas que emanan
de la palabra CSF. Los factores de
crecimiento probablemente estimulan la
mitosis de las células neuroepiteliales a
través de receptores apicales simbolizados
por las cajas rojas en la superficie
ventricular. También puede haber una
influencia bidireccional de factores de
crecimiento en la presién hidrostatica y
viceversa. La presion hidrostatica genera

tension en la superficie interna del neuroepitelio, estimulando la actividad mitética a través de los
receptores de tension, como las kinasas de adhesion focal (FAKS) en la superficie o dentro de las
células neuroepiteliales. Imagen tomada de Gato y Desmond, 2009.

Estudios realizados en el pez cebra, sugieren que la expansion del cerebro es dependiente

en cierta medida de la presién hidrostatica y que la formacion de los ventriculos ocurre de

manera independiente de la circulaciébn sanguinea (Scheir et al., 1996; Lowery y Sive,

2005). Sin embrago esto no ha sido demostrado en vertebrados superiores.

En el periodo expansivo del cerebro embrionario se han llevado a cado experimentos que

apoyan la teoria del transporte de Na* a través de las bombas ATPasas-Na‘/K*. Para ello

se trataron con ouabaina (inhibidor de la bomba) embriones de pollo, observandose una

disminuciéon en el tamafio de las vesiculas cerebrales en los experimentales (Li y

Desmond, 1991). Por otro lado, el incremento de Na* en los ventriculos inducido por el B-

D-Xilosido, conlleva una hiper-expansion de los ventriculos (Alonso et al., 1998, 1999).
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Lowery y Sive (2005) realizaron experimentos con mutantes de pez cebra (sankehead) en
el gen de la bomba Na*/K*, observando que aunque la morfogénesis de los ventriculos era
normal, éstos no se expandian, probablemente debido a la alteraciéon en el transporte de

iones.

Gato et al., 1993, demostraron que la 6smosis, es el mecanismo responsable de la
acumulacion de fluido dentro de los ventriculos y la subsiguiente génesis de la presion del
CSF-E. Estos autores proponen que los componentes osmoticos se transportan hacia las
vesiculas cerebrales desde el exterior atravesando el neuroepitelio o son secretados por
las células neuroepiteliales, creando un gradiente osmético entre el interior y el exterior.
Como consecuencia, el agua pasa al interior de la cavidad sellada y se acumula en el

ventriculo generando una presion hidrostatica.

El soporte para esta hipotesis se basa en la deteccion de un material precipitado en el
interior del ventriculo cerebral de embriones de pollo y de rata, que es morfolégicamente
compatible con una matriz extracelular, junto con la presencia de estructuras morfolégicas
como vesiculas secretoras y prominentes aparatos de Golgi en la porcion apical de las

células neuroepiteliales, compatible con las células secretoras (Gato et al., 1993).

i3 2a)
Fig. 11. Las imagenes A y B, muestran la presencia de material precipitado en el interior de la cavidad
mesencefalica de embriones de pollo de estadio 23 HH. En la imagen B, se muestra la presencia de una
red tridimensional fibrosa (puntas de flecha) y formaciones de apariencia globular (flecha).Las imagenes
C y D muestran la presencia de estructuras vesiculares (V) y aparatos de Golgi (GC), en la porcién apical
de las células neuroepiteliales (Imagen tomada y modificada de Gato et al., 1993).

Se ha demostrado también la presencia, en el CSF de embriones de pollo y de rata, de
moléculas de alto poder osmético, como los proteoglicanos, que contribuyen al gradiente
osmatico y que, junto con el sodio (Na*), actiian como elementos esenciales en la génesis
y regulacion de la presion del CSF (Alonso et al., 1998, 1999, 2000; Gato et al., 2004).
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Diversos estudios realizados mediante la inyeccion de moléculas (trazador inerte BDA
3000, proteinas enddgenas y exdgenas heterdlogas) en el flujo sanguineo del corazén y en
las cavidades cefélicas, han demostrado que la cavidad cefélica esta fisiol6gicamente
sellada al menos desde el estadio 20HH y la existencia de una barrera funcional CSF-
sangre, dinamicamente activa, que controla la composicion especifica del CSF-E y la
homeostasis en embriones de pollo. Un namero significativo de moléculas identificadas en
el CSF-E de pollo, no son producidas por el propio neuroectodermo, sino por otras
estructuras embrionarias y son transportadas hacia el CSF-E. Se ha detectado un area
especifica de transporte neuroepitelial en el tronco-encéfalo (cerca del neuroectodermo
mesen-prosencefalico ventral) que contiene un nimero elevado de vasos sanguineos. Esta
transferencia de moléculas proteicas a través de la interfase sangre-CSF esta regulada de
manera diferente y es especifica de cada molécula, tratandose de un transporte selectivo a

través de rutas transcelulares (Parvas et al., 2008).

Hasta hace pocos afios la presencia de acuaporinas solo habia sido descrita durante el
desarrollo de los plexos coroideos, que tiene lugar en una etapa posterior del desarrollo
(Shin et al.,, 2006; Johansson et al., 2005; Nico et al.,, 2001). Sin embargo estudios
posteriores, realizados por el grupo de Parvas y Bueno, demuestran que en embriones de
pollo y rata los vasos sanguineos, anteriormente mencionados, proximos al
neuroectodermo, expresan varias moléculas relacionadas con el agua y el transporte de
iones, como AQP1, AQP4 y Kir4.1, confirmando la existencia de una barrera sangre-CSF
gue controla la composiciéon del CSF-E y la homeostasis en las primeras etapas del
desarrollo del cerebro en embriones de pollo, regulando asi la osmolaridad del CSF-E vy
proponen, en base a estos resultados, la existencia de una barrera similar sangre-CSF-E

en los mamiferos (Parvas y Bueno, 2009).
2.2. COMPOSICION DEL CSF-E.

Como queda patente en los apartados anteriores, es necesario un adecuado conocimiento
de los componentes del CSF-E para poder entender cédmo dicho fluido ejerce sus acciones
bioldgicas. Este hecho ha llevado a la realizacion de una serie de estudios sobre su
composicion, que han conducido en los dltimos afios a un conocimiento mas profundo
(mediante western-blot, analisis protedmico y deteccion de moléculas por HPLC) de la
composicion de este fluido, que es compleja y contiene multiples productos de expresion
génica entre los que se encuentran factores de crecimiento (FGF2 y EGF entre otros),

citoquinas, morfégenos como el retinol, proteoglicanos, apolipoproteinas, RBP, etc.
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Birge et al., 1974 y Dziegielewska et al., 1980b, demostraron que el CSF de embriones de
pollo es treinta veces mas rico en proteinas que en el adulto. La concentracion de
proteinas en el CSF-E ha sido estudiada en numerosas especies. En pollo y en oveja se
incrementa progresivamente durante el periodo embrionario tardio, mientras que disminuye
en los estadios fetales. En ratas sin embargo, esta disminuciéon no ocurre hasta después
del nacimiento, esto sugiere de nuevo que las diferencias filogenéticas juegan un papel
importante en la maduracion del CSF (Dziegielewska et al., 1980a; Checiu et al., 1984
Fielitz et al., 1984).

La comparacion de los proteomas del CSF-E de pollo y de rata, muestra la conservacion
de proteinas de conocida actividad morfogenética, como el sistema de internalizacion
del retinol (RBP); sin embargo dentro de este patrén comun, existen notables diferencias
entre la composicion del CSF-E de aves y roedores que podrian estar relacionadas con
variaciones filogenéticas en el desarrollo cerebral. En el CSF-E de rata, se observa una
mayor presencia de miembros de la familia de las apolipoproteinas, productos génicos
implicados en el transporte de lipidos para la formacion de la mielina de las neuronas y en
la activacion de la via de sefializacion de las MAP-quinasas. De estos datos se desprende
gque el CSF-E contiene moléculas de elevado valor biolégico que podrian estar
implicadas en distintos aspectos del desarrollo cerebral (Gato et al., 2004; Parada et al.,
2005b; Parada et al., 2006).

Analisis Proteomico de CSF-E de pollo w
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Fig. 12. Resultados del analisis proteémico (electroforesis 2D, secuenciacion de proteinas y blusqueda de
péptidos en bases de datos) del CSF-E de pollo. En él se muestra la presencia de, al menos, 26
productos génicos, que incluyen: proteinas de matriz extracelular, proteinas relacionadas con la
regulacion de la presion osmoética, el transporte de metales y de la supervivencia celular,
apolipoproteinas, proteinas implicadas en el transporte de retinol y vitamina D, proteinas antioxidantes y
antimicrobianas y algunas desconocidas. Imagen tomada de Parada et al. 2006.
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Analisis Protedmico de E-CSF de rata
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Fig. 13. Resultados del andlisis proteémico (electroforesis 2D, secuenciacion de proteinas y blusqueda de
péptidos en bases de datos) del CSF-E de rata. El analisis muestra la presencia de al menos 31
proteinas, que pertenecen a los mismos grupos de productos génicos identificados en el CSF-E de pollo,
y que también han sido implicadas en la regulacién de procesos de desarrollo durante la embriogénesis
en sistemas distintos al CSF-E. Imagen tomada de Parada C. et al. 2005b.

Uno de los hechos més llamativos que se desprende de los estudios proteémicos del CSF-
E de pollo (Gallus gallus) y de rata (Rattus novergicus) es la presencia de las
apolipoproteinas, que varian segun la especie, de forma que en el embrién de pollo se
detectan Apo Al y AIV y en el de la rata Apo Al, AlV, B, E y M. Las diferencias entre
especies se corresponden a una especificidad en la sintesis de apolipoproteinas durante el

desarrollo del cerebro embrionario.

Dado el importante papel biol6gico que se les ha adscrito a las apolipoproteinas, no solo
como moléculas transportadoras de lipidos, sino también como moléculas inhibidoras de la
muerte celular por reduccién del estrés oxidativo, incluimos el siguiente capitulo con los

rasgos principales de estas moléculas.

Zappaterra et al., 2007 al analizar y comparar el CSF-E de rata y humano, han identificado
una gran cantidad de moléculas presentes en ambos fluidos, tales como inhibidores de
proteasas, proteinas de la matriz extracelular, proteinas transportadoras y un pool de
proteinas de sefializacion e intracelulares. Segun estos autores estos dos pool de

proteinas podrian formar parte del contenido de las microvesiculas descritas por Marzesco
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et al., 2005 en el CSF-E y en la superficie del neuroepitelio en el cerebro embrionario de

raton 11.5 dias de desarrollo, estas microvesiculas contienen Prominina | en su superficie.

El grupo de Corbeil, ha centrado sus estudios en los cambios que sufren las células
neuroepiteliales en su superficie apical antes y después de iniciarse el proceso de
diferenciaciéon celular. En la superficie apical de las células neuroepiteliales se localizan
microvellosidades, cilios y el cuerpo medio, sobre estas estructuras se ha encontrado un
componente denominado Prominina-Il, que interacciona con un microdominio de membrana
basado en colesterol, dando lugar a diferentes particulas recubiertas por prominina. Lo que
se desconoce es el destino de estas particulas, su composicion proteica y lipidica y su
funcién. Su hipétesis es que la liberacibn de estas particulas con prominina-l esté
vinculada de alguna manera al control de la proliferacién frente a la diferenciaciéon de las
células madre neuroepiteliales (Corbeil et al., 2010)

A microvilli primary cilium midbody

| ¢  prominin-1 microdomain l adherens junction ‘

Fig. 15. Representacion esquematica de la vista actual en la membrana apical de las células
neuroepiteliales y su modificacion durante el proceso de diferenciacion celular. La membrana plasmatica
apical se representa antes (A) y después (B) de la aparicién de la neurogénesis. Hay tres tipos de
protuberancias de membrana (microvellosidades, cilios primarios, midbody) y dos posibles vias de
formacién de particulas que contienen prominina-1, P4 y P2. Las lineas discontinuas en (B) indican el
lugar de fision membrana. El color rojo indica microdominios de membrana que contienen prominina I. El
color purpura indica las uniones adherentes (Imagen tomada de Corbeil et al., 2010).

21



INTRODUCCION

Bachy et al., 2008, han demostrado la existencia de dos pool de particulas presentes en el
CSF-E:
- Lipoproteinas implicadas, en su mayoria, en el crecimiento del cerebro embrionario,

aunque también podrian promover la diferenciacion celular del neuroepitelio.

- Particulas membranosas similares a exosomas, las cuales podrian jugar un papel
importante en la modulacion de sefiales de transduccién, posiblemente por

estimulacion de la actividad endocitica en areas definidas del neuroepitelio.

Estas dos poblaciones de particulas interaccionan fuertemente con las células
neuroepiteliales mediante un proceso de endocitosis, que muestra una especificidad
regionalizada a lo largo del tubo neural en desarrollo. Esto sugiere un intercambio
fisiolégico intensivo entre el CSF-E y las células neuroepiteliales. Estas particulas podrian
estar implicadas en la regulacion de morfégenos y la transduccion de factores de

crecimiento.

Fig. 14. Poblaciones de particulas presentes en el CSF-E. En la imagen A se observa la presencia de
particulas membranosas similares a exosomas (flechas) asociadas a cilios (punta de flecha). Las flechas
de la imagen B, sefialan la presencia de particulas proximas a la membrana celular que indican la fuerte
actividad endocitica/exocitica de las células neuroepiteliales. La punta de flecha de la imagen C, indica la
presencia de particulas con una morfologia tipica de las lipoproteinas (Imagen tomada y modificada de
Bachy et al., 2008).
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3. APOLIPOPROTEINAS.

Las apolipoproteinas o apoproteinas, son glucoproteinas, que pertenecen a la familia de
las lipocalinas.

3.1. CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA DE LAS LIPOCALINAS.

El nombre lipocalina fue propuesto por Pervaiz y Brew en 1987 para un grupo de mas de
150 proteinas, de expresion predominantemente extracelular, de una masa molecular

promedio de 18-20 KDa. Las caracteristicas comunes a esta familia son:

» Capacidad de ligar pequefias moléculas lipofilicas, entre las que se incluyen
moléculas esteroideas, hormonas tiroideas, vitaminas liposolubles, acidos grasos
(en especial, los de cadena larga) y bilirrubinas, asegurando la estabilidad de su

estructura y minimizando el contacto con solventes.
= Capacidad de unir receptores de membrana.
= Capacidad de formar complejos macromoleculares.

A pesar de estas caracteristicas comunes, estructuralmente estan relacionadas entre si,

aunque tienen una identidad menor del 20% en promedio.

Openend La estructura terciaria de las lipocalinas se encuentra muy
conservada. Esta estructura, como puede observarse en la
figura 16, se encuentra formada por 8 laminas beta
antiparalelas, que se tuercen y se enrollan, dando lugar a
una estructura cerrada denominada Barril-B que consta de
un residuo N-terminal (Al) y otro C-terminal (A2). Esta
estructura se encuentra abierta en uno de sus extremos y

""" S en su interior se localiza un punto de unién a moléculas

lipofilicas.

Closed end

Fig. 16. Estructura terciaria de las lipocalinas (Imagen tomada de Ganfornina et al., 2000).

La gran variedad de funciones biol6gicas de las lipocalinas esta mediada por la conjuncion
de estas tres capacidades. Diversos hallazgos sugieren que su actividad funcional, incluso
la capacidad de unir un ligando lipofilico especifico en un momento determinado y no en
otro, varia segun el tejido, el estadio de diferenciacion y maduracién celular. Su capacidad
de asociacion con diversas proteinas generando distintas respuestas biolégicas hace que

el panorama bioldgico sea complejo (Garcia et al., 2007).
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La evolucion de la familia de las lipocalinas ha sido estudiada intensamente y se pueden
separar en 14 clases monofiléticas, algunas de las cuales se agrupan a su vez en
superclases. Su evolucibn muestra rasgos comunes a otras familias y superfamilias
génicas (Andersen et al.,, 2005; Gutiérrez et al.,, 2000). Estas familias muestran una
acentuada divergencia génica que explicaria la creciente especificidad hacia los diferentes
ligandos hidréfobos.

En los procariotas se han identificado multiples lipocalinas bacterianas. Muchas de ellas se
localizan como lipoproteinas de la membrana exterior de las bacterias Gram- y se
expresan en condiciones de estrés celular. Otras se localizan en el espacio periplasmico y
el citosol bacteriano. Algunas lipocalinas poseen puentes disulfuro y otras no; algunas
presentan un anclaje de membrana, rasgo que es compartido con otras lipocalinas como
“lazarillo” (apolipoproteina D). Estas tres Ultimas lipocalinas de membrana parecen
participar, en general, en los procesos de biogénesis y reparacion de membrana. Los
estudios en evolucion muestran que las lipocalinas se originaron en los procariontes y que
fueron, probablemente, transferidas horizontalmente a los eucariontes, mediante
mecanismos tales como la endosimbiosis del ancestro a-prebacteriano que origind las

mitocondrias (Garcia et al., 2007).

Las lipocalinas son por lo tanto moléculas polifuncionales. Entre las funciones descritas se

encuentran:

- Transporte de componentes grasos como el complejo vitaminico A, acidos grasos,

acidos biliares, farmacos y agentes téxicos.

- Coloracion criptica (coloracion que hace que un organismo se parezca al sustrato o
algun objeto inanimado, con el propdsito de proteccion) en invertebrados, puesto

gue unen grupos prostéticos, incluidos retinoides y sus precursores carotenoides.
- Transporte de feromonas.
- Inmunorregulacién y biosintesis de prostaglandinas.

También juegan un papel fundamental en procesos nutricionales, de depuracion,
degradacién o reabsorcidon y de reciclaje de compuestos enddgenos y exégenos en el
epitelio. Se sugiere su actividad eliminadora de lipidos modificados, potencialmente

dafiinos y el transporte de farmacos acidicos (Flower, 1996; Sivaprasadarao et al., 1993).

Muchas de sus funciones parecen ser mediadas por la unién a receptores especificos. Los
dos mas conocidos son el receptor de membrana que interactda con la lipocalina 1 (LIMR)

y la megalina (Faber et al., 2006; Wojnar et al., 2003).
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3.2. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LAS
APOLIPOPROTEINAS. ESTRUCTURA.

Dentro de la familia de las lipocalinas, se encuentran las apolipoproteinas. Se
caracterizan por ser solubles en agua, aunque tienen tendencia a agregarse en solucion
acuosa y por tener un alto contenido helicoidal, es decir sus cadenas peptidicas tienen
regiones ricas en aminoacidos polares alternadas con regiones ricas en aminoacidos no
polares. Estos segmentos peptidicos, al ponerse en contacto con microemulsiones
lipidicas, se orientan en estructuras helicoidales de 18 a 25 aminoacidos de longitud con
una cara hidrofébica adherida a los lipidos y una cara polar en contacto con el medio

exterior acuoso, estas estructuras reciben el nombre de hélices anfipaticas.

Aparentemente las hélices estan estabilizadas por un entorno lipidico, probablemente
porque las hélices son las que mejor satisfacen el potencial de formaciéon de puentes de

hidrogeno del armazodn polipeptidico en el interior anhidro de una membrana.

Las apolipoproteinas asociadas a lipoproteinas humanas representan varias clases
evolutivas. Un grupo de siete, de peso molecular relativamente pequefio (Apo Al, AlV, CI,
Cll, Clll y E), son miembros de una familia génica caracterizada por repeticiones en
tandem de 11 codones. Cada una de ellas contiene un nimero de hélices anfipaticas que
pueden asociarse con grupos de cabeza zwitteridnicos de fosfolipidos de monocapa de
superficie. Cada una de estas proteinas tiene una afinidad de union relativamente elevada
con la particula de lipoproteina. El grupo de las Apolipoproteinas B, esta formado por dos
proteinas muy grandes, Apo B100 y Apo B48, productos de un solo gen. Contiene una
gran cantidad de estructuras B y relativamente pocas hélices anfipaticas. Al contrario de
otras apolipoproteinas, tienen una afinidad elevada por las particulas de lipoproteina, y no
pueden ser intercambiadas entre diferentes particulas de lipoproteinas. Un grupo de
proteinas relativamente hidréfobas asociado con el sistema de lipoproteinas y formada por
la apolipoproteina D, parece estar asociada con el intercambio de lipidos (Fuster et al.,
1997)

El analisis de la secuencia de 245 aminoacidos de Apo Al, revela la existencia de seis
segmentos similares de 22 residuos de aminoacidos de alta propension a la formacion de
hélices. Las secuencias de estas supuestas hélices a, asi como tales hélices en las
restantes apolipoproteinas, tienen sus residuos hidrofébicos e hidrofilicos en lados
opuestos de los cilindros helicoidales. Ademas, la cara polar de la hélice tiene un caracter
zwitterionico, en el sentido de que sus residuos cargados negativamente se proyectan

desde el centro de esta cara, mientras que los residuos cargados positivamente estan
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localizados en sus extremos. Se ha comprobado que el polipéptido sintético de 22 residuos
con alta propensioén a la formacion de hélice, disefiado por E. Thomas Kaiser (Fukushima
et al., 1981), tiene esta distribucién de polaridad. Este polipéptido se comporta de manera
similar a la Apo Al en su unién a liposomas de lecitina de huevo. Es evidente que el papel
estructural de la Apo Al, y probablemente de las demas apolipoproteinas, se realiza a
través de sus segmentos helicoidales y no por cualquier otra estructura terciaria
organizada. Esto sugiere que las hélices a de las lipoproteinas “flotan” sobre superficies de
fosfolipidos. Los fosfolipidos se ordenan con sus grupos cargados unidos a residuos con

carga opuesta de la cara polar de la hélice y con los primeros grupos metileno de sus

residuos de acidos grasos en asociacion hidrofébica con la cara apolar de la hélice (Voet,
1992).

Fig.17. Analisis de Apo Al:

Proyeccion de rueda helicoidal de la hélice a anfipatica
postulada, constituida por los residuos 148 a 165 de la
Apo Al. Se observa la segregacion de residuos
apolares, acidos y basicos en diferentes lados de la
hélice. Las hélices de otras apolipoproteinas tienen
distribuciones de polaridad semejantes. (Imagen
tomada y modificada de Bioquimica. Voet).

Apo E es una proteina de 34 KDa, formada por 299 aminoacidos organizados en 2
dominios independientes: el N-terminal y el C-terminal conectados por una regién bisagra
gue es flexible. La regién que interactla con los receptores de Apo E estd en el domino N-
terminal, mientras que la regién de union a lipidos esta en el dominio C-terminal. Las 3
isoformas Apo E2, Apo E3 y Apo E4 difieren Unicamente en las posiciones 112 y 158, pero
estas diferencias afectan a la estructura de la proteina y a su unién a lipidos y a
receptores. Apo E2 transporta lipidos menos eficientemente y su presencia se asocia con
la hiperlipoproteinemia de tipo Ill. Apo E4 se une preferencialmente a lipoproteinas de gran
tamafo y estd asociada con un moderado aumento en el riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular. La presencia de Arginina en la posicién 2 afecta a la conformacion de la
Arginina 61 (en el domino N-terminal), que en esta isoforma interactia con el Glutamico
255 del dominio C-terminal (Ver figura 16). Este tipo de interaccion entre los dominios N y
C terminal parece afectar a la estabilidad de la molécula que queda en un estado inestable

denominado “molten globule” que podria influir en la patogenia del Alzheimer (Bu, 2009).
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Fig. 18. Representacion esquematica de Apo E humana. En esta imagen se puede observar la
presencia de dos dominios plegados independientes, un dominio N-terminal que incluye la regién de
unién al receptor y un dominio C-terminal que contiene la regidn de unién a lipidos. Los restos que
distinguen a las tres isoformas son los marcados en azul y rosa. Apo E2 tiene cisteinas en ambas
posiciones, Apo E4 tiene argininas en ambas posiciones, y Apo E3 tiene Cys en la posicion 112 y
Arg en la posicion 158. (Imagen tomada de Bu, 2009).

Los seres humanos expresan dos formas de Apo B, Apo B-48 y Apo B-100. Apo B-100
consta de 4536 residuos, mientras que la Apo B-48 se compone de 2152 residuos. Ambas
isoformas se sintetizan a partir del mismo gen, sin embargo los RNA,, difieren en un
cambio en una base nirtogenada, de manera que el codon CAA que codifica para la
glutamina 2153 en Apo B-100, en Apo B-48 la cisteina es sustitida por uracilo dando lugar
a un codon de parada (UAA). Este proceso de edicién postraduccional del RNA,
(desaminacion oxidativa) esta mediado por un enzima denominada APOBEC-1 (enzima
editora de apolipoproteina B, polipéptido catalitico 1) que sustituye la citidina por la uridina,

dando lugar a las dos isoformas (Etienne 2001; Voet et al., 2009).

CAA TAA
Apo B Gen 5- - . g
No edicion Edicion

C—u

Apo B RNA_

Apo BRNA_ cap UAA UAA UAA
l- . l 2. L .
[ I |
Apo B-100 Apo B-48

Fig. 19. Representacion de la edicién del RNAm de Apo B que origina las dos isoformas, Apo B-48 y
Apo B-100.

Las apolipoproteinas, como hemos comentado anteriormente, forman parte de las
lipoproteinas. Los lipidos son moléculas insolubles en agua que requieren formar

complejos con proteinas para ser transportadas en el plasma. Estos complejos llamados
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lipoproteinas estan constituidos por un centro hidrofébico de ésteres de colesterol y/o
triglicéridos rodeado por una monocapa superficial de colesterol, fosfolipidos vy
apolipoproteinas. Las apolipoproteinas proporcionan solubilidad a los lipidos, estabilizan a
las particulas lipoprotéicas y les confieren la capacidad de interactuar con sus receptores
localizados en la superficie de ciertos tipos celulares. Existen apolipoproteinas que se
mantienen fijas en un tipo particular de lipoproteina y otras que pueden unirse a diferentes
tipos denominandose apolipoproteinas no intercambiables 0 intercambiables

respectivamente.

Las lipoproteinas, por lo tanto, son particulas que consisten en lipidos y proteinas
asociados de forma no covalente y funcionan en el plasma sanguineo como vehiculos

transportadores de triacilglicéridos y de colesterol.

Proteina vl

Apolipoproteinas

Colesterol -
Ester de -
colesterol

Y
Colesterol
Fosfolipido

Acidos grasos libres /
Triglicérido
Centro graso

Fig.20. Diagrama en el que se muestra la estructura de una lipoproteina. Constituidas de un centro
hidrofébico de ésteres de colesterol y/o triglicéridos rodeado por una monocapa superficial de
colesterol, fosfolipidos y apolipoproteinas.

En adultos, las apolipoproteinas constituyen la mayor fraccién proteica de las lipoproteinas
de alta y baja densidad (HDL y LDL). Se sabe que las lipoproteinas participan en la

regulacion de sefiales en el desarrollo embrionario (Willnow et al., 2007)

La densidad de las lipoproteinas varia con la proporcién de proteinas y el tipo de lipido que

esté presente, clasificAndose en:
= QM, quilomicrones.
= VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad.
= |DL, lipoproteinas de densidad intermedia.
= LDL, lipoproteinas de baja densidad.

= HDL, lipoproteinas de alta densidad.
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Fig.21. Composicion de los diferentes tipos de lipoproteinas.

La funcibn mas conocida de las apolipoproteinas es mantener la estructura de la

lipoproteina y regular el metabolismo y el transporte de las mismas. En adulto, son

sintetizadas en su mayoria por el higado y algunas otras por el intestino delgado.

Los distintos tipos de apolipoproteinas han sido denominadas siguiendo un orden

alfabético arbitrario. Las mas importantes o las mas estudiadas son Apo A, Apo B, Apo C,

Apo E, aungque también estan descritas otras como Apo D, Apo F, Apo J, Apo L y Apo M.

Apo A: se subclasifican en A I, A ll y A IV. Se encuentran sobre todo en las HDL vy
también en los quilomicrones. Desempefia un papel clave en el mantenimiento de la
integridad de las particulas de HDL, ademas activan la enzima L-CAT que esterifica el

colesterol plasmatico libre.

Apo B: existen dos tipos, la Apo B-48 y la Apo B-100. Ambas estan codificadas por el
mismo gen. Apo B-48 contiene el 48% de la longitud total de la Apo B-100 y se

expresan en lugares diferentes. Apo B-48 es sintetizada en el intestino y es esencial
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para la formacién de los quilomicrones. La Apo B-100 se sintetiza en el higado, se
encuentra en las VLDL, IDL y HDL y es esencial para el ensamblaje y secreciéon de las
VLDL por el higado y es el ligando para la unién de la lipoproteina con el receptor de
LDL, quien las transporta al interior celular.

Apo C: se conocen diferentes clases de Apo C, Apo CI, Apo Cll y Apo CIIl, que se
encuentran formando parte de todas las lipoproteinas, la Apo Cll es activadora de la
LPL (lipoprotein lipasa) y la Apo CIII es inhibidora de la LPL y ademas inhiben la
captacion hepatica de quilomicrones y restos de VLDL.

Apo E: aparte de ser sintetizada por los hepatocitos, también se forma en otras células
como los macréfagos, las neuronas y las células de la glia, Se encuentra en todas las
lipoproteinas; quilomicrones, IDL, VLDL, LDL, y su funcion es servir de mediadora de la
captacion de estas lipoproteinas por el higado tanto por el receptor de LDL como por la

proteina relacionada con el receptor de LDL (LRP, receptor related protein).

Apo M: se encuentra asociada a lipoproteinas de alta densidad y en menor medida a las
LDL, VLDL y quilomicrones. Es secretada a través de la membrana plasmética, aunque
permanece unida a ésta, ya que esta implicada en el transporte de lipidos. Ademas de

los hepatocitos, Apo M es altamente expresada en células del tubulo proximal del rifidén.

Apo D: se asocia principalmente con lipoproteinas de alta densidad en plasma humano.
Aunqgue su papel en el metabolismo no ha sido definido ain, Apo D podria actuar como
un transportador multiligando, pudiendo transportar un ligando desde una célula a otra.

Se expresa en numerosos tejidos, como bazo, testiculos y cerebro.
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3.3. PAPEL BIOLOGICO DE LAS APOLIPOPROTEINAS EN EL
SISTEMA NERVIOSO.

En cuanto al posible papel de las apolipoproteinas como factores de supervivencia de las
células neuroepiteliales, existen diversos estudios que adscriben a distintas
apolipoproteinas (A 1V, D, E) un efecto inhibidor de la muerte celular, que seria mediado
por su capacidad de influir en el equilibrio redox celular, favoreciendo la resistencia al
estrés oxidativo. En los Ultimos afios, existen diversos estudios que relacionan las
apolipoproteinas con procesos neurodegenerativos (Fazekas et al., 2000; Enzinger et al.,
2003; Muffat et al., 2008; Mahley et al., 2006, 2009; Hashimoto et al., 2009; Frieden y
Garai, 2012).

En el caso de Apo D se ha observado que su gen homologo en Drosophila (Lazarillo),
regula la resistencia al estrés y a la degeneracién neuronal en cerebro adulto. En raton se
ha observado que eliminando la funcion de Apo D se incrementa la sensibilidad al estrés
oxidativo y aumentan los niveles de peroxidacion de lipidos en cerebro, lo que se traduce
en alteraciones de la locomocion y de las habilidades del aprendizaje. La sobreexpresion
de Apo D en cerebro de raton produce los efectos contrarios, incrementa la supervivencia e

impide el aumento de peroxidacion de lipidos (Ganfornina et al., 2008).

Por otra parte, estudios previos, han demostrado que algunas de las apolipoproteinas
detectadas en el analisis protedmico del CSF-E de rata (Parada et al., 2005b), estan
directamente relacionadas con procesos de plasticidad neuronal y, ademas, se encuentran
alteradas en pacientes con enfermedades neurodegenerativas, lo que sugiere que pueden
estar relacionadas con la mayor plasticidad neuronal observada en mamiferos durante la
neurogénesis primaria (Hoe et al., 2005; Bereczki et al., 2008; Fazekas et al., 2006; Dhikav
y Anand, 2011; Bellosta et al., 1995).

La Apo E, parece jugar un importante papel neuroprotector. En ratas la expresion de Apo
E esta aumentada tras la isquemia y el dafio neuronal producidos por &cido kainico.
Probablemente este aumento trata de redistribuir lipidos y favorecer la reparacion
sinaptica. Por otra parte Apo E3 incrementa el crecimiento de neuritas y favorece la
proteccién contra la apoptosis neuronal en mayor medida que Apo E4. Experimentos
realizados con ratones transgénicos que expresan Apo E4 humana, muestran déficits

sinpticos en ausencia de neuropatologia.
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También es diferencial la regulacion de la formacion de espinas dendriticas durante el
envejecimiento. Experimentos con ratones de uno a dos afios han mostrado que los
ratones transgénicos que expresan Apo E3 y los ratones wildtype tienen una mayor
densidad de espinas dendriticas que los ratones que expresan Apo E4 o los que no
expresan Apo E (Bu, 2009).

Plasticidad
Sinaptica

Reparacion
Sinaptica

Transporte de
Colesterol

Aclaramiento del
3-amiloide mediada

Agregacion
por LRP1ADLR

de B-amiloides

Formacion de Ovillos
neurofibrilares

Proceso
Amiloidogénico

Fig. 22. Efectos neurolodgicos diferenciales entre Apo E3 y Apo E4. (Imagen tomada de Bu, 2009).

Vanhollebeke y Pays en 2006, proponen que Apo L, actia a modo de canal i6nico en las
membranas intracelulares y esta implicada en mecanismos de activacion de muerte celular

programada.

Estudios recientes, con ratones transgénicos Apo B-100, muestran una correlacion entre el
incremento de Apo B-100 y el Alzheimer, de manera que la sobreexpresion de Apo B-100
humana en ratones transgénicos producia un incremento en los niveles de triglicéridos en
plasma, cambios en el perfil de proteinas cerebrales y el desencadenamiento de apoptosis

en el cerebro (Bereczki et al., 2008).

Como ya hemos descrito previamente, al ser la cavidad cerebral una cavidad estanca en el
embridn, totalmente rodeada por células neuroepiteliales, los componentes del CSF-E
deben ser forzosamente transportados o sintetizados y secretados por estas células. A
pesar de la descripcibn de mecanismos de transporte transcelular en el neuroepitelio
(Parvas et al.,, 2008) existen datos en la literatura que nos llevan a pensar que las
apolipoproteinas del CSF-E podrian ser sintetizadas y secretadas por las propias células.
En este sentido, destaca el trabajo de Sanchez et al., 2002, que muestra la expresion de
RNA de Apo D en el neuroepitelio de embriones de ratén en estadios tan tempranos
como los 10.5 dias. Igualmente Babin et al.,, 1997 demuestran la existencia de grupos
celulares que expresan Apo E en determinadas localizaciones del neuroectodermo
cerebral y ocular del pez cebra, sugiriendo que podria existir un relacién entre Apo Ey la

morfogénesis del cerebro.
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Por otra parte, un tipo de molécula directamente relacionada con las apolipoproteinas, las
lipoproteinas, han sido también descritas en relacion con la cavidad del cerebro
embrionario en fases tempranas. En ese sentido Bachy et al., 2008 describen la presencia
de formaciones o particulas membranosas dentro del fluido cerebroespinal, que
parecen estar intensamente relacionadas con un proceso endocitico. Dichas particulas son
clasificadas en dos tipos, unas de tipo exosémico y otras como lipoproteinas. Asi mismo,
estos autores, identifican dentro de estas particulas la presencia de dos tipos de
apolipoproteinas, como son la Apo A-l y Apo E. Finalmente y mediante inmunomarcaje
localizan la presencia de dichas apolipoproteinas en la superficie apical de las células

neuroepiteliales.

Mediante estudios de expresion de la megalina (receptor multiigando miembro de la familia
de los LRPs y asociado a la endocitosis mediada) durante el desarrollo telencefalico de
ratén, se ha encontrado que su expresion esta bloqueada en el neuroepitelio cortical entre
los estadios 10.5-11.5 dias. En estos estadios comienza la corticogénesis apical. Este
proceso se caracteriza por un cambio entre la proliferacién y la diferenciacién en el pool de
precursores neuronales. Esto sugiere una posible implicacion de las lipoproteinas en la

diferenciacion de las células neuroepiteliales (Bachy et al., 2008).

De igual manera Parada et al., 2008a, demostrd la presencia de una apolipoproteina, Apo
E, en el CSF-E tanto de embriones de pollo como de ratdn, al tiempo que muestra el patrén
de expresion de Apo B en la superficie apical de las células neuroepiteliales de embriones
de pollo de 24 HH. Estos mismos autores y en relacion con la capacidad de las
apolipoproteinas para regular el comportamiento celular via incorporacién de lipoproteinas,
demostraron que el CSF-E de pollo contiene tres tipos de estas moléculas, VLDL, LDL y
HDL, de forma que sugieren que las LDL estan directamente relacionadas con un

proceso de diferenciacién neural o neurogénesis.

Algunas proteinas mutadas implicadas en el transporte de lipoproteinas, incluyendo las
apolipoproteinas, han sido asociadas con defectos en el desarrollo. Los estudios realizados
en ratones KO-Apo B (Farese et al., 1995) demuestran que estos ratones mueren en
estadios tempranos del desarrollo y muestran un deterioro en el neuroepitelio y sus

derivados.

En resumen, los datos anteriormente comentados demuestran que durante el desarrollo
temprano del cerebro embrionario se expresan determinados tipo de apolipoproteinas que
parecen jugar papeles relevantes en el mismo, lo cual justifica la realizacion de un estudio
para tratar de aclarar el papel biolégico de algunos tipos de apolipoproteinas en el

desarrollo cerebral temprano y los mecanismos a través de los cuales ejercen dicho papel.
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4. ESTRES OXIDATIVO.

Los radicales libres son moléculas generadas por reacciones bioquimicas como
consecuencia del metabolismo celular. Se sabe que pueden causar dafio e incluso la
muerte celular. Se considera un radical libre a cualquier molécula que contenga uno o0 mas
electrones sin aparear y son generadas por reacciones bioguimicas REDOX que ocurren
como consecuencia del metabolismo celular normal (reacciones bioquimicas con el

oxigeno o producidas como resultado del estrés oxidativo) (Ferrer et al., 1999).

Dentro de estos radicales libres, se encuentran las especies reactivas de oxigeno,
conocidas como ROS, que se forman debido a que la estructura electrénica del oxigeno

hace que sea susceptible de reducciones parciales.

El exceso de formas activas de oxigeno conduce al llamado estrés oxidativo. El estrés
oxidativo, por tanto, esta causado por un desequilibrio entre la produccién de oxigeno
reactivo y la capacidad de un sistema biologico para detoxificar rapidamente los reactivos

intermedios o reparar el dafio resultante.

Se estima que las mitocondrias constituyen la principal fuente de ROS (Cadet, 1988; Borg,
1993; Burdon, 1995), en las cuales se genera el anién superéxido durante el proceso de
transporte de electrones. La enzima superéxido dismutasa (SOD) convierte al anién
superoxido en peréxido de hidrogeno mediante la reaccién de Fenton; este dltimo en
presencia de Fe?" produce el radical hidroxilo. Este es el radical libre méas reactivo, puede

oxidar casi cualquier molécula bioldgica.

Oxigeno singlete 0, _I_l_ A

|

Oxigeno O, —1— —t—

Catalasa. Peroxidasa

A l \%\‘S‘Q 10, 4 Superéxido dismutasal Reaccign de Fenton
& \
& + 2%
Radical Superéoxido O2® <<'(‘/J,.JrH I . *I He o * +e
adical Superoxido O2 _H_ . o e > O s HO, S o OH fp H,O
+H* I +H* I +H f +H*

Reaccion de Haber-Weiss

Peréxido de hidrégeno H,0, _t_l_ —t—l—

? Citocromo oxidasa
Radical hidroxilo HO o 1 Reaccién de Fenton( Ebadi M,, et al.,1996; Mattson MP, 1998)
e O,0 + Fe?* e Fe?* + O,
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Fig. 23. Formacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). Para que se produzca una reduccion completa
del oxigeno molecular hasta el agua, es necesario afiadir 4 electrones (e) y 4 protones (H"). En la primera
reaccion se aflade un electron al O, y se produce el radical superédxido (O-2). La adicién de un electrén al
superdxido crea el peroxido de hidrogeno (H202), el cual se disocia y forma un radical hidroxilo y un ion
hidroxilo (-OH +OH’), mediante una reaccién catalizada por el hierro en su forma reducida (Fe*").
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El estrés oxidativo puede causar la aparicién de una perturbacién en la homeostasis celular
del calcio (Borg, 1993). Esta accion suele estar relacionada con un efecto sobre los
receptores movilizantes de Ca*, aunque también resulta evidente la disminucion del Ca*
secuestrado por la ATPasa (Burdon et al, 1989) (Warren et al. 1987). Las ROS interfieren
también con otros sistemas de transduccion de sefiales a través de la accion del 6xido
nitrico (NO). También puede producir una disminucion de la funcion mitocondrial, ya que
reduce la eficiencia respiratoria, y con ello contribuye al incremento de ROS como

electrones que son donados al oxigeno molecular.

El dafio oxidativo puede agravarse o inhibirse por las especies reactivas de nitrégeno
(ERN) (Moncada y Higgs, 1991), incluyendo el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO),
entre otros, los cuales pueden inducir un dafio per se o combinarse con los ROS para
aumentar o atenuar el dafio oxidativo. El peroxinitrito es un potente oxidante, mas
citotéxico que el Oxido nitrico, que estimula diferentes procesos proinflamatorios,
incluyendo la expresion intracelular de moléculas de adhesion celular, interleuquinas (IL 8)
y el factor nuclear-Kb (NF-Kb) (Vanhoutte, 2004).

Aumento dela Disminucién del . Aumento del hierro libre
peroxidacion lipidica glutation Dafioal DNA intracelular
Dario del Activaciondella Aumento del dafio
citoesqueleto Poli (ADP) ribosa al DNA, proteinas
sintetasa y lipidos
l Peroxidaciony
Disminucion destruccionde
de NAD(H) la membrana
Inhibicion de

Liberacion deiones
metalicos deltejido
circundantey dafoa
células adyacentes

Dafioala /

membrana

la sintesis de

o i Aumento delos niveles
Dafodirectoalas ____, de Ca2+libre

proteinas intracelular

Fig. 24. Dafio oxidativo producido en las células por los radicales libres.
Se han descrito numerosos sistemas biolégicos capaces de generar radicales libres in vivo,
enzimas como la NADPH oxidasa, mitocondrias, membranas celulares,... (Kanner et al.,

1987; Halliwell, 2012a). Por lo tanto el metabolismo aerobio implica la produccién de
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especies reactivas de oxigeno, incluso en condiciones basales. Estas atacan a todo tipo de
moléculas biolégicas (lipidos, carbohidratos, proteinas y DNA), como consecuencia se
originan nuevos radicales libres que pueden iniciar una serie de reacciones en cadena, que
continlan hasta que éstos son eliminados tras diversas reacciones con otros radicales
libres o por la accién del sistema antioxidante, el cual protege a los tejidos de los efectos
gue ellos producen (Halliwell, 2012b). Se conocen tres tipos de antioxidantes:

- Primarios: previenen la formacién de nuevos radicales libres, convirtiéndoles en
moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la

formacion de radicales libres a partir de otras moléculas. Como por ejemplo:

e Enzima superdxido dismutasa (SOD) que convierte el O," en peréxido de hidrégeno
(H20y).

e Enzima glutation peroxidasa, convierte el H,O, y los peroxidos lipidicos en

moléculas inofensivas antes de que forman radicales libres.
e Catalasas.
e Glutation reductasa.
e Glutation S transferasa.

e Proteinas que se unen a metales (ferritina, transferrina y ceruloplasmina), limitando

la disponibilidad de hierro necesario para formar el radical OH.

- Secundarios: capturan los radicales libres, evitando la reaccion en cadena, como por

ejemplo la vitamina E, Vitamina C, ubiquinol-10, etc.

- Terciarios: reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres, como por

ejemplo las enzimas reparadoras del DNA y la metionina sulféxido reductasa.
4.1. ESTRES OXIDATIVO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Las células del SN se encuentran expuestas a una elevada y constante produccion de
especies reactivas de oxigeno y de nitrgeno como consecuencia de su elevado

metabolismo.

El cerebro de los mamiferos es uno de los 6rganos mas vulnerables a la accion nociva de
los ROS debido a su alto consumo de oxigeno. En humanos este consumo es de
aproximadamente el 20% del total, por lo que el contenido de oxigeno por unidad de

masa tisular es muy alto.
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La constante produccion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ER) se
encuentra regulada por un conjunto de proteinas y componentes antioxidantes. Sin
embargo el envejecimiento fisioldgico y un nimero de enfermedades neurodegenerativas
genéticas y medioambientales afectan a la produccién de ER. El estrés generado
contribuye a la aparicion de mecanismos patogénicos (Bajo-Grafieras et al., 2011).

La peroxidacion de los lipidos de membrana debida al estrés oxidativo, se cree que esta
relacionada con la patogénesis de algunas enfermedades neurodegenerativas, con el
Alzheimer, el Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica y la epilepsia (Mattson, 1998;
Dasuri et al., 2012). Los ROS atacan a los acidos grasos de las membranas dando lugar
a la formacién de subproductos aldehidos citotéxicos, estos subproductos modifican a las
proteinas y su funcién. Uno de estos compuestos es el 4-hidroxinonenal (HNE) que ataca
a los residuos de cisteinas presentes en las proteinas (Esterbauer et al., 1991). Se ha

demostrado que el HNE:

- Causa disfuncion mitocondrial en los sinaptosomas corticales de rata (Keller et al.,
1997).

- Es un efector de estrés oxidativo en cultivos primarios de hipocampo de rata

(Kruman et al., 1997), induciendo apoptosis.
- Mediador de los efectos neurotdxicos del péptido B- amiloide (Mark et al., 1997).

- Produce dafos en el transporte de glucosa y glutamato en las motoneuronas de

raton. Estos preceden a la apoptosis. (Pedersen et al., 1999).

- Modifica a las lipoproteinas de baja densidad (Jurguens et al., 1986; Uchida et al.,
1994).

Existen estudios que relacionan la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas
con la generacion de ROS y RNS asociadas con disfuncion mitocondrial. EI genoma
mitocondrial tiene una participacion esencial en la patogenia de estas enfermedades
basado en el descenso en la actividad del complejo de la cadena respiratoria, defectos
asociados al desequilibrio oxidante-antioxidante (Cumsee y Landshamer, 2006). Esto es
debido a que el DNA mitocondrial se localiza préximo a la membrana interna de las
mitocondrias, donde se produce la respiracion celular y como consecuencia los ROS,
siendo el DNA una diana de éstos, pudiendo originar mutaciones en el DNA. Alguna de
estas mutaciones repercute en la expresion andmala de proteinas implicadas en la
sintesis de ATP, generando mas ROS. Esta sobreproducciéon de ROS puede producir
alteraciones bioquimicas y fisiolégicas que conllevan a la apoptosis de las células
dafadas (Liu et al., 2009).
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Existen diversos métodos de induccion de especies reactivas utilizados para el estudio de
los mecanismos antioxidantes. Entre ellos encontraos farmacos como el MPTP, el Maneb
y el Paraquat, siendo capaces de imitar en organismos modelo, total o parcialmente, los
signos y sintomas de procesos neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson
(Drechsel y Patel, 2008).

4.2. APOLIPOPROTEINAS Y ESTRES OXIDATIVO.

Numerosos estudios relacionan a las Apolipoproteinas con el estrés oxidativo. En este
sentido, Ganfornina et al., 2008, observaron que al bloquear la funcién de Apo D en
cerebro de ratén, se producia un incremento en la sensibilidad al estrés oxidativo y un
aumento en los niveles de peroxidacion lipidica. Sin embargo, la superexpresion de Apo D
humana incrementa la supervivencia y previene el aumento de la peroxidacion lipidica.
Estos resultados junto con su regulacion transcripcional, hacen pensar que la Apo D tiene

una funcion beneficiosa en el control de la peroxidacion lipidica.

A su vez, niveles elevados de Apo D, se han asociado con un gran nimero de patologias,
incluyendo las enfermedades neurodegenerativas. Este incremento en los niveles de
expresion se produce también durante el envejecimiento (Rassart et al., 2000; Van Dijk et
al., 2006).

Por lo tanto Apo D forma parte de los mecanismos de proteccién en la regulacion del

estrés oxidativo (Ganfornina et al., 2008) en el tejido nervioso.

Los estudios realizados sobre el efecto de Apo D en el sistema nervioso muestran que Apo
D ayuda a mantener la homeostasis, mediante el mantenimiento de los niveles bajos de
peroxidacion lipidica, por lo que esta apolipoproteina es necesaria para una respuesta
adecuada ante el estrés oxidativo patoldgico o fisioldgico (Sanchez et al., 2006; Ganfornina
et al., 2008; Hull-Thompson et al., 2009).

También se ha demostrado que Apo A VI, tiene un efecto negativo de la apoptosis por su
poder antioxidante. Disminuyendo el estado redox intracelular y por lo tanto, controlando la

cascada apoptética (Spaulding et al., 2006).

Estos efectos han sido también demostrados para otras apolipoproteinas, como es el caso
de Apo E. Se ha demostrado que en motoneuronas de raton esta apolipoproteina ejerce
un papel protector frente a la apoptosis (Pedersen et al., 2000). Esto se debe a la
existencia de tres isoformas de Apo E, que difieren en dos aminoacidos. La herencia del
alelo Apo E4, aumenta el riesgo de tener Alzheimer y también puede influir en la

patogénesis de otras enfermedades neurodegenerativas. Los efectos neuroprotectores de
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estas isoformas podrian ayudar a explicar la relacion entre el genotipo Apo E y la
susceptibilidad a enfermedades neurodegenerativas.

Anteriormente se ha descrito la accién del HNE sobre las proteinas de membrana, los
lipidos y su alteracion. Las tres isoformas de Apo E difieren en la presencia de cisteina, la
Apo E2 tiene 2 residuos de cisteina, la Apo E3 tiene solo uno y Apo E4 no tiene ninguno
(Rall et al., 1982), de manera que HNE atacaria a los residuos de cisteina de Apo E2 y Apo
E3. Apo E4 al carecer de cisteina, no seria atacada y en consecuencia el HNE atacara a
otras proteinas y lipidos. Mediante una serie de experimentos se ha demostrado que Apo E
ejerce una accioén protectora frente a la peroxidacion lipidica producida por HNE y que esta

proteccion varia en funcion de la isoforma presente.
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5. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

El conocimiento de los mecanismos reguladores del comportamiento de las células
neuroepiteliales (precursores neuronales) del cerebro en desarrollo es importante, no solo
porque ayuda a comprender la formacién del 6rgano mas complejo de nuestro organismo,
sino que ademas permite profundizar en el conocimiento de los mecanismos de control de
procesos complejos, como son, el mantenimiento de la poblacion de células
indiferenciadas y la supervivencia neuronal, que podrian ser extrapolables en el cerebro

adulto.
6. HIPOTESIS.

El fluido cerebroespinal embrionario (CSF-E) ejerce su accion tréfica sobre el neuroepitelio

cerebral a través de componentes especificos, como las apolipoproteinas.

7. PANTEAMIENTO/OBJETIVOS.

7.1. OBJETIVO GENERAL.

En nuestro estudio pretendemos comprobar si las apolipoproteinas son las principales
responsables del proceso de inhibicidn de la muerte de las células neuroepiteliales por
parte del CSF-E.

7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Comprobar si las apolipoproteinas detectadas en el CSF-E de pollo y de rata, Apo
Al, Apo AlV, Apo B, Apo E estan presentes en el neuroepitelio de embriones de raton,
mediante técnicas inmunohistoquimicas, concretamente de inmunofluorescencia. Para ello
obtendremos cortes de embriones de raton de diferentes estadios (9.5 a 13.5 dias) y
comprobaremos en las diferentes zonas del cerebro, mesencéfalo, romboencéfalo,

diencéfalo y telencéfalo, si estan presentes dichas apolipoproteinas.

2.- Determinar semicuantitativamente la concentracion de apolipoproteinas (Apo Al,
AVI, B, E y M) en el CSF-E de embriones de ratbn mediante Western-blot, utilizando para

su deteccion anticuerpos comerciales.

3.- Comprobar si estas apolipoproteinas estan implicadas en la activacion de la
supervivencia de las células neuroepiteliales, mediante inmunosupresion de las mismas en

cultivos organotipicos.
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4.- Realizar cultivos organotipicos de neuroepitelio, para tratar de bloquear

selectivamente la accién de aquellas que muestren un efecto biolégico méas especifico.

En todos los casos se valorara y se cuantificard la presencia de células apoptoticas,
detectadas por la técnica de TUNEL y se realizaran marcajes con 3-Tubulina y BrdU, para
tratar de diferenciar si el efecto sobre la apoptosis es independiente de los procesos de
replicacion y diferenciacion celular (BrdU y B-tubulina respectivamente).

Finalmente, la identificacién de alguna Apolipoproteina relacionada con apoptosis en
células neuroepiteliales nos permitird seleccionar cepas de ratones transgénicos KO para
dichas apolipoproteinas y estudiar en su modelo, el patrbn de muerte celular,

diferenciacion y replicacion.
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Para el cumplimiento de los objetivos emplearemos una metodologia y disefio experimental

gue incluye:
1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

En la presente tesis doctoral se ha utilizado el raton como animal de experimentacion.

El raton es uno de los animales mas utilizados en la ciencia experimental por sus
especiales caracteristicas como, su reducido tamafo, su corto periodo de gestacion y su
facilidad de reproduccion dentro del ambiente de laboratorio.

N O, CP‘:;P:: Zona pelticida

D = T

- . 2 W BLASTOCISTO

2

Dias
18 %‘ post-coitum |

Vi

- L,

Fig. 25. Ciclo reproductivo del ratén. El oocito es fecundado en el oviducto, donde también tiene
lugar la segmentacion antes de la implantacion del blastocisto en la pared uterina a los cinco dias de
la fecundacion. A continuacién tiene lugar la gastrulacién y organogénesis durante un periodo de
siete dias y los seis dias anteriores al nacimiento un proceso de crecimiento. (Imagen tomada y
modificada de Wolpert et al., 2010).

El raton se utiliza en todo tipo de investigaciones, incluyendo cancer, inmunologia,
toxicologia, metabolismo, biologia del desarrollo, diabetes, obesidad, envejecimiento y
estudios cardiovasculares (Suckow et al., 2001). Ademas, actualmente se conoce el 100%

del genoma de ratén (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002).
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En esta tesis se han utilizado 3 cepas de ratones:

= Cepa Swiss-Webster: estos ratones derivan todos de un grupo de 9 ratones
llevados desde Suiza hacia Estados Unidos por Clara Lynch en 1926. Alli fueron
criados en el Rockefeller Institute, Nueva York, desde donde fueron distribuidos a
distintos institutos, siempre como ratones exocriados. En la década de 1930, Leslie
Webster los pas6é a manos de vendedores comerciales, de aqui el origen del nombre
Swiss-Webster.

Estos grupos de roedores son los que mejor representan la variabilidad genética de
una poblacion humana tipica; rasgo que puede ser confirmado al estudiar la frecuencia
génica de un grupo de genes (isoenzimas) o el porcentaje de heterocigosis de

marcadores moleculares (microsatélites).

Nuestros experimentos han sido realizados con embriones de ratén en diferentes
estadios de desarrollo: 9.5, 10.5, 11.5, 12.5, 13.5 dias p.c.

» B6.129P,-Apob™!Y"¢/J: es una cepa de ratones K.O (Knock-out) para el gen de la

apolipoproteina B-100.

T -
{ .129P2-Apoa 1"t/
Donor Strain \‘
B6;129P2-Apoa ™"

Donor Strain  129P2 vie E14TG2¢g ES cell line

Recipient Strain C578BL/6)

H (sgmicolon) indicates a mixture of C57BL/6 and 129P2 (from ES cell line).
This colony had been backerossed to C57BL/6 for less than S

generations.

2 penod ) Indicates this colony had been backcrossed to C57BL/6 for
( ot least 5 generctions.

] laboratory code for The Jocksen Laboratory

Fig. 26. Obtencion de la cepa K.O para el gen de Apo B-100. Imagen tomada de “Mouse gene
& strain nomenclature tutorial. The Jacson Laboratory”.

Esta mutacién dirigida produce una forma truncada de la apolipoproteina B,

denominada Apo B-70 en vez de Apo B-100. La Apo B-48 no se ve afectada.

Los ratones homocigotos para la mutacion, muestran una reducciéon en plasma de los
niveles de Apo B, beta-lipoproteinas y del total del colesterol. También tienen una
elevada incidencia de exencefalia e hidrocefalia. Los ratones heterocigotos muestran

un pequefio incremento sobre los wildtype en la incidencia de hidrocefalia.
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El mantenimiento de la colonia se ha realizado mediante cruzamientos entre una
hembra o un macho heterocigoto con un macho o hembra wildtype. Debido a esto,
para determinar que ratones eran heterocigotos y cual wildtype, hemos tenido que

genotipar a todos los descendientes.

= C57Black/6J: es una cepa endogamica, utilizada principalmente en procesos de

manipulacién genética para el estudio de enfermedades humanas.

Su pelaje es de color oscuro, casi negro, extremidades finas y talla bastante pequefia.
Tiene un temperamento facilmente irritable, siendo mas agresivos que la cepa Swiss.
Esta cepa ha sido utilizada para cruzarla con los ratones KO anteriormente descritos.

Los ratones utilizados en este estudio se encuentran emplazados en un animalario,
sometidos a un ciclo alternante de luz-oscuridad controlado (14/10h) y en unas condiciones
Optimas de temperatura (20-24°C) y humedad (45-55%). Estas condiciones ambientales,
facilitan la estabilidad de los biorritmos de los animales, mejorando sensiblemente los

resultados del apareamiento.

Para controlar el estadio de desarrollo con la mayor exactitud posible, se trasladan tres
hembras a la jaula del macho al inicio del ciclo de oscuridad y 12-14 horas después, se
separa a los machos y se determina la prefiez mediante la observacion de la presencia del
denominado “tapén vaginal’, un tapén de color blanco amarillento de consistencia
semidura en la parte externa de la vagina. En algunas ocasiones este tapén puede
localizarse en el interior de la vagina, por lo que es necesario abrirla ligeramente para
poder observarlo. Las hembras que presentan dicho tapon, se consideran prefiadas y se
separan, anotando como hora de inicio del desarrollo embrionario las 0 horas de la noche
anterior; el tiempo de desarrollo se expresa en dias y horas post-coitum desde ese

momento.

Fig. 27. Hembras prefiadas de 11.5 dias.
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2. OBTENCION DE EMBRIONES DE RATON.

Transcurrido el tiempo de gestacion previsto (9.5, 10.5, 11.5, 12.5 y 13.5 dias p.c.), se
procede a la obtencion de los embriones. Para ello se anestesia a la hembra prefiada por
inhalacion de éter etilico hasta comprobar la pérdida de mecanismos reflejos y la relajacion

muscular.

Posteriormente se realiza una amplia laparotomia media, se identifica y se procede a la
extraccién quirdrgica de los dos cuernos que forman el Utero del raton (el Utero gravido
presenta un aspecto arrosariado con mdultiples engrosamientos, cada uno de éstos
corresponde con el lugar de implantacion de un embriéon), separandolo de la vagina y el
peritoneo. El nimero total de embriones por ratona prefiada, oscila como media entre 9 y
15 embriones. El tamafio y grado de desarrollo de cada uno de los embriones varia en
funcién de su posicion dentro del cuerno uterino (McLaren 1965). Inmediatamente después

se sacrifica a la madre por dislocacién cervical.

Cada uno de los engrosamientos uterinos se aisla con microtijeras en una placa con
solucion de Hank (solucion isotdnica, tamponada, similar al liquido amniético en el que se

encuentran los embriones). La composicion de ésta es la siguiente:

CINa 0,14 M.
CIK 5,36 mM
Cl,Ca 1,26 mM
Cl,Mg-6H,0 491 mM
SO4Mg-7H,0 4,06 mM
PO4HK 4,41 mM
PO4HNa,-2H,0 5,09 mM
COzHNa 4,16 mM
Glucosa 5,55 mM
pH 7,2

Tabla 1. Composicién del liquido de Hank.
A continuacion, bajo lupa, se procede a la extraccion de los embriones de cada
engrosamiento uterino; para ellos sujetamos cada engrosamiento por uno de los cuernos
con unas pinzas de relojero y con unas tijeras se realiza un corte superficial, obteniendo
por un lado el miometrio y endometrio y por otro el embriéon dentro de la bolsa vitelina,

rasgamos la membrana vitelina y el amnios parietal y se corta la unidon vascular a la
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placenta. Eliminamos el amnios y trasladamos los embriones limpios a una placa de Petri

con solucién salina de Hank.

Fig. 28. Engrosamiento Uterino. Fig. 29. Embrién 11.5 dias p.c.

Una vez liberados los embriones se procede a clasificarlos segun su grado de desarrollo

mediante una serie de parametros morfolégicos descritos por Brown y Fabro, 1981.
3. GENOTIPADO DE RATONES.

El genotipado, o genotipificacién, es un proceso mediante el cual se determina el genotipo
o contenido genémico especifico de un organismo biolégico, mediante un procedimiento de
laboratorio. Se utiliza para determinar la informacién genética de un organismo, o genotipo,

y poder diferenciarlo del resto.

En nuestro caso la descendencia procedente de los cruces realizados entre ratones
heterocigotos KO y wildtype, dara origen a individuos wildtype y heterocigotos para nuestro
gen, por lo que es necesario genotipar a todos los descendientes para realizar los
sucesivos cruces, tanto para mantener la colonia como para la extraccion de los embriones

y su posterior analisis.
3.1. AISLAMIENTO DEL DNA GENOMICO.

Para el genotipado del alelo ApoB-100, se procedi6é en primer lugar a la obtencién del DNA
gendmico de la cola de los ratones, obteniéndose fragmentos de cola de 3-5 mm. Con un
bisturi estéril y bajo campana de flujo laminar, se practicoé un corte en el extremo distal de
ésta y se procedio a la digestion de dichos fragmentos con 750 pl del tampoén de lisis
(Tabla 2) que contenia 1.25 pl del enzima Proteinasa K 20mg/ml (Promega). El proceso de
digestion se realizé durante toda la noche en la incubadora para eppendorf (Thermo
Shaker TS-100, BIOSAN) a 55°C y a 800 rpm. Posteriormente se le afiadié al tubo 250 pl
de NaCl 5M y se mantuvo durante cinco minutos en la incubadora a 37°C y en agitacion a
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800 rpm, a continuacién centrifugamos a la méaxima velocidad (13200 rpm) durante diez
minutos con el fin de precipitar los fragmentos de tejido no digerido. Recogemos el
sobrenadante de la zona intermedia, afiadimos isopropanol, el cual precipita el DNA y se
mezcla en la incubadora durante 2 minutos. Por uGltimo desechamos el sobrenadante y
lavamos con etanol al 70%, desechamos de nuevo el sobrenadante y afladimos 100 pl de
agua para PCR e incubamos durante 2 horas a 37°C a 300 rpm.

50 mM 1M 2.5ml
100mM 05 M 10 ml

100 mM 1M 5ml
1% 5% 10 ml
22.5ml

Tabla 2. Composicién del tampén de lisis.

3.2. ANALISIS DE ALELOS MUTANTES MEDIANTE PCR USANDO
CEBADORES ESPECIFICOS.

La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés,
Polymerase Chain Reaction, es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener

un gran numero de copias de un fragmento de DNA patrticular, partiendo de un minimo.

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de DNA. Su utilidad es que tras la
amplificacién resulta mucho mas facil identificar, con una muy alta probabilidad, virus o
bacterias causantes de una enfermedad, identificar personas (cadaveres) o hacer

investigacion cientifica sobre el DNA amplificado.
Los pasos de la PCR son los siguientes:

1. Desnaturalizacion del DNA, se realiza por calentamiento, la T® se encuentra
determinada por la proporcion de G=C.

2. Alineamiento del cebador o primers, en este paso los primers se unen a la

secuencia complementaria del DNA molde. Si las secuencias son complementarias
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se forman puentes de hidrégeno estables, se une la polimerasa y se empieza a

sintetizar la cadena molde.

Los cebadores o "primers" suelen ser un oligonucle6tido corto de alrededor de 20-
25 bases de longitud, necesarios para que la ADN polimerasa | comience a afnadir
nucledétidos por el extremo 3' OH. Actian como limites de la region de la molécula

gue va a ser amplificada.

3. Elongaciéon, en esta paso la polimerasa comienza a sintetizar la cadena

complementaria.

Estos pasos se repiten durante varios ciclos, dependiendo de la molécula o segmento de

DNA que se vaya a amplificar.

Los primers utilizados para los alelos de Apo B 100 han sido los siguientes:

Primer 5" label Sequence 5> 3 3’ Label Primer Type
- CACCTCCTGTCCAAGCCGCCTATCA - Mutant
CAGATA TAC ATTGGCTTC ATTGGCA - Common
GCAGTACAA ATTAGAGGG AAC ATCA 9 Wild Type

El protocolo seguido es el indicado por la Jackson, para detectar si el individuo es
heterocito, homocigoto o wild-type para el gen de Apo B 100. Por lo tanto, tenemos que
hacer dos PCR diferentes, ya que las bandas, tanto del mutante como del wild-type tienen

el mismo tamafio, 400 pb.

Para el mutante, se afiaden los primers tipo mutante y comdn y para los wild-type se

afiaden a la solucion los primers tipo comun y wild-type.

Los pardmetros utilizados en los ensayos de PCR fueron:

1. DESNATURALIZACION 94 1.5 min -

2. DESNATURALIZACION 94 30 sec -

3. HIBRIDACION 63 30sec -

4. ELONGACION 72 30sec Repetir los pasos 2-4, 35
ciclos

5. ELONGACION 72 2 min -

6. PARO 10 - Guardar

Tabla 3. Pasos y parametros para la PCR.
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3.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Para la observacion de las bandas se procede a realizar una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en TBE (Tris Borato-EDTA). Una vez preparado el gel y todavia en estado
liquido se le afiade 10 pl de GelRed Nucleic Acid Stain (Bio Tium). El Red Gel es un

marcador de acidos nucléicos que sustituye al bromuro de etidio y no es cancerigeno.

En cada pocillo del gel se cargan 10 ul de la muestra, 4 ul de H,O destilada y 1 pl del
colorante BlueOrange 6X Loading Dye.

En uno de los pocillos se carga un marcador que sirve para determinar el tamafio de
nuestras bandas. Cargamos 15 pl de la solucién del marcador formada por 5 pl del
marcador [100bp DNA lader (Pronadisa)], 10 pl de H,O d y 1 pl de Blue Orange.

Una vez cargados los pocillos, iniciamos la electroforesis a 80 voltios durante una hora

aproximadamente.

La lectura del gel se realiza en el lector de geles, UVITEC, Cambridge, con luz ultravioleta.

Base Pairs Marcador 1

~1517
~ 1,200

- 1,000
- 900

~ 800

70 Vv uly v

- 600
5005517

- IR R AL
300 ‘

+ + + + - + - +
- 200

- 100

SILVESTRE MUTANTE

1 + (banda) 17 - {banda) +i-
2 + (handa) 2 + (no handa) +i+
3 + (banda) ar - {(handa) +i-
4 + (handa) 4 + (no banda) +i+

Fig.30. Marcador y gel cargado con DNA de raton adulto. En los cuatro primeros pocillos, se
cargaron las muestras de la PCR realizada con los primers Apo B comin y wildtype y en los
siguientes la realizada para Apo B comdn y mutante. La tabla indica la presencia de banda en cada
una de las PCR realizadas y el genotipo correspondiente para cada una de las muestras de la
imagen.
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4. OBTENCION DE MUESTRAS DE FLUIDO CEREBROESPINAL
EMBRIONARIO (CSF-E) DE RATON.

Las muestras de CSF-E necesarias para este estudio se han obtenido mediante
microaspiracion directa de la cavidad cerebral embrionaria de embriones de raton de
estadio 11.5 dias. El procedimiento para la obtencion de las muestras consiste en liberar a
los embriones de sus membranas externas y, tras depositarlos en seco sobre una placa de
Petri, localizar por transiluminacion las vesiculas cerebrales. Con ayuda de
micromanipuladores apropiados (Leitz), se inserta una micropipeta biselada de
aproximadamente 40-60 micras de diametro en el centro de la cavidad rombencefélica y
utilizando la presion de vacio de un microinyector PLI-100, Medical Systems Co (15 kPA),
se aspira lentamente el CSF-E evitando en todo momento el contacto con las paredes del
cerebro embrionario que podrian contaminar la muestra. El CSF-E obtenido se mantiene a
4°C y se liofiliza inmediatamente para evitar la degradacion proteica en tanto se almacena

a - 40°C hasta su uso.

Fig.31. Micromanipulador. Fig. 32. Microinyector.

Fig. 33. Extraccién de CSF-E de rombencéfalo de embriones de raton de 11,5 dias.
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FIJACION Y PROCESAMIENTO DE LOS EMBRIONES.

Una vez obtenidos los embriones, procedemos a su fijacion. Los pasos a seguir son los

siguientes.

1. Fijacion con Carnoy, cuyo objetivo es preservar la estructura celular y tisular, de modo

gue ésta se mantenga lo mas parecida posible a la estructura in-vivo. La composicion

de la mezcla utilizada es la siguiente:

Alcohol absoluto, 60 %.
Cloroformo, 30 %.
Acido acético glacial, 10 %.

2. Deshidratacioén y aclaramiento.

2.1. Deshidratacion, durante este proceso la muestra es sometida a bafios sucesivos en

alcoholes de graduacién creciente, de modo que la deshidratacion se realice
paulatinamente, evitando la retraccion de los tejidos. Dadas las caracteristicas
alcoholicas del fijador, comenzamos por alcoholes de bajo contenido acuoso (96%)

intercambidndose posteriormente por alcoholes de 100°.

La duracion de los pases en cada uno de los alcoholes varia en funcién del estadio del

embrion.

2.2. Diafanizacion o aclaracion, consiste en la impregnacién del material con un solvente

del medio de inclusion. El producto empleado en este paso se denomina “liquido
intermediario”, y debe de ser miscible tanto con el alcohol como con el medio de

inclusion.

En nuestro caso hemos utilizado Xilol (dimetilbenzol) y se realiza mediante dos pases
sucesivos del embrién por xilol puro. La duracion de los pases varia en funcién del

estadio del embrién.

3. Inclusién en parafina y realizacién de bloques.

3.1. Impregnacion con el medio de inclusiébn, en este paso se coloca al embrion

directamente en el medio de inclusion, parafina y se mantienen en el interior de una
estufa graduada entre 58 y 60° C (temperatura a la que se funde la parafina), durante
2 horas aproximadamente. No conviene prolongar excesivamente este paso ya que
incrementan los fendmenos de retraccidén, endurecimiento de los tejidos y puede

deteriorar antigenos importantes.
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3.2. Inclusién definitiva de la pieza.
Una vez incluida la pieza se procede a la realizacion de los bloques. Para la
confeccion del bloque se utilizan moldes donde se coloca el medio de inclusién

fundido.

Bajo lupa se orienta el embrion en la posicibn deseada, en este caso
transversalmente, se identifica el material y se deja enfriar a temperatura ambiente.

on b cuchilla

Zona del blogue en con'tzcml

Fig.34. Orientacion Transversal del embrion en el bloque de parafina.

4. Obtencion de cortes seriados.

Los embriones colocados en parafina, son cortados seriadamente a 8um. de grosor, con
un micrétomo Leitz W 1512.
Las series de cortes fueron colocadas sobre portas, impregnados de una soluciéon al 4% de

3-Aminopropyl Triethoxy Silane (SIGMA) en acetona pura, para mejorar la adherencia de

los cortes. A continuacion se dejaron secar a 37°C al menos durante 12 horas antes de

proceder a su utilizacion.

6. TECNICAS PARA EL ESTUDIO CON MICROSCOPIA OPTICA.

Los colorantes utilizados en las tinciones para microscopia 6ptica, se disuelven en un

medio acuoso, por lo que los cortes seleccionados deben de ser desparafinados vy

rehidratados antes de tefirlos.

El proceso seguido es el siguiente:

Xiloll1 - 15 minutos.
Xilol2 - 15 minutos.
Alcohol 100°  ---------------- 10 minutos.
Alcohol 100°  ---------m-m--- 10 minutos.
Alcohol 96°  ---------m-mm--- 10 minutos.
Alcohol 80°  --------mo-me-- 10 minutos.
Agua destilada------------------ 5 minutos.
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Una vez desparafinados, hidratados y bien lavados los cortes, se mantienen durante 20/25
segundos en Hematoxilina de Harris (Merck).

Pasado este tiempo de tincion se elimina el exceso de colorante y se dejan en agua

corriente entre 5y 20 minutos, para que viren de color.

La Hematoxilina actua como un colorante basico, es decir, tiende a ser captado por los
compuestos acidos. En la célula va a tefiir pricipalmente los acidos nucleicos y por lo tanto,

la cromatina o los cromosomas del nucleo.

Posteriormente se tifien con Eosina amarillenta, para lo cual se sumergen rapidamente en

una solucién acuosa de dicho colorante al 1% entre 30 segundos y un minuto.

La eosina es un colorante acido, por lo que tiende a ser captado por compuestos basicos.
Por lo tanto esta segunda tincion nos sirve de contraste de fondo y permite visualizar los

citoplasmas y aquellas estructuras que presentan acidofilia.

A continuaciéon se sacan los cortes de la eosina y se lavan bien en agua destilada, 3

lavados de 5 minutos cada uno, para eliminar el exceso de ésta.

Una vez realizada la tincion y lavado de los cortes se procede a la deshidratacion de los

mismos en alcoholes de graduacion creciente.

Alcohol al 80% --------- 10/15 segundos.
Alcohol al 96% «-«-«-xueveee 2/3 minutos.
Alcohol al100%:-----«-----+--- 10 minutos.
Alcohol al100% «-«-«---x-e--- 10 minutos.
XAlO] | eneevenemenenennnnnannenes 3 segundos.
XAIOI 1 weevvenenenenenannenennnens 10 minutos.
Xilol T «vvevevvemeninia, 10 minutos.

En los alcoholes de menor graduacién se deja menos tiempo, ya que la eosina es un
colorante acuoso y se pierde.

Por ultimo se efectua el montaje de los portas con Eukitt y se colocan en una estufa a 37°C
durante 12/24 horas.
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7. ELECTROFORESIS (SDS-PAGE) Y WESTERN-BLOT.

Para identificar las diferentes apolipoproteinas sobre una muestra de CSF-E de ratén de
11.5 dias de desarrollo, se realiza la técnica de Western-blot.

Esta técnica, también llamada “inmunoblotting” debido a que se utilizan anticuerpos para
detectar el antigeno o los antigenos especificos de interés, fue descrita por primera vez por
Towbin et al., en 1979.

El primer paso es la separacion de las macromoléculas mediante geles de electroforesis,
en este caso en geles de acrilamida. A continuacion las macromoléculas ya separadas, en
funcion de su diferente peso molecular, se transfieren a una segunda matriz, generalmente
a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente la membrana se bloquea, para evitar la
union inespecifica a su superficie de los anticuerpos que se van a utilizar para la deteccion
de la proteina de interés. En el siguiente paso, se une a dicha proteina un anticuerpo
especifico, marcado con una enzima y, finalmente, se aflade un sustrato apropiado para
dicha enzima con lo que se produce un producto detectable como, por ejemplo, un
precipitado cromogénico o fluorogénico en la membrana. La intensidad de la sefial se
correlaciona de forma semicuantitativa con la cantidad de antigeno en la superficie de la

membrana.

En este caso hemos utilizado el método indirecto de deteccién. Nuestros anticuerpos
primarios sin marcar reaccionan con los antigenos. A continuacién, afadimos un

anticuerpo secundario que se une al primario y reacciona con el sustrato.
7.1. PREPARACION DEL GEL.

Los geles empleados son geles de poliacrilamida, ya que constituyen un medio de soporte
excelente para separaciones electroforéticas, dado que retnen una serie de propiedades
idéneas: transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con una gran
variedad de compuestos quimicos. La poliacrilamida se forma por copolimerizacién de dos
compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N, N’-metilén-bis-acrilamida), en una
reaccion iniciada por la tetrametiletiiéndiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. El
radical persulfato activa al TEMED, el cual a su vez activa al monémero de acrilamida para
gue polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la
bisacrilamida, formandose asi una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser
regulada variando las condiciones de la reaccion y las concentraciones de los monémeros.
Entre las diversas técnicas de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas

en inglés "polyacrylamide gel electrophoresis”), probablemente la méas utilizada es la
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modalidad que se lleva a cabo en presencia del detergente dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE), tanto para analizar mezclas de proteinas, como para ser combinada con técnicas
de inmunoelectrotransferencia. En la técnica de SDS-PAGE, se mezclan las proteinas con
el detergente anionico SDS para formar complejos desnaturalizados, cargados
negativamente. La cantidad de SDS unido a las proteinas es proporcional a su tamafio: el
SDS se une en una proporcion aproximada de 1,4 g SDS/g proteina. Los complejos
proteina/SDS poseen una estructura elipsoide o de baston, donde la cadena proteica es
distendida y solubilizada por el detergente. Dado que la relacion final carga/masa queda
constante para las distintas proteinas (se anula su carga intrinseca), éstas van a ser
separadas en el gel poroso fundamentalmente en base a sus diferencias de peso
molecular (PM): a menor tamafio, mayor movilidad de la proteina, y viceversa (B. Lomonte
y Rojas, 1995).

En este caso hemos utilizado geles preparados de Bio-Rad del 4-20% (Mini-PROTEAN®
TGX™),

Para una de las apolipoproteinas hemos tenido que realizar geles al 4% para ello:

Preparacion del Gel Separador.

El gel separador se elabora diluyendo en agua bidestilada un mezcla de acrilamida/ bis-
acrilamida al 30%, SDS como emulsionante y tampoén Tris-HCI, 1.5 M a pH 8.8. Como
agentes gelificantes se emplean persulfato amoénico y TEMED. La mezcla se vierte entre
dos cristales de electroforesis con el fin de obtener una lamina de gel de 0.5 mm de grosor.
La proporcién de acrilamida incluida en la mezcla nos da un tamafio de poro adecuado

para detectar la apolipoproteinas B-48 y B-100.

Acrilamida/bis-acrilamida 1,2 ml
H,O desionizada 6,2 ml
Tris-HCI 25 ml

1.5 M, pH 8.8
SDS 10% 100

Tabla 4. Composicion del gel separador.

Preparacion del Gel Apelmazador

Sobre el gel separador se vierte el gel apelmazador, que se elabora diluyendo en agua
bidestilada una mezcla de acrilamida/bis-acrilamida al 4%, SDS como agente emulsionante

y tampon Tris-HCI. 1.5M a pH 6.8. Como agentes gelificantes se emplean persulfato
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amonico y TEMED. EIl tamafio de poro es mucho mayor y su funcién es compactar todas
las proteinas de la muestra antes de su separacion electroforética.

Acrilamida 0.65 ml

H.O desionizada 3.05ml

Tris-HCI 1.25 ml
SDS 50 pl

Tabla 5. Composicion del gel apelmazador.

Fig. 35. Gel separador y gel apelmazador.

7.2. ELECTROFORESIS.

Previamente a la separacion electroforética, tanto a las muestras como a los estandares
(sirven de referencia), se les afiade el tampdn de muestra Laemmli (Biorad®) adicionado
con un 5% en volumen de 2-B-mercaptoetanol, para equilibrar las cargas eléctricas de las
muestras,en proporcién 1:1. Inmediataménte después, las alicuotas se calientan en un
bafio de agua a 95°C durante 4 minutos y se cargan en el gel. De esta manera, las
proteinas de las muestras quedan desnaturalizadas y sus cargas eléctricas equilibradas,
por lo que la separaciéon electroforética depende exclusivamente del peso molecular de

cada una.

Para la electroforesis bidimensional seguimos en el laboratorio el protocolo de Biorad®
para SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS). El gel se coloca en el
cassette, que a su vez se encuentra situado en un nivelador. Comprobamos que esta bien
colocado y apretamos los tornillos del cassette. Este se coloca en el porta-cassette y el

conjunto dentro de la cubeta y se vierte el Buffer de electroforesis (Biorad®):
- 30 ml de Buffer Tris-Glycina (10x).

- 270 ml de H,O desionizada.
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Se cargan las muestras y los estdndares en los pocillos con ayuda de una micropipeta y se
procede a su separacion aplicando una corriente eléctrica continua de 150 voltios durante

45 minutos.
Peine Punta de micropipeta
Cristal l Cristal Pocillos
\ e ‘ S T W
Gel
apelmazadon
Gel _|
d
separador Buffer de
— .
electrpforesis Gel de electroforesis
Fig. 36. Montaje de la cubeta de electroforesis y cargado de muestras.
7.3. TINCION DE PLATA.

Para comprobar que la electroforesis se ha llevado a cabo correctamente y para visualizar
las bandas obtenidas, se realiza la tincion de plata, siguiendo el protocolo y los materiales
de Biorad®.

Al finalizar la electroforesis, los geles se intoducen en una cubeta con la mezcla fijadora y
posteriormente se pasan a un segundo fijador. A continuacion se incuban con un agente
oxidante durante 5 minutos, se realizan tres lavados en agua desionizada de 5 minutos
cada uno y se mantienen durante 20 minutos en el reactivo de plata. Se reliza un lavado en
agua bidestilada de unos 40-60 segundos y se procede al revelado. El revelador se diluye
al 3.2 % en agua bidestilada. Al alcanzar la intensidad de tincién deseada, el revelado se
para con una solucién de acido acético al 5% en agua bidestilada. Los geles se envuelven
en celofan y se desecan en una estufa de aire caliente (GelAir Drying System, Biorad®)

para su conservacion.

La composicién de los productos utilizados es la siguiente:

Metanol (80 cc.)

Etanol (20 cc.)

Reactivo oxidante
(10 cc.)

Reactivo de plata
(10 cc))

Ac. Acético glacial

Ac. Acético glacial

(20 cc.) (10 cc.)
H,O bidestilada H,O bidestilada
(100 cc.) (175 cc.)

H,O bidestilada (90
cc.)

H,O bidestilada
(90 cc))

Tabla 6. Composicion de los productos utilizados en la tincion de plata.
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7.4. TRANSFERENCIA.

A continuacion, se realiza una transferencia de las proteinas desde el gel de acrilamida a
una membrana de nitrocelulosa, ya que en este tipo de membranas es posible realizar
técnicas inmunocitoquimicas, utilizando como fuerza impulsora un campo eléctrico. Este
método se basa en la movilidad electroforética de las proteinas para transferirlas desde el
gel hasta la membrana e implica poner en contacto directo el gel de poliacrilamida que
contiene las proteinas, con la membrana de nitrocelulosa, formando un sandwich entre dos
electrodos sumergidos en una solucion conductora. Cuando se aplica un campo eléctrico,
las proteinas migran fuera del gel hacia la superficie de la membrana, dénde quedan
fuertemente adheridas, por lo que la membrana resultante es una copia exacta del patron

de proteinas que se tenia en el gel.

Una vez realizada la electroforesis, el gel se pasa a un cubeta con tampén de tranferencia

Tris-glicina (Biorad®). El gel se montd en contacto estrecho con la membrana a modo de

sandwich.
Camara
Camara fria de electrodos
(hielo)
Parte blanca del soporte
D) [ e = e i e T
sponja Sandwich
5 %" 3 papeles de filtro anawie
3|3 Gel embrana ]
2|3 3 papeles de filtro Imin Buffer
o T Esponja agitador de
I . m Il N — Transferencia
@ \ Parte negra del soporte / j Cubeta de transferencia
Cubeta de cristal PLACA MAGNETICA

Fig. 37. Esquema del sandwich y de la cubeta de transferencia.
La transferencia se realiza aplicando en frio una corriente eléctrica continua de 100 voltios

durante 60 minutos.

Una vez finalizada la tranferencia, la membrana obtenida se emplea para realizar el

western-blot.
7.5. WESTERN-BLOT.

La membrana obtenida en la transferencia es tratada con un potenciador de la sefal
(Qentix™ Western Blot Siganl Enchancer, casa comercial Pierce) y a continuacion es
sumergida en una solucién de bloqueo (solucién con exceso de proteinas, BSA al 5%) para
evitar las uniones inespecificas del anticuerpo. Tras un lavado con TPBS, se expone la
membrana al primer anticuerpo (utilizamos anticuerpos comerciales anti-apolipoproteinas
Al, AVI, B, E y M) durante un periodo de tiempo que oscila entre 2 horas a T2 ambiente y

16 horas a 4°C., en funcion del anticuerpo empleado.
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Extravidina-

Anticuerpo

Anticuerpo

Dilucion Dilucién Dilucién
Primario Secundario Peroxidasa
. Goat anti-rabbit
- 0.5 mg/ml
anti-Apo B 1:1000 \gG- Bictin 1:1000 g 1:1000
(Acris Antibodies) SIGMA
(SIGMA)
. Goat anti-rabbit
- 0.5 mg/ml
anti-Apo E 1:1000 \qG- Bitin 1:1000 g 1:1000
(GeneTex) SIGMA) SIGMA
) Rabbit anti-goat
anti-Apo Al
1:1000 ; 1:1000 - -
1gG-P dasa.
(Rockland) g (3|ecr;(:\)/|qusa
anti-Apo AlV Rabbit anti-goat
(Santa Cruz 1:1000 IgG-Peroxidasa. 1:1000 ) )
Biotechnology, INC.) (SIGMA)
anti- Apo M Rabbit anti-goat
(Santa Cruz 1:1000 IgG-Peroxidasa. 1:1000 ) )
Biotechnology , INC) (SIGMA)

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en el WB.

Posteriormente se realizan varios lavados en TPBS para eliminar los restos de anticuerpo
primario y a continuacion se expone la membrana de nitrocelulosa al anticuerpo secundario
(Kit comercial Sigma®), que lleva incorporado el enzima peroxidasa. Finalmente, se trata la
membrana con diaminobenzidina (DAB), substrato del enzima, que es detectada por su
intenso color marrén. El revelado se para mediante varios lavados en agua bidestilada y la

membrana se seca al aire y se almacena.

8. TECNICAS DE INMUNODETECCION/ INMUNOHISTOQUIMICA.

8.1. INMUNOFLUORESCENCIA.

Para comprobar si las apolipoproteinas detectadas en el CSF-E, Apo Al, Apo AlV, Apo By
Apo E estdn presentes en el neuroepitelio de embriones de raton, se han realizado
ensayos de inmunofluorescencia indirecta. Esta técnica emplea un anticuerpo primario,

gue reconoce el antigeno que se desea tipificar.

En nuestro caso, hemos utilizado anticuerpos policlonales, anti Apo B, anti Apo E, anti Apo
Al 'y anti Apo AlV.
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Todos los anticuerpos son Ig G, obtenidas:

HOSPEDADOR
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ANTICUERPO SECUNDARIO

anti-Apo B Es reconocido por una anti-lg G de conejo
(Acris Antibodies) Conejo Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit Ig G
Dilucién 1:100 (Invitrogen). Dilucién: 1:1000

anti-Apo E Es reconocido por una anti-lg G de conejo
(GeneTex) Conejo Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit Ig G
Dilucién: 1:100 (Invitrogen). Dilucién: 1:1000

anti-Apo Al Es reconocido por una anti-lg G de cabra
(Rockland) Cabra Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat Ig G
Dilucién: 1:100 (Invitrogen). Dilucion: 1:1000

anti-Apo AlV Es reconocido por una anti-lg G de cabra
(Bsigret?h(ri(r)lljggy INC.) Cabra Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat Ig G
Dilucién: 1100 (Invitrogen). Dilucién: 1:1000

anti- Apo M Es reconocido por una anti-lgG de cabra
(Santa Cruz Cabra

Biotechnology , INC)
Dilucion: 1:100

Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat Ig G
(Invitrogen). Dilucién: 1:1000

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia.

Los anticuerpos secundarios utilizados estan conjugados a fluorocromos, concretamente a

fluoresceina. Los fluorocromos son moléculas que al ser excitadas con la energia de una

determinada longitud de onda son capaces de emitir energia de una longitud de onda

mayor.

Anticuerpo 22 Anticuerpo 22
anti- rabhitlg & anti- goat g G

Anticuerpo 12
anti-Apo B

Anticuerpo 12
anti-Apo Al

Fig. 38. Esquema de inmunofluorescencia indirecta.
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La pauta general del procesamiento de los embriones destinados a la

imnmunofluorescencia indirecta es la siguiente:

En primer lugar se obtienen los embriones de raton de diferente estadios, desde 9,5 hasta
13,5 dias. Son procesados, y cortados,segin los procedimientos descritos en los
apartados 2 y 4. Una vez cortados, seleccionamos aquellas zonas que nos interesen, en
concreto el rombencéfalo, mesencéfalo, telencéfalo y diencéfalo. De cada zona vamos a

seleccionar 3 portas por apolipoproteina y por estadio.

Los cortes histolégicos seleccionados estan incluidos en parafina, por lo que debemos

desparafinarlos y rehidratarlos antes de realizar la inmunodeteccion.

Para ello seguimos un proceso inverso a la parafinacion, es decir, eliminamos la parafina
por dilucién en Xilol y a continuacion eliminamos el xilol mediante pases sucesivos en

alcoholes de graduacion decreciente (rehidratacion).

IO | weverveneneenne 10 minutos.
pa(1{o] N | IEPTREPRTPEPRY 10 minutos.
Alcohol 1000 ------. 7 minutos.
Alcohol 1000 ------. 7 minutos.
Alcohol 96° --------.. 7 minutos.
Alcohol 80° ---------- 7 minutos.
Alcohol 509 --------.. 7 minutos.

Agua corriente durante 15 minutos.

Agua destilada durante 5 minutos.

Antes de iniciar las incubaciones con los anticuerpos, se realizan diversas incubaciones y
lavados a fin de facilitar la penetracion de los anticuerpos y disminuir el marcaje
inespecifico. Todas las preincubaciones se realizan en tampon fosfato. En nuestro caso se
ha utilizado el PBS (phosfate buffered saline). Una vez desparafinados, hidratados y bien

lavados los cortes en agua destilada, se lavan 3 veces en PBS, 5 minutos por lavado.

El bloqueo de uniones inespecificas, se consigue utilizando una mezcla de PBS+ BSA al
0,1% durante 20 minutos, este paso a su vez disminuye la adherencia del anticuerpo al

vidrio.

El siguiente paso es la incubacion de los cortes con el anticuerpo primario, para ello
utilizamos como medio de incubacion el PBS. La dilucion del anticuerpo empleada ha sido
1:100. La incubacién se realiza en una atmésfera hiimeda en una camara de incubacion y

se mantiene a 4°C toda la noche.
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Es necesario eliminar todo el antisuero no unido al antigeno durante la incubacion, para
ello se realizan 3 lavados de cinco minutos cada uno en PBS y se procede a la incubacion
con el anticuerpo secundario, el cual se diluye 1:1000 en el medio de incubacion (PBS) y
se mantiene lhora a temperatura ambiente en la camara de incubacién. En nuestro caso
los anticuerpos secundarios utilizados estdn marcados con fluoresceina, por lo que la

incubacién se realiza en oscuridad.

Por dltimo, se realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno en PBS, para eliminar todo el

antisuero no unido al anticuerpo primario.

Para resaltar los nucleos, realizamos una tincién nuclear con loduro de Propidio (1:20 000
en agua destilada). Las moléculas de ioduro de propidio se intercalan entre los pares de
bases de los acidos nucleicos, tanto del ADN como del ARN. Sus ventajas principales son
la facilidad de uso, estabilidad y espectro de absorcidon/emision. Se excita con luz en torno
a los 480 nm y emite fluorescencia roja (en torno a los 620 nm). A continuacién se realiza
un lavado en agua destilada y se montan los portas con medio acuoso (Fluoromount,
SIGMA).

Los portas son visualizados mediante un microscopio confocal (Leica TCS SPE).

8.2. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION Y DIFERENCIACION
CELULAR: BrdU, PCNA'Y B-lll-Tubulina.

Los cortes obtenidos de mesencéfalo son desparafinados y rehidratados. Los pasos

seguidos fueron los siguientes:
- Tres pases por Xilol de siete minutos cada uno.
- Dos pases por alcohol de 100° de siete minutos cada uno.
- Veinte minutos en agua corriente.

Para el estudio de la proliferacion celular, mediante BrdU, previamente se afiaden 10ul
de BrdU al cultivo de mesencéfalo y se mantiene durante 1 hora en condiciones de
saturacion de humedad con una atmdsfera de 5% de CO,, y a 37°C. A continuacién se
inicia el protocolo con la desnaturalizacion del DNA. Para ello, se aflade HCI 2N durante
treinta minutos a 37°C. Posteriormente, se retira el HCI y se realiza un lavado en agua
destilada y tres lavados de cinco minutos con Buffer Tris. Para neutralizar el pH acido
obtenido con el HCI se afiade acido bérico 0,1M a pH 8,5 durante diez minutos, y se raliza

un lavado con agua destilada y tres lavados de cinco minutos con Buffer Tris.
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Para medir la proliferacion celular se utilizé6 un anticuerpo primario anti-BrdU (Link DAKO
monoclonal de ratén), dilucion 1:100 en buffer tris y se incubd en camara humeda a 4°C
toda la noche. El uso de BrdU con respecto a otros marcadores como la timidina tritiada, la
iododeoxiuridina o de diferentes proteinas implicadas en el ciclo celular, como es el caso
de la PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) y la histona H3 fosforilada, es que la BrdU
permite detectar todas las células que se estén divididendo desde el momento de la
aplicacion de ésta hasta el fin del cultivo. Ademés estudios in vitro han demostrado que las
células en division tienen una alta tasa de incorporacion de BrdU que oscila entre un 99,8%
y un 100% (Bick y Davidson, 1974).

A continuacion se realizaron tres lavados de cinco minutos con buffer tris y las muestras se
incubaron con el anticuerpo 2° (goat anti-mouse, Mouse ExtrAvidin® Peroxidades Staining
Kit, SIGMA), dilucién 1:20 en Buffer Tris, en camara humeda a temperatura ambiente
durante treinta minutos. Pasado el tiempo de incubacién las muestras se lavaron tres
veces durante cinco minutos con Buffer Tris y se procedié a la incubacién con ExtrAvidina
peroxidasa (Mouse ExtrAvidin® Peroxidase Staining Kit, SIGMA), como sistema de
amplificacién, a una dilucién 1/20. Transcurrido el tiempo de incubacién indicado por el
fabricante, se llevaron a cabo tres lavados de cinco minutos con Buffer Tris y finalmente se
incubaron con Diaminobencidina [DAB (SIGMA)] siguiendo las instrucciones dadas por el
proveedor. Una vez obtenido el revelado deseado, se paré con agua destilada y se

procedi6 a la deshidratacion y montaje de las muestras con Eukitt.

Anticuerpo2°
peroxidado

XA — -
Antigeno  Anticuerpo 1° Complejo

Brdu Anti Brdu antigeno-anticuerpo 5. 3ibiaminsberdiia

reducida (sustrato) +
Hy0,

Precipitado marrén

(3-3'Diaminobencidina
oxidada + 2H,0)

Fig. 39. Esquema de la inmucitoquimica para BrdU.

En algunos casos la BrdU no puede ser afiadida a los cultivos o inyectada a la ratona, en
este caso para realizar el estudio de proliferacion celular se lleva a cabo otra técnica
denominada PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular). El antigeno nuclear de
células en proliferaciéon (PCNA) es una proteina nuclear sintetizada en la fase G1 temprana

y en la fase S del ciclo celular. Una vez desparafinados y rehidratados los cortes, se realiza
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un bloqueo de las uniones inespecificas con PBS/BSA al 1% durante 20 minutos y se
afade el anticuerpo primario human anti-PCNA (Chemicon Europe CBL-407) dilucion
1:100 en PBS. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizan tres lavados con PBS y se
afiade el anticuerpo secundario (goat anti-mouse, Mouse ExtrAvidin® Peroxidase Staining
Kit, SIGMA) dilucion 1:50 en PBS, durante 30 minutos en camara himeda a temperatura
ambiente. A continuacion se realizaron 3 lavados con PBS y se procedié a la incubacién
con ExtrAvidina peroxidasa (Mouse ExtrAvidin Peroxidase® Staining Kit, SIGMA), como
sistema de amplificacién, a una dilucion 1:20. Transcurrido el tiempo de incubacion
indicado por el fabricante, se llevaron a cabo tres lavados de cinco minutos con PBS y
finalmente se incubaron con Diaminobencidina [DAB (SIGMA) ]. Una vez reveladas las
muestras, se afiade agua destilada para parar la reaccion, se procede a la deshidratacién y

montaje con Eukitt.

Para el estudio de la diferenciacion celular se utiliza como anticuerpo primario Mouse
anti-Human IlIB-Tubulina (Covance). Una vez desparafinados y rehidratados los cortes se
realiza un bloqueo de las uniones inespecificas del anticuerpo primario con PBS/BSA al
1% durante 20 minutos y se afiade el anticuerpo primario (dilucion 1:500 en PBS).
Trancurrido el tiempo de incubacién (toda la noche a 4°C en camara himeda) se realizan
tres lavados en PBS de cinco minutos cada uno, se afiade el anticuerpo secundario, anti-
mouse IgG FITC (Alexa Fluor® 488 Rabbit anti Mouse IgG, Invitrogen™) (dilucién 1:1000
en PBS) y se incuba sesenta minutos a temperatura ambiente en camara humeda en
oscuridad. A continuacién se realizan tres lavados en PBS de cinco munutos cada unoy se

procede al montaje con medio acuoso (Fluoromont SIGMA).
8.3. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR: T.U.N.E.L.

Para valorar la influencia del cultivo asi como de las diferentes condiciones experimentales,
sobre la supervivencia celular, se emplea la deteccion de células apoptéticas mediante la
técnica de T.U.N.E.L. Esta técnica se basa en la marcacién del UTP final, mediada por el
enzima TdT (transferasa deoxinucleotidil terminal). El TdT media la incorporacién catalitica
de fluoresceina 12-dUTP en el extremo final 3"-OH, formando una cola polimérica de
fluoresceina 12-dUTP. El extremo 3"-OH libre se produce como consecuencia de la accion
de las endonucleasas, las cuales se encargan de fragmentar el DNA dando lugar a
fragmentos de DNA entre 180-200 pb.

La técnica se realiza con un kit comercial (DeadEnd™ FluorometricTUNELSystem),

Promega) siguiendo las especificaciones dadas por el proveedor.
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El primer paso es la rehidratacion de los portas, a continuacion se trata con NaCl al 0.85%
para mantener el pH, ya que al afiadir el formol al 4% como fijador podria variar el pH,
desnaturalizar mas el DNA y obtener falsos positivos. Entre ambos pasos los portaobjetos
se lavan con PBS. Una vez fijados, se tratan con el buffer de equilibrio y a continuacion se
afade el nucledtido, el enzima TdT y el buffer de equilibrio.

En éste paso hay que evitar la luz, ya que el 12-UTP (nucle6tido) viene conjugado con
fluoresceina. Los cortes se incuban en camara humeda a 37°C durante cuatro horas.
Transcurrido ese tiempo, los portaobjetos son pasados a SSC, que es un buffer de
equilibrio que neutraliza la accion del enzima, se lavan con PBS y agua destilada y se

montan con medio acuoso.
9. CULTIVO ORGANOTIPICO DE NEUROEPITELIO.

Se basa en una técnica estandar de cultivo
organotipico  “in  vitro” de estructuras
embrionarias (método de Trowell) adaptada

por nosotros al cultivo de pared del cerebro

embrionario (neuroepitelio). Esta técnica
consiste en la microdiseccion de un casquete del mesencéfalo, que incluye sus regiones
laterales y dorsal, previa diseccion del ectodermo superficial y eliminacién por diseccion
roma del mesénquima subyacente. Dicho fragmento de neuroepitelio se fija por su
superficie apical a un papel de filtro Millipore, que se deposita sobre una rejilla que a su vez
estd en contacto con un medio de cultivo definido (DMEM-F12 suplementado con acido
ascorbico), evitando la inmersion del tejido en el medio. El cultivo se mantiene en
condiciones de saturacion de humedad con una atmosfera al 5% de CO,, y a 37°C. En
nuestra experiencia este método de cultivo de neuroepitelio es viable y comparable a los

controles, al menos, durante un periodo de 72 horas.

Con esta técnica realizamos cultivos de neuroepitelio de embriones de 11.5 dias de
desarrollo, en medio definido, es decir libre de toda influencia ajena al propio neuroepitelio,
lo gque segun nuestros datos previos, conduce a la apoptosis de un namero elevado de
células y al cese de los procesos de replicacion y diferenciacién de las células madre
neuroepiteliales. Este efecto se revierte hasta valores normales cuando se afiade CSF-E al

medio.

Para evaluar el efecto de las apolipoproteinas presentes en el CSF-E, bloqueamos su
accion afiadiendo a una de las tres condiciones de cultivo un anticuerpo anti-

apolipoproteina correspondiente a la apolipoproteina que queremos estudiar. Para ver el
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efecto que tiene el bloqueo de la apolipoproteina correspondiente se llevan a cabo técnicas
inmunohistoquinicas de valoracidon de supervivencia, replicacion y diferenciacion (TUNEL,
BrdU y -tubulina).

En este estudio las condiciones del cultivo han sido las siguientes:

Medio Medio + Medio +
CSF-E ratén CSF-E raton +
Mesencéfalo Anticuerpo anti- apo.

Puntos de union

Filtro Millipore

Para poder valorar la proliferacion celular, a cada uno de los pocillos, transcurridas las 72
horas, se les afiade BrdU y se incuban durante una hora en las mismas condiciones del
cultivo.

Las muestras son fijadas en carnoy, deshidratadas e incluidas en parafina, como se ha

descrito previamente, para su posterior estudio.
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1. ELECTROFORESIS Y TINCION DE PLATA.

La mayor parte de datos de la composicion del CSF-E provienen de embriones de pollo y
en menor medida de rata (véase capitulo correspondiente de la introduccion). Para valorar
las similitudes y diferencias entre el CSF-E de ratén, rata y pollo, hemos realizado una
electroforesis SDS-PAGE y a continuacion una tincion de plata. En cada uno de los pocillos
se han cargado 15 pl de cada una de las muestras + 15 pl del buffer de muestra. Como
puede observarse en la figura 40, el patron de bandas del CSF-E de ratén y de rata es muy
similar en términos globales, aunque presenta algunas diferencias especialmente en la
concentracion aparente de algunas fracciones proteicas con respecto al CSF-E de pollo,
esto se debe a las diferencias filogenéticas existentes entre los dos grupos (mamiferos y

aves).

Podemos asumir por lo tanto que el patron de bandas del CSF-E de ratén y de rata es muy
similar y que por lo tanto las apolipoproteinas presentes en el CSF-E de rata (Parada et al.,

2005), pueden estar también presentes en el CSF-E de ratén.

i

e

Standard CSF-Eraton CSF-Erata CSF-Epollo
DualColor 11.5d 13.5d 25HH

Fig. 40. Comparativa del CSF-E de ratdn, rata y pollo respectivamente.
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2. WESTERN-BLOT.

Para comprobar si las diferentes apolipoproteinas, objeto de nuestro estudio, estan
presentes en el fluido cerebroespinal embrionario de raton de 11.5 dias de desarrollo, se
han realizado diferentes inmudetecciones mediante la técnica de western-blot para cada
una de ellas. Los resultados obtenidos demuestran que al igual que ocurria en el CSF-E de
embriones de rata, todas las apolipoproteinas estudiadas, Apo B, Apo Al, Apo AlV, Apo E 'y
Apo M, se encuentran presentes el fluido cerebroespinal de embriones de raton en fases

tempranas del desarrollo.

El andlisis de los western blot muestra la presencia de bandas inmunorreactivas para los
distintos anticuerpos empleados, aungque ocasionalmente presentan pequefas variaciones
con respecto a los pesos moleculares descritos por otros autores, esto se debe

principalmente a que la migraciéon puede verse afectada por diversos factores:

- Campo eléctrico: Es un gradiente de potencial que posibilita que haya electroforesis.
A su vez, depende de diferentes parametros. A mayor potencial del campo eléctrico
mayor movilidad de las particulas. Dependiendo del método electroforético usado se
mantiene constante el voltaje o el amperaje. Si aumentamos el voltaje, aumenta la
velocidad de separacion, pero también la temperatura, pudiendo aparecer efectos
indeseables como: desnaturalizacion de proteinas, evaporacion del buffer y aumento

de la fuerza ionica.

- Tampédn: Durante una electroforesis, se produce una electrolisis del agua por accion
del campo eléctrico, lo cual genera protones en la proximidad del anodo e iones
hidroxilo en el catodo. El tampdn es, por esta razén, esencial durante la electroforesis
para evitar que el &nodo se acidifique y el catodo se haga mas basico, pero no debe
afectar a las moléculas a separar. Ademas, la fuerza idnica condiciona la movilidad
electroforética de las sustancias a separar, ya que influye en su esfera de solvatacion
y en la conductividad de todo el sistema. Por lo tanto, es necesaria una fuerza iénica
suficiente para mantener el pH y la conductividad durante todo el proceso, pero no
muy elevada, ya que podria interferir en el sistema. Normalmente, se emplean
tampones con fuerzas iénicas moderadas (0.05-0.10M), siendo el pH la caracteristica

gue debe ser mas controlada, puesto que determina la carga de la muestra.

- Soporte. La simple presencia del soporte en una electroforesis hace que se presenten

una serie de fenébmenos de elevada trascendencia para el resultado del proceso:
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e Adsorcion. Es una retencion inespecifica de las moléculas de la muestra sobre el
soporte, por lo que afecta negativamente a la resoluciéon, ensanchando las bandas

de migracion.

e Tamafio de poro. El movimiento de las moléculas a través del soporte es mas o
menos facil en funcion de su tamafio respecto al de los poros; aquellas moléculas
cuyo tamafio se aproxime al del poro, vera impedido su avance respecto a aquellas

cuyo tamafo sea muy inferior.
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2.1. APOLIPOPROTEINA B 48/100

Para detectar la presencia de Apolipoproteina B, utilizamos un anticuerpo primario Anti Apo
B48/100 (Acris, BP2050), que reconoce a las dos isoformas descritas en la literatura, Apo
B48 y Apo B100.

Es conocido que Apo B48 tiene un peso molecular de 264 KDa y la Apo B 100 de 516 KDa.
Al analizar los pesos moleculares de las bandas con respecto a los estandar (Precision
Plus Protein Standard. Dual Color, Bio-Rad) en un lector de geles (UVITEC, Cambridge) y
con un programa especifico (Essential V2), comprobamos que en el CSF-E de raton de
11.5 aparecen nitidamente marcadas por el anticuerpo dos bandas de 483 KDa y 335 KDa.
Por las razones comentadas al inicio del capitulo, junto con el hecho de que Apo B tiende a
formar agregados insolubles en agua, representando un obstaculo para su estudio, y que
se han encontrado variaciones ostensibles referidas al peso molecular de la subunidad
basica en funcion de los diferentes métodos de deslipidizacion y solubilizacion empleados
(Yafiez et al., 1975), podemos asumir que se reconocen las dos isoformas de Apo B en el
CSF-E de raton.

AP0 B-100 sy
(Lane 2, band 1}
Apo B3 = |
(Lane 2, band 2)
M.W. Values Lane 1 Lane 2
- Band 1 250.000 482.609
Band 2 150.000 334.783
p Band 3 100.000 62.329
Band 4 75.000 51.721
Band 5 50.000
-
—

Standard CSF-E raton
1154 DualColor 11.5d
' {Lane2) {Lane2)

Standard CSF-E ratdn
DualColor

Fig. 41. Inmudeteccién mediante la técnica de western-blot para Apo B. La imagen de la izquierda
corresponde a la membrana de nitrocelulosa y las dos bandas de la derecha a las imagenes
capturadas para el andlisis densiométrico. La tabla muestra los pesos moleculares de las bandas
del marcador utilizado (Lane 1); los pesos moleculares de las bandas correspondientes al de Apo B
aparecen marcados en rojo en la columna Lane 2, band 1y 2.
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2.2. APOLIPOPROTEINA Al.

La deteccion de Apo Al en el CSF-E de embriones de raton de 11.5 d de desarrollo, se
realiz6 mediante el anticuerpo Anti Apo Al (Rockland, 600-101-196). El revelado con DAB y
su posterior andlisis con el lector de geles (Essential V2), muestra la presencia de una
banda de mayor grosor, de unos 26 KDa (Lane 1, Band 4), que se corresponde con el peso
molecular de dicha apolipoproteina, 28 KDa, y de otras tres bandas que posiblemente se
corresponden con agregados macromoleculares (polimeros), ya que esta apolipoproteina
tiende a formar agregados de dos a cuatro monémeros, dando lugar a moléculas de entre
55 a 113 KDa (Yafiez et al., 1975).

e M.W. Values Lane 1 Lane 2
f— Band 1 62.472 250.000
Band 2 54.384 150.000
r— Band 3 45.633 100.000
—— Band 4 25.545 75.000
Band 5 50.000
Band 6 37.000
Band 7 25.000
Apo Al 9- e Band 8 20.000
Monomero Band 9 15.000
Band 10 10.000

CSF-Eratén  Standard

15d DualColor CSF-Eratdn  Standard

11,5d DualColor
{Lane1) {Lane2)

Fig. 42. Inmudeteccion mediante la técnica de western-blot para Apo Al. La imagen de la izquierda
corresponde a la membrana de nitrocelulosa y las dos bandas de la derecha a las imagenes
capturadas para el andlisis densiométrico. La tabla muestra los pesos moleculares de las bandas
del marcador utilizado (Lane 2); el peso molecular de la banda correspondiente al de Apo Al
aparece marcado en rojo en la columna Lane 1, band 4.
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2.3. APOLIPOPROTEINA AlV.

Al igual que en los casos anteriores, para detectar la presencia de Apo AlV en el CSF-E de
raton de 11.5 d de desarrollo, se ha utilizado un anticuerpo Anti Apo AIV (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (sc-19040).

El analisis de western-blot revela la presencia de cuatro bandas. La banda 3 tiene un peso
de 47 KDa que se corresponderia, exactamente, con el peso molecular de Apo AlV de 46
KDa.

El resto de bandas, de concentracién practicamente despreciable, podrian ser agregados
moleculares de la misma. La banda de menor peso molecular podria deberse a algin
fragmento de Apo AlV, como consecuencia de la degradacion de ésta durante el proceso
electroforético.

MW. Values | Lane 1 Lane 2
Band 1 65.623 250.000
Band 2 51.751 150.000

[ Band 3 47.864 100.000
Band 4 26.313 75.000
Band 5 50.000
Band 6 37.000
Band 7 25.000
Band 8 20.000
Band 9 15.000
Band 10 10.000
Band 11 5.943

CSF-Eraton Standard
11,5d DualColor
{Lane1) (Lane2)

CSF-E ratdn Standard
11,5d DualCaolor

Fig. 43. Inmudeteccion mediante la técnica de western-blot para Apo AVI. La imagen de la izquierda
corresponde a la membrana de nitrocelulosa y las dos bandas de la derecha a las imagenes
capturadas para el andlisis densiométrico. La tabla muestra los pesos moleculares de las bandas
del marcador utilizado (Lane 2); el peso molecular de la banda correspondiente al de Apo AlV
aparece marcado en rojo en la columna Lane 1, band 3.

78



RESULTADOS

2.4. APOLIPOPROTEINA E.

Esta apolipoproteina tiene un peso molecular definido de 34 KDa. La deteccién con el
anticuerpo Anti Apo E (GeneTex, Al255918) en el CSF-E de ratdén de 11.5 d de desarrollo,
demuestra la existencia de una banda de 30 KDa que se corresponderia con el peso
molecular aproximado de Apo E.

En cuanto a la banda de 55 KDa, no estamos seguros de su identidad o de su
procedencia.

Existen evidencias que la exposicién de células neurogliales pl9 al estrés oxidativo
produce como resultado una mayor acumulacion de una proteina de aproximadamente 50-
kDa. Esta proteina fue detectada con anticuerpos Anti Apo E y anti-HNE (HNE, 4-
Hydroxynenonal, producto de la peroxidacion lipidica) (Pedersen et al., 2000).

A
S——
- M.W.
W. Values Lane 1 Lane 2
: Band 1 55.841 250.000
Band 2 30.300 150.000
Band 3 100.000
— 8and 4 75.000
Band 5 50.000
w—— Band 6 37.000
Apo E == Band 7 25.000
e Band 8 20.000
8and 9 15.000
p— Band 10 10.000
a—
S—

CSF-Eratdn  Standard  CSF-Eratdn  Standard
115d DualCalor 11,8d DualColor
(Lane1) {Lane2)

Fig. 44. Inmudeteccién mediante la técnica de western-blot para Apo E. La imagen de la izquierda
corresponde a la membrana de nitrocelulosa y las dos bandas de la derecha a las imagenes
capturadas para el andlisis densiométrico. La tabla muestra los pesos moleculares de las bandas
del marcador utilizado (Lane 2); el peso molecular de la banda correspondiente al de Apo AlV
aparece marcado en rojo en la columna Lane 1, band 2.
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2.5. APOLIPOPROTEINA M.

El peso molecular definido para esta apolipoproteina es de 21 KDa. Para detectar su
presencia en el CSE-E de raton de 11.5 dias, se ha utilizado un anticuerpo Anti Apo M de
la casa comercial Santa Cruz Biotechnology (sc-67806). Los resultados obtenidos
demuestran la presencia de una banda de unos 26 KDa.

La banda de 26 KDa se corresponde con el peso molecular descrito para la
apolipoproteina M. La concentracion de la banda es muy pequefia en comparacion con las
obtenidas para las anteriores apolipoproteinas.

M.W. Values Lane 1 Lane 2
Band 1 62.840 250.000
Band 2 49.477 150,000
Band 3 25.731 100.000
Band 4 75.000
Band 5 50.000
Band 6 37.000
Band 7 25.000
Band 8 20.000

Apo M Band 9 15.000
Band 10 10.000

CSF-E raton Standard CSF-Eratdn  Standard
115d DualColor 115d DualColor
{Lane1) {Lane2)

Fig. 45. Inmudeteccion mediante la técnica de western-blot para Apo M. La imagen de izquierda
corresponde a la membrana de nitrocelulosa y las dos bandas de la derecha a las imagenes
capturadas para el andlisis densiométrico. La tabla muestra los pesos moleculares de las bandas
del marcador utilizado (Lane 2); el peso molecular de la banda correspondiente al de Apo M aparece
marcado en rojo en la columna Lane 1, band 3.
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En resumen, nuestros resultados demuestran la presencia de las apolipoproteinas
previamente descritas en el CSF-E de rata, Apo B, Apo Al, Apo AlV, Apo E Apo M, en el
CSF-E de ratdon de 11.5 dias de desarrollo. Las apolipoproteinas mayoritarias en el CSF-E
de ratén son Apo B, Apo Al, Apo AVIy Apo E, a diferencia del CSF-E de rata que son Apo
B, Apo Al y Apo M.

En el caso del CSF-E de raton, la concentracion de Apo M es mucho menor en

comparacion con el resto de apolipoproteinas y con la concentracién presente en el CSF-E

de rata.
Apo B/100
Apo B/48
LV
" Apo Al Apo AVI ApoE Apo M
250 KDa
150 KDa
100 KDa ApoB-48 335KDa
75KDa ; ApoB-100 483 KDa
Apo Al 26 KDa
50KDa .
Apo A IV 48 KDa
37KDa J
¢ ¢ Apo E 30 KDa
25KDa S— Apo M 26 KDa
20KDa |
15 KDa !
10 KDa

Standard CSF-Eraton CSF-Eraton CSF-Eraton CSF-Eraton CSF-Eraton
DualColor 11,5d 11,5d 11,5d 11,5d 11,5d

Fig. 46. Presencia de las diferentes apolipoproteinas del estudio en el CSF-E de ratdén. La imagen
muestra la presencia de cada una de las apolipoproteinas del estudio detectadas en las membranas
de nitrocelulosa, mediante inmunodeteccion. La primera imagen muestra el estandar utilizado y los
pesos moleculares de cada una de las bandas; en las siguientes imagenes se muestra con una
flecha la presencia de cada una de las apolipoproteinas, Apo B/48 y Apo B/100, Apo Al, Apo AlV,
Apo E y Apo M. La tabla muestra los pesos moleculares de cada una de ellas.
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3. PATRON DE EXPRESION DE LAS DIFERENTES
APOLIPOPROTEINAS EN EMBRIONES DE RATON.

Para determinar el patron de expresion de las diferentes apolipoproteinas en el
neuroepitelio del cerebro embrionario de raton, se han realizado ensayos de
inmunofluorescencia indirecta en cortes transversales de embriones de raton de diferentes

estadios.

En las siguientes imagenes, se muestran cortes tefiidos con hematoxilina/eosina, de las
zonas en las que se han llevado a cabo los estudios de inmunofluorescencia. Hemos
elegido un estadio intermedio, 11.5 dias de desarrollo, como representacion de todos los
estadios estudiados.

Fig. 47. Secciones de embriones de ratén de 11.5 dias de desarrollo, hematoxilina-eosina. La imagen
47.A muestra una seccion sagital medial donde se pueden observar las diferentes vesiculas cerebrales.
Las imagenes 47.B, 47.C, 47.D y 47.E muestran cortes transversales de las diferentes vesiculas
cerebrales.
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3.1. PATRON DE EXPRESION DE APO B 48/100.

El estudio del patrébn de expresion de Apo B 48/100 en embriones de 9.5 dias p.c.,

demuestra que:

Existe un material precipitado abundante e intensamente marcado dentro de las diferentes
vesiculas cerebrales, con estructura reticular, como puede ser observado en la figura 48.A

y a mayor aumento en la figura 48.E.

Llama la atencién el intenso inmunomarcaje que aparece en la superficie apical de las
células neuroepiteliales, como se observa en la figura 48.A, 48.B y 48.C. El estudio con
una mayor magnificacion, revela que dicho marcaje apical, aparentemente, es un marcaje
intracelular que se vuelve mas intenso en la pared de determinadas formaciones esféricas
de la superficie apical celular (Fig. 48.F, puntas de flecha) muy abundantes en
determinadas zonas y que sugieren un proceso de liberacion de estructuras membranosas
hacia la cavidad del tubo nervioso. La presencia de areas con una gran concentracion de
estas formaciones, como es la pared del romboencéfalo, permite apreciar distintos estadios
de evolucién en la formacion de estas estructuras vesiculares, lo que sugiere un proceso
activo de extrusion de la membrana apical (Fig. 48.F). En la figura 48.C (puntas de flecha)
puede apreciarse un marcaje basal en el neuroepitelio, menos intenso que el apical, y
restringido fundamentalmente a las regiones ventrales o futura placa del suelo del
rombencéfalo. Finalmente es de destacar la presencia de un marcaje intenso en el
mesénquima, en especial en el entorno de la notocorda. Aparentemente las estructuras
vasculares, aorta y venas dorsales, presentan un intenso marcaje en su pared (Fig. 48.Ay
48.C)

Finalmente el patron de inmunomarcaje descrito para Apo B 100/48, parece estar mas
claramente establecido en mesencéfalo y diencéfalo que en romboencéfalo, donde este
patrén se restringe a las paredes laterales (Fig. 48.B y 48.C), mientras que el techo

presenta un marcaje apical discreto. (Fig. 48.D).
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1' =13] Fig. 48. Patron de expresion de Apo B 48/100 en
1 embriones de 9.5 dias de desarrollo. Las imagenes
’ muestran secciones de cerebro, a nivel del
diencéfalo y rombencéfalo, marcadas con Ac anti-
Apo B 48/100 (fluorescencia verde) y nucleos
marcados en rojo con ioduro de propidio.

Las flechas de la figura 48.A y figura 48.E sefalan
el material precipitado presente en el interior de la
cavidad del tubo nervioso. Las flechas de la figura
48.B, 48.C y 48.D muestran un marcaje apical en la
pared del neuroepitelio de las diferentes vesiculas
cerebrales.

Las puntas de flecha de la figura 48.C indican un
marcaje basal del neuroepitelio y las de la figura
48.F indican diferentes formaciones esféricas
presentes en la zona apical del neuroepitelio.

(Di: diencéfalo, Vop: vesiculas 6pticas, Ms:
mesencéfalo, Vd: vena dorsal, Ad: aorta dorsal, Rb:
rombencéfalo.
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En este estadio el patrén de inmunoexpresiéon de Apo B 48/100, est4d basicamente
conservado, aunque presenta ciertas particularidades. Al igual que en el estadio anterior
existe una abundante cantidad de material precipitado en la luz del tubo nervioso,
intensamente positivo y presenta unas caracteristicas similares a las descritas

anteriormente. (Fig. 49.A, flecha fina).

Igualmente, el neuroepitelio presenta un marcaje apical intenso pero mas generalizado. El
marcaje basal es menos intenso que el apical y esta algo mas extendido que en el estadio
anterior (Fig. 49.A)

Finalmente el mesénquima también presenta un intenso marcaje y, a diferencia que en el

anterior estadio, parece afectar a todo él (Fig. 49.A)

La observaciébn con alta magnificacion revela datos interesantes. Por una parte la
persistencia de las formaciones apicales, que protruyen hacia la luz (Fig. 49.D, punta de
flecha). EI hecho mas llamativo es que el marcaje apical de las células neuroepiteliales ha
dejado de estar circunscrito a la superficie apical de estas células y en determinadas
localizaciones aparece como una banda mas profunda que abarca de 3 a 4 nucleos
celulares de grosor hacia el interior del neuroepitelio (Fig. 49.B, 49.C y 49.D, flechas finas).
Finalmente la figura 49.D, nos muestra como el marcaje de la regiébn basal parece
circunscribirse a la lamina basal y aparentemente a los vasos adheridos a ella, sin

embargo, a este nivel presenta numerosas discontinuidades.
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Fig. 49. Patrén de expresion de Apo B 48/100 en embriones de 10.5 d de desarrollo. Las imagenes
muestran secciones de cerebro, a nivel del mesencéfalo, diencéfalo, vesiculas telencefélicas y
rombencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo B 48/100 (fluorescencia verde) y nucleos marcados en
rojo con ioduro de propidio. En la figura 49.A, las flechas finas indican la presencia de material
precipitado en el interior de la cavidad, las flechas gruesas sefialan un marcaje basal y las puntas de
flecha un marcaje apical del neuroepitelio.

En la figura 49.B, 49.C y 49.D, las flechas indican un marcaje apical mas profundo, las flechas
gruesas indican un marcaje positivo de estructuras vasculares (49.B y 49.C), las puntas de flecha
indican la presencia de estructuras esféricas presentes en la superficie apical del neuroepitelio.

(Vt: vesiculas telencefalico, Di: diencéfalo, Ms: mesénquima, Vs: vasos sanguineos, Msn:
mesencéfalo, Rb: rombencéfalo).
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El patron de expresion de Apo B 48/100 en embriones de ratén de estadio 11.5 dias de
desarrollo, se mantiene estable con respecto al estadio anterior. Se aprecia un abundante
material precipitado en la luz, con la apariencia descrita anteriormente y marcado
intensamente. El marcaje del neuroepitelio es apical, en determinadas localizaciones mas
intenso que en el estadio anterior, observandose algunas células marcadas, dispersas en
el espesor del neuroepitelio. En cualquier caso este patrén es generalizado en las
diferentes vesiculas del tubo nervioso. El marcaje basal es algo menos intenso y también
ocasionalmente discontinuo. Finalmente y como ocurria en el estadio anterior, el marcaje

del mesénquima cefélico es intenso y generalizado (Fig. 50.A).

La apariencia a mayor aumento no muestra diferencias en el marcaje apical y basal con
respecto al estadio anterior. Se observa una banda de 3 a 4 ndcleos celulares y un marcaje
basal discontinuo, respectivamente (Fig. 50.C). Sin embargo, el marcaje apical presenta en
determinadas localizaciones unas prolongaciones citoplasmaticas que se introducen en el
neuroepitelio (Fig. 50.B), al tiempo que aparecen con frecuencia células en la zona central
del neuroepitelio de las diferentes vesiculas cuyo citoplasma se marca positivamente, la
disposicién de estas células, sugiere que se trate de estructuras vasculares (Fig. 50.D y
50.E).

Otra region de particular interés es el techo del romboencéfalo, en el que se aprecia un
marcaje continuo tanto en la superficie apical como en la basal. En la superficie apical
aparece un numero significativo de células que protruyen claramente hacia la cavidad y

con un marcaje periférico intenso (Fig. 50.F).
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Fig. 50. Patron de expresion de Apo B 48/100 en
embriones de 11.5d de desarrollo. Las imagenes
muestran secciones de cerebro, a nivel del
mesencéfalo, diencéfalo, vesiculas
telencefélicas y rombencéfalo, marcadas con Ac
anti-Apo B 48/100 (fluorescencia verde) vy
ndcleos marcados en rojo con ioduro de
propidio. En la figura 50.A las flechas finas
sefialan el marcaje apical del neuroepitelio, las
puntas de flecha, el marcaje basal, la flecha
gruesa el marcaje del material y los asteriscos
la presencia de estructuras vasculares
marcadas.

Las flechas de la figura 50.B sefialan las
prolongaciones citoplasmicas presentes en el
neuroepitelio.

En la figura 50.C, se indica mediante una flecha el
marcaje apical del neuroepitelio. En la figura 50.C
y 50.D las estructuras vasculares marcadas se indican mediante flechas gruesas. Las flechas finas de la
figura 50.F sefialan formaciones esféricas presentes en el neuroepitelio y la flecha gruesa indica material
precipitado en el interior de la cavidad. (Vt: vesiculas telencefélico, Di: diencéfalo, Ms: mesénquima,
Vs: vasos sanguineos, Msn: mesencéfalo, Rb: rombencéfalo).
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El progreso en el desarrollo embrionario hasta estadios de 12.5 dias hace que el patrén de
expresion de Apo B 48/100 acentle las condiciones comentadas en el estadio anterior. El
material precipitado en la cavidad del cerebro embrionario estd mas marcado, es
abundante y mantiene la misma apariencia reticular ya comentada. Por otra parte, el
marcaje apical del neuroepitelio es intenso y aparentemente, tiende a ser mas homogéneo
en todas las vesiculas cerebrales. Sin embargo, el marcaje basal permanece heterogéneo
y, en muchas zonas, dificil de diferenciar del marcaje de los vasos que se desarrollan en
contacto con el neuroepitelio. Finalmente no apreciamos variaciones en el marcaje del
mesénquima que sigue siendo intenso y afecta practicamente de forma homogénea a todo

el mesénquima cefalico (Fig. 51.A).

La observacion a mayor aumento revela una acentuacion de los cambios en la expresion
de Apo B 48/100 en el neuroepitelio cerebral. EI marcaje apical es heterogéneo en las
diferentes localizaciones, presentando en ocasiones una banda apical de unos 2-3 niveles
de nucleos, mientras que en otras localizaciones, como en el mesencéfalo, se pueden
apreciar zonas en las que esta banda de marcaje Apo B positivo intenso, se extiende hasta
6 o0 mas nucleos celulares. Ademas en multiples localizaciones dispersas tanto del
diencéfalo, como del telencéfalo y mesencéfalo se puede apreciar un marcaje discreto
citoplasméatico en multiples células del interior de los dos tercios apicales del neuroepitelio
(Fig. 51.C y 51.D). En este caso los vasos, cuyas células también aparecen marcadas, son
claramente diferenciables, por lo que suponemos que las células anteriormente

comentadas, son células de estirpe neural (Fig. 51.D).

Las prolongaciones celulares completas o citoplasmicas, desprendiéndose hacia la cavidad
se han intensificado notablemente, dando la sensaciébn de corresponderse con un
mecanismo de liberacion de ApoB (Fig. 51.B, 51.E y 51.F).
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Fig. 51. Patrén de expresion de Apo B 48/100 en
embriones de 12.5d de desarrollo. Las imagenes
muestran secciones de cerebro, a nivel del
mesencéfalo, vesiculas telencefélicas y
rombencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo B
48/100 (fluorescencia verde) y nucleos marcados
en rojo con ioduro de propidio.

La flecha fina de la figura 51.A sefala el material
precipitado en el interior de la cavidad, la flecha
d gruesa sefala el marcaje apical del neuroepitelio
y la punta de flecha las estructuras vasculares
presentes en el neuroepitelio.

Las flechas de la figura 51.B sefalan
prolongaciones citoplasmicas desprendiéndose
hacia la cavidad.

La linea blanca de la figura 51.C y 51.D sefiala el
espesor de la capa de células neuroepiteliales

En la figura 51.D, las puntas de flecha indican la presencia de estructuras vasculares en el interior
del neuroepitelio.

Las flechas de la figura 51.E y 51.F indican formaciones esféricas que protruyen hacia la cavidad.
(Rb: rombencéfalo, Ms: mesénquima, Msn: mesencéfalo, Vt: vesiculas telencefalicas).
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En los embriones de 13.5 dias de desarrollo, el patron de expresion no difiere, en lineas
generales, para el descrito en 12.5 dias. Como puede apreciarse en la figura 52.A, el
marcaje es intensamente positivo en la porcién apical del neuroepitelio, concretamente en
el tercio apical del neuroepitelio y en los 2/3 basales, el marcaje se restringe a los vasos y

a los hematies, también se aprecia marcaje en el mesénquima circundante.

A gran aumento se observa que el neuroepitelio mantiene el marcaje positivo en la
superficie apical, que alcanza un numero elevado de nucleos celulares, de 6 a 8 (Fig.
52.C). Los vasos son identificables por el intenso marcaje inmunopositivo en sus paredes
(Fig. 52.E). Igualmente se aprecia la presencia de numerosas prolongaciones

citoplasmicas extruidas hacia la luz, con intenso marcaje positivo (Fig. 52.E y 52.F).

Una zona particularmente llamativa es el techo del romboencéfalo, en el que se aprecia el
esbozo de los futuros plexos coroideos, que no presenta un marcaje diferenciado con
respecto a otras zonas (Fig. 52.B y 52.D).
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Fig. 52. Patrén de expresiéon de Apo
B 48/100 en embriones de 13.5d de
desarrollo. Las imagenes muestran
secciones de cerebro, a nivel del
mesencéfalo, diencéfalo y
rombencéfalo, marcadas con Ac
anti-Apo  B48/100 (fluorescencia
verde) y nudcleos marcados en rojo
con ioduro de propidio.

Las flechas finas de la figura 52.A
muestran la presencia de material
precipitado en la cavidad del tubo
nervioso, la flecha gruesa indica el
marcaje apical del neuroepitelio y los
asteriscos sefialan la presencia de
estructuras vasculares en
neuroepitelio y mesénquima. La linea
de la figura 52.C y 52.E sefiala el

! Di espesor de la capa de células

neuroepiteliales marcadas, las flechas sefialan la presencia de prolongaciones citoplasmaticas hacia la
cavidad cerebral y los asteriscos la presencia de estructuras vasculares.Las flechas de la figura 52.B y
52.D indican la presencia de material precipitado en la cavidad del tubo nervioso y los asteriscos la
presencia de estructuras vasculares. (Msn: mesencéfalo, Ms: mesénquima, Rb: rombencéfalo, Pc:
plexos coroideos, Di: diencéfalo)
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Con los resultados obtenidos podemos resumir que el patron de expresion de Apo B48/100
en embriones de ratdn de diferentes estadios de desarrollo es bastante similar:

- Marcaje generalizado del neuroepitelio en todas las vesiculas cerebrales

analizadas.

- En todos los estadios se observa un marcaje intenso de material precipitado en el
interior de la cavidad de apariencia reticular.

- Marcaje apical intenso, en los estadios mas tempranos como el de 9.5 dias se
restringe a la primera capa de ndcleos celulares, mientras que en los estadios
posteriores, el marcaje apical abarca a un mayor nimero de ndcleos celulares, en el

caso del mesencéfalo se extiende a una capa de hasta 6 nucleos.

- En todos los estadios se observa la presencia de formaciones apicales, que
sugieren un proceso de secrecion hacia la luz. En algunos casos también se observa
la presencia de prolongaciones citoplasmaticas que se introducen en el neuroepitelio,

como en el caso de los embriones de 11.5 dias de desarrollo.

- Marcaje de las estructuras vasculares intraneuroepiteliales a partir del estadio de

10.5 dias de desarrollo.
- Marcaje basal generalizado y continuo en todas las vesiculas cerebrales.

- El marcaje del mesénquima se encuentra asociado al marcaje de las numerosas

estructuras vasculares.
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3.2. PATRON DE EXPRESION DE APO Al.

En lo referente al patrén de expresion de la Apolipoproteina Al, seguiremos el mismo
esquema que en el caso anterior, describiremos su patrén de expresion en el neuroepitelio
cerebral en funcion de la evolucién ontogénica entre los estadios 9.5 y 13.5 dias de
desarrollo.

En los embriones de ratdén de 9.5 dias de desarrollo, existe un intenso inmunomarcaje con
anticuerpo anti Apo Al, que sigue un patrén de distribuciéon especifico. En primer lugar se
aprecia un intenso inmunomarcaje en la superficie apical del neuroepitelio, similar, en
intensidad, al marcaje del material precipitado dentro de la cavidad. En términos generales
el espesor del neuroepitelio no presenta marcaje y la porcién basal del mismo, junto con
los vasos periféricos, presentan un marcaje muy discreto y discontinuo. Llama la atencion

la existencia de un intenso marcaje en el mesénquima (Fig. 53.A 'y 53.C).

El estudio a mas aumento, confirma que el marcaje que acabamos de describir como
apical se restringe a la capa mas superficial de células, que en su mayoria muestra una
distribuciéon muy regular (Fig. 53.D y 53.E), dando una aspecto de linea continua. En el
romboencéfalo el Unico marcaje es el apical. Sin embargo, en el cerebro anterior, se
aprecian células cuyo citoplasma esta discretamente marcado y se introduce, ligeramente

en el espesor del neuroepitelio (Fig. 53.E).

En la figura 53.D se puede observar la presencia de formaciones esféricas en la porcion

apical del neuroepitelio.

En cuanto al patrén de distribucion por vesiculas cerebrales cabe decir que, si bien el
marcaje afecta a todas las vesiculas cerebrales, parece ser mas intenso a nivel

rombencefalico.
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Fig. 53. Patron de expresion de Apo Al en embriones
de 9.5d de desarrollo. Las imagenes muestran
secciones de cerebro, a nivel del mesencéfalo,
diencéfalo y rombencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo
Al (fluorescencia verde) y nlcleos marcados en rojo
con ioduro de propidio.

Las flechas finas de la figura 53.A, 53.C y 53.E
sefialan el marcaje apical del neuroepitelio y las
flechas gruesas indica el marcaje basal del
neuroepitelio.

El material precipitado de la cavidad se encuentra
sefialado por una punta de flecha en todas las
imagenes.

En la figura 53.D, las flechas finas sefialan las
formaciones esféricas del neuroepitelio.

(Ms:  mesénquima, Di: diencéfalo, Vs: vasos
sanguineos, Rb: rombencéfalo, Msn: mesénquima).
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En el estadio 10.5 dias de desarrollo, las imagenes demuestran que el marcaje sigue
restringiéndose a una fina capa apical en el neuroepitelio, que parece estar presente en
todas las vesiculas cerebrales (Fig. 54.A, 54.D y 54.C). El marcaje basal en determinadas
zonas del neuroepitelio es nulo o escaso y solo ocasionalmente hemos encontrado

marcaje en el mesénquima, aunque también muy discreto (Fig. 54.A, 54.D y 54.E). Como

muestran las imagenes, la matriz es intensamente positiva. (Fig. 54.A, 54.B y 54.D).

- 4 -

Fig. 54. Patron de expresién de Apo Al en embriones de 10.5d de desarrollo. Las imagenes muestran
secciones de cerebro, a nivel del mesencéfalo, diencéfalo, vesiculas telencefalicas y rombencéfalo,
marcadas con Ac anti-Apo Al (fluorescencia verde) y nacleos marcados en rojo con ioduro de propidio.
Las flechas finas en todas las imagenes sefalan el marcaje apical del neuroepitelio, las flechas gruesas
indican el marcaje basal, las puntas de flecha el material precipitado en el interior de las vesiculas
cerebrales y los asteriscos sefialan el marcaje del mesénquima. (Msn: mesencéfalo, Di: diencéfalo, Vt:
vesiculas telencefalicas, Rb: rombencéfalo, Ms: mesénquima).
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A los 11.5 dias de desarrollo, el marcaje con anticuerpo anti Apo Al del material precipitado
en la cavidad y en la superficie apical, sigue siendo particularmente intenso. Aparece un
discreto marcaje a nivel basal y el mesénquima aparece menos marcado que en estadios
anteriores (Fig. 55.A, 55.D, 55.E)

Con respecto al patron de expresion de Apo Al en la superficie apical del neuroepitelio, se
aprecian cambios significativos con respecto a los estadios anteriores, ya que aparte de la
lamina apical, intensamente positiva, se aprecia un incremento en el marcaje intracelular
de las dos o tres primeras capas de células neuroepiteliales, proximas al ventriculo. Este
marcaje, en ocasiones, se observa como prolongaciones citoplasmaticas alargadas (Fig.
55.B, 55.C, 55.E y 55.F).

Finalmente la expresion de Apo Al en este estadio parece ser homogéneo en todas las
vesiculas cerebrales (Fig. 55.A, 55.D y 55.E).
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Fig. 55. Patron de expresion de Apo Al en
embriones de 11.5d de desarrollo. Las imagenes
muestran secciones de cerebro, a nivel del
mesencéfalo, diencéfalo, vesiculas telencefalicas
y rombencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo Al
(fluorescencia verde) y nicleos marcados en rojo
con ioduro de propidio.

El marcaje de Ila superficie apical del
neuroepitelio se encuentra sefialado en todas las
imagenes por una flecha fina. En el caso de la
figura 55.C, las flechas indican la presencia de
prolongaciones citoplasmicas en el neuroepitelio.
La linea de la figura 55.B, representa el grosor de
la capa celular marcada en el neuroepitelio. Las
puntas de flecha sefialan el material precipitado
en el interior de la cavidad. Las flechas gruesas
indican el marcaje del mesénquima. (Msn:
mesencéfalo; Di: diencéfalo; Vt: vesiculas
telencefélicas; Rb: rombencéfalo; Ms:
mesénquima).
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En el estadio 12.5 dias de desarrollo, la expresion de Apo Al no varia significativamente
con respecto a lo descrito en los estadios anteriores, tanto en su localizacion en las
distintas partes del embrion como en las diferentes vesiculas cerebrales (Fig. 56.A 'y 56.B).

No obstante, aparentemente, el grosor de la capa apical es discretamente menor que en el
estadio anterior y llama también la atencién la proyeccién en el rombencéfalo de multiples
formaciones esféricas, intensamente marcadas, adheridas a la pared (aparentemente con
contenido nuclear) y reaparecen de nuevo las formaciones marcadas que protruyen de la
superficie apical (Fig. 56.B, 56.C, 56.D y 56.E).

Fig. 56. Patrén de expresion de Apo Al en embriones de 12.5d de desarrollo Las imagenes muestran
secciones de cerebro, a nivel del mesencéfalo, diencéfalo, vesiculas telencefalicas y rombencéfalo,
marcadas con Ac anti-Apo Al (fluorescencia verde) y ndcleos marcados en rojo con ioduro de propidio.
Las flechas finas de la figura 56.A sefialan la superficie apical del neuroepitelio. En el resto de las
imagenes las flechas finas sefialan las formaciones esféricas presentes en la superficie apical del
neuroepitelio. Las puntas de flecha indican el material precipitado presente en el interior de las vesiculas
del tubo nervioso. Las flechas gruesas sefialan el marcaje basal del neuroepitelio. (Di: diencéfalo; Vi:
vesiculas telencefalicas; Rb: rombencéfalo; Ms: mesénquima).
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En el estadio 13.5 dias de desarrollo, no se observan diferencias significativas con
respecto a los estadios anteriores, tanto en su distribucion en los diferentes tejidos

embrionarios, como en sus vesiculas.

Aparentemente la intensidad del marcaje de la capa apical es similar al estadio anterior. Se
observan abundantes protrusiones celulares, similares a las ya descritas (Fig. 57.A 'y 57.C).

Se aprecia también un marcaje evidente en las estructuras vasculares en el interior del

neuroepitelio y también en el mesénquima cefalico (Fig. 57.B).

Fig. 57. Patrén de expresion de Apo Al en
embriones de 13.5d de desarrollo. Las imagenes
muestran secciones de cerebro, a nivel del
mesencéfalo, diencéfalo 'y  rombencéfalo,
marcadas con Ac anti-Apo Al (fluorescencia verde)
y nlcleos marcados en rojo con ioduro de
propidio.

En laimagen 57.A, el marcaje apical se encuentra
sefialado por una linea.

Las flechas finas de las imagenes sefalan las
formaciones  esféricas presentes en el
® neuroepitelio y en la cavidad del tubo nervioso.
Las flechas gruesas indican las estructuras
# vasculares presentes en el neuroepitelio.

Las puntas de flecha sefialan el material
precipitado en el interior de la cavidad del tubo
nervioso. (Msn: mesencéfalo; Di: diencéfalo, Rb:
rombencéfalo, Pc: plexos coroideos).

100



RESULTADOS

Con los resultados obtenidos podemos resumir que el patron de expresion de Apo Al en
embriones de ratdon de diferentes estadios de desarrollo es bastante similar:

- El patron de distribucién por vesiculas cerebrales es similar, aunque en estadios

mas tempranos, 9.5 dias, parece ser mas intenso a nivel rombencefalico.

- El material precipitado en el interior de la cavidad del tubo nervioso se encuentra

intensamente marcado en todos los estadios y con apariencia reticular.

- En todos los estadios estudiados, se observa que el marcaje apical se restringe a
una capa superficial de células, con una distribucién muy regular. A excepcion del
estadio 11.5 dias en el que se incrementa el marcaje intracelular, que abarca las dos o
tres primeras capas de células neuroepiteliales, y en ocasiones se observan
estructuras a modo de prolongaciones citoplasmicas que se introducen hacia el interior

del neuroepitelio.

- Las formaciones esféricas aparecen en los estadios més tardios, a los 12.5y 13.5

dias de desarrollo.
- Marcaje basal generalizado en todas las vesiculas cerebrales.

- El mesénquima presenta un marcaje intenso, similar en todos los estadios, al igual

gue las estructuras vasculares presentes en éste y en el neuroepitelio.
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3.3. PATRON DE EXPRESION DE APO A IV.

En lo referente al patron de expresion de la Apolipoproteina A IV, seguiremos el mismo
esquema que en los casos anteriores, describiremos su patron de expresion en el
neuroepitelio cerebral en funciéon de la evolucién ontogénica entre los estadios 9.5y 13.5
dias de desarrollo.

La expresion de Apo A IV en los estadios 9.5 y 10.5 dias de desarrollo, no muestra un

marcaje especifico en el neuroepitelio.

En el estadio 11.5 dias de desarrollo se puede observar un cierto marcaje del mesénquima
y un marcaje apical tenue del neuroepitelio.

Se aprecia también un marcaje evidente en las estructuras vasculares en el interior del
neuroepitelio (Fig. 58.B).

En algunas zonas del neuroepitelio aparecen estructuras esféricas que protruyen hacia el
interior de la cavidad del tubo nervioso (Fig. 58.B y 58.C). Al igual que en los casos
anteriormente descritos, aparece un marcaje intenso de material precipitado en la cavidad
del tubo nervioso.

En general en este estadio el marcaje basal del neuroepitelio es practicamente nulo.
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Fig. 58. Patron de expresiéon de Apo A IV en embriones de 11.5d de desarrollo. Las imagenes muestran
secciones de cerebro, a nivel del, diencéfalo, vesiculas telencefalicas y rombencéfalo, marcadas con Ac
anti-Apo AVI (fluorescencia verde) y nlicleos marcados en rojo con ioduro de propidio.

Las flechas finas de las imagenes sefialan el marcaje apical del neuroepitelio.

Las puntas de flecha indican el material precipitado en el interior de la cavidad de las vesiculas
cerebrales.

Las flechas gruesas sefialan estructuras que protruyen hacia el exterior de la cavidad.

(Vt: vesiculas telencefalicas, Di: diencéfalo, Ms: mesénquima, Rb: rombencéfalo, Vs: vasos sanguineos).
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En el estadio 12.5 dias de desarrollo, el marcaje apical del neuroepitelio se restringe a la
superficie. Se observan protrusiones celulares (Fig. 59.A y 59.C).

El marcaje basal es practicamente nulo (Fig. 59.B) y el mesénquima subyacente presenta
un marcaje muy tenue (Fig. 59.B).

El material precipitado en el interior de la cavidad del tubo nervioso estd intensamente
marcado (Fig. 59.C).

Se aprecia un marcaje de las estructuras vasculares del neuroepitelio (Fig. 59.B y

59.C).

Fig. 59. Patron de expresion de Apo A IV
en embriones de 12.5d de desarrollo. Las
imagenes muestran secciones de cerebro,
a nivel del mesencéfalo, diencéfalo, y
rombencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo
AVI (fluorescencia verde) y nucleos
marcados en rojo con ioduro de propidio.
Las flechas finas de las imagenes sefialan
el marcaje apical del neuroepitelio.

Las puntas de flecha indican el marcaje del
material precipitado en el interior de las
vesiculas.

Las flechas gruesas de la figura 59.A y
59.C, sefialan la presencia de estructuras
esféricas que protruyen hacia la cavidad.
La flecha gruesa presente en la figura 59.B
sefiala el marcaje basal del neuroepitelio.
(Msn: mesencéfalo, Rb: rombencéfalo, Vt:
vesiculas telencefalicas, Ms: mesénquima,
Vs: vasos sanguineos).
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En el estadio 13.5 dias de desarrollo se observa un marcaje apical tenue, similar en todas
la vesiculas cerebrales, se observan abundantes protrusiones celulares, similares a las

descritas anteriormente.

Se aprecia también un marcaje evidente en las estructuras vasculares en el interior del
neuroepitelio. EI marcaje del mesénquima cefalico es escaso al igual que el marcaje basal
del neuroepitelio.

Fig. 60. Patrén de expresion de Apo A IV en embriones de 13.5d de desarrollo. Las imagenes
muestran secciones de cerebro, a nivel del mesencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo AVI (fluorescencia
verde) y nlcleos marcados en rojo con ioduro de propidio. Las flechas finas sefialan el marcaje apical
del neuroepitelio. Las flechas gruesas sefalan formaciones esféricas que protruyen hacia el interior
de la cavidad del tubo nervioso y las puntas de flecha indican el marcaje de estructuras vasculares
presentes en el neuroepitelio. (Msn: mesencéfalo).
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Con los resultados obtenidos podemos resumir que el patron de expresion de Apo AVI en

embriones de ratén difiere en los diferentes estadios analizados:

- En los estadios mas tempranos del desarrollo (9.5 y 10.5 dias) no se observa un

marcaje especifico del neuroepitelio.

- En los estadios posteriores (11.5, 12.5 y 13.5 dias de desarrollo) se observa:

El patron de distribucion por vesiculas cerebrales es similar.

Marcaje del material precipitado en el interior de la cavidad cerebral.

Marcaje apical restringido a la primera capa de células neuroepiteliales.
Presencia de estructuras esféricas que protruyen hacia el interior de la cavidad.
Marcaje de las estructuras vasculares presentes en el neuroepitelio.

Marcaje basal nulo.

Marcaje tenue del mesénquima, asociado al marcaje de las estructuras

vasculares.
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3.4. PATRON DE EXPRESION DE APO E.

La expresion de Apo E en embriones de raton de 9.5 dias es practicamente nula. El

neuroepitelio no presenta marcaje y solo se aprecia algo de marcaje en el mesénquima,

aungue muy tenue.

Fig. 61. Patrén de expresion de Apo E en
embriones de 9.5d de desarrollo. La imagen
muestra una seccién de cerebro, a nivel del
diencéfalo, marcada con Ac anti-Apo E
(fluorescencia verde) y nucleos marcados en rojo
con ioduro de propidio. En la imagen se observa
que el neuroepitelio no presenta marcaje y
Unicamente el mesénquima presenta un marcaje
muy tenue.

(Di: diencéfalo, Ms: mesénquima).

En el estadio de 10.5 dias de desarrollo, Apo E parece expresarse en la porcion basal y en

los vasos. El mesénquima también presenta un discreto marcaje de forma irregular. No se

aprecia la presencia de marcaje dentro de la cavidad.

Fig. 62. Patrén de expresiéon de Apo E en
embriones de 10.5d de desarrollo. La imagen
muestra una seccion de cerebro, a nivel del
rombencéfalo, marcada con Ac anti-Apo E
(fluorescencia verde) y ndcleos marcados en rojo
con ioduro de propidio. Las flechas sefalan el
marcaje positivo en la porciébn basal del
neuroepitelio.

(Rb: rombencéfalo, Di: diencéfalo).
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En este estadio, se aprecia mas nitidamente que la ubicacién de la Apo E esta relacionada
con la membrana basal del neuroepitelio y con formaciones vasculares tanto extra como
intraneuroepiteliales. Asi mismo, se aprecia la presencia de material marcado
positivamente en determinadas localizaciones del mesénquima y, ocasionalmente, en la
cavidad del tubo nervioso (Fig. 63.B, 63.C y 63.D). El marcaje del neuroepitelio es un
marcaje disperso y no muy intenso en los 2/3 apicales (linea blanca, fig. 63.A, 63.C y
63.D).

Fig. 63. Patrén de expresion de Apo E en embriones de 11.5d de desarrollo. Las imagenes muestran
secciones de cerebro, a nivel del mesencéfalo, diencéfalo, vesiculas telencefalicas y rombencéfalo
marcadas con Ac anti-Apo E (fluorescencia verde) y nlicleos marcados en rojo con ioduro de propidio. Se
aprecia un marcaje basal del neuroepitelio (flechas finas) y de las formaciones vasculares tanto extra
como intraneuroepiteliales (Vs). La linea blanca indica el marcaje apical del neuroepitelio y las puntas de
flecha sefalan el material precipitado presente en la cavidad del tubo nervioso. (Msn: mesencéfalo, Vt:
vesiculas telencefalicas, Di: diencéfalo, Rb: rombencéfalo, Ms: mesénquima, Vs: vasos sanguineos).
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En el estadio de desarrollo de 12.5 dias, el patrén de expresion es similar al resto de

estadios anteriores, el marcaje se encuentra relacionado con la membrana basal del

neuroepitelio y con las estructuras vasculares (Fig. 64.A 'y 64.B). Al igual que en el estadio

anterior, se observa un marcaje disperso en los 2/3 apicales del neuroepitelio (Fig. 64.C).

Fig. 64. Patron de expresion de Apo E en
embriones de 12.5d de desarrollo. Las
imagenes muestran secciones de cerebro, a
nivel del diencéfalo, vesiculas telencefalicas y
rombencéfalo marcadas con Ac anti-Apo E
(fluorescencia verde) y nucleos marcados en
rojo con ioduro de propidio. Las flechas finas
de las imagenes sefialan el marcaje basal del
neuroepitelio.

Las flechas mas gruesas sefialan el marcaje
de las estructuras vasculares, a mayor
aumento (fig. 64.B) se observa un vaso
marcado de gran tamafio.

La linea blanca de la figura 63.C, sefala el
marcaje en los 2/3 apicales del neuroepitelio
(Vt: vesiculas telencefalicas, Di: diencéfalo,
Rb: rombencéfalo, Ms: mesénquima, Vs:
vasos sanguineos)
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Finalmente, en el estadio de 13.5 dias, en el que ya se aprecia la presencia de unos plexos
coroideos bien desarrollados (Fig. 65.B), el patron de expresion de Apo E, aun estando
presente en la superficie apical del neuroepitelio, presenta variaciones sustanciales,
especialmente por su expresion apical en las células de los plexos coroideos y por el

notable incremento en el marcaje del material intracavitario.

En la figura 65.C se muestra una vista del mesénquima cercano al epitelio olfativo de las

placodas olfatorias (PcO) y al romboencéfalo (Rb), marcado intensamente.

Fig. 65. Patron de expresion de Apo E en
embriones de 13.5d de desarrollo. Las
imagenes muestran secciones de cerebro, a
nivel de las vesiculas telencefalicas vy
rombencéfalo marcadas con Ac anti-Apo E
(fluorescencia verde) y ndcleos marcados en
rojo con ioduro de propidio.

Las flechas indican el marcaje apical del
neuroepitelio.

Las puntas de flecha sefialan el material
precipitado en el interior de la cavidad del
tubo nervioso.

(Vt: vesiculas telencefdlicas, Rb:
rombencéfalo, PcO: placodas olfatorias, Ms:
mesénguima)
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Con los resultados obtenidos podemos resumir que el patron de expresion de Apo E en
embriones de raton de diferentes estadios de desarrollo difiere entre los estadios mas
tempranos con respecto al resto de estadios:

- La expresion de Apo E en los estadios mas tempranos del desarrollo (9.5 y 10.5
dias) es practicamente nula en el neuroepitelio y Gnicamente aparece un marcaje muy
tenue del mesénquima. Tampoco se aprecia un marcaje de material precipitado en el

interior de la cavidad.

- En los estadios 11.5 y 12.5 dias de desarrollo, se observa un marcaje apical del
neuroepitelio, disperso y no muy intenso que abarca los 2/3 apicales en algunas zonas

como el mesencéfalo y el rombencéfalo.

- En el estadio 13,5 dias se observa un marcaje apical asociado a la superficie de las

células neuroepiteliales, este marcaje es mas intenso en los plexos coroideos.

- El material precipitado marcado en el interior de la cavidad comienza a ser visible

en el estadio 11.5 dias y aumenta en cantidad en el estadio de 13.5 dias de desarrollo.

- En estadios mas posteriores (11.5 dias en adelante), se observa un marcaje basal

del neuroepitelio y de las estructuras vasculares circundantes.

- Marcaje tenue del mesénquima.
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3.5. PATRON DE EXPRESION DE APO M.

En el estadio 9.5 dias de desarrollo, el inmunomarcaje con el anticuerpo Anti Apo M, se
centra casi exclusivamente en un marcaje discreto, poco intenso y en muchas ocasiones
discontinuo, de la superficie apical del neuroepitelio. Ocasionalmente, la apariencia es que
solamente se marcan algunas de las células que conforman la capa superficial del
neuroepitelio (Fig. 66.A 'y 66.B).

Este patron de expresion se mantiene en cuanto a localizacion, pero va disminuyendo en

intensidad en el resto de los estadios estudiados.

Fig. 66. Patron de expresion de Apo M en embriones de ratén. Las imagenes muestran secciones de
cerebro, a nivel del mesencéfalo y diencéfalo, marcadas con Ac anti-Apo E (fluorescencia verde) y
nucleos marcados en rojo con ioduro de propidio. La figura 66.A y 66.B se corresponden con embriones
de 9.5 dias de desarrollo, las flechas finas indican la presencia de algunas células superficiales
marcadas. Las flechas de la figura 66.C, muestran un marcaje menos intenso del neuroepitelio en los
embriones 10.5 dias de desarrollo. La imagen 66.D se corresponde con un embrién de 11.5 d, la flecha
indica el marcaje positivo del neuroepitelio. (Msn: mesencéfalo, Di: diencéfalo, Mn. Mesénquima).
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4. EXPERIMENTOS DE INMUNOBLOQUEO DE LA ACTIVIDAD DE
APO B 48/100 EN EL CSF-E DE RATON.

Con objeto de comprobar el papel de la Apolipoproteina B 48/100 dentro del efecto general
del CSF-E de ratén de 11.5 dias de desarrollo, sobre el comportamiento de los precursores
neuroepiteliales, hemos recurrido a una estrategia experimental basada en el cultivo

organotipico de neuroepitelio y el inmunobloqueo de la actividad de Apo B 48/100.
4.1. ESTUDIO DEL INDICE DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA.

Uno de los principales objetivos de este trabajo de investigacion es comprobar si, al igual
gue ocurre en otros sistemas biologicos, las Apolipoproteinas del CSF-E estan
relacionadas con la supervivencia de los precursores neuroepiteliales. Para ello como
hemos comentado previamente, desarrollamos dos abordajes experimentales, una el
inmunobloqueo de la actividad de Apo B 48/100 en cultivos de neuroepitelio y el otro el

empleo de ratones KO para Apo B-100.

Para determinar el nivel de apoptosis en el neuroepitelio en cada una de las condiciones
experimentales, hemos valorado la apoptosis mediante la técnica de T.U.N.E.L.,
visualizada mediante un microscopio confocal (Leica TCS SPE), empleando en todos los

casos la misma magnificacion (40X).

Para valorar el indice de muerte celular programada (IMCP) en cada condicion
experimental, hemos realizado un estudio sobre 30 muestras distintas de, al menos, 3

experimentos diferentes, con objeto de asegurar la significatividad de los resultados.

En los cultivos control, es decir, con medio definido, se observa un intenso proceso de
muerte celular distribuido por todo el neuroepitelio, mientras que en aquellos dénde se
afiadié medio de cultivo + CSF-E de raton de 11.5 dias, el grado de muerte celular se ve
reducido hasta niveles equiparables a los que tienen lugar in vivo (véase gato et al 2005 y
2009) por lo que se puede deducir el CSF tiene un efecto neuroprotector. En los cultivos
dénde se afadi6 medio de cultivo definido + CSF-E+ anti-Apo B (blogueo de la Apo B) se
observa una mayor muerte celular, de lo que se puede deducir que se inhibe parte de la

accion protectora del CSF (Ver imagen 20).

Los datos obtenidos del recuento del nimero de células apoptéticas, revela que los datos
son significativos y que por lo tanto el IMCP es significativamente menor en la condicion
medio+ CSF-E con respecto a las otras dos y a su vez la condicion medio+ CSF-E+ Anti

ApoB 48/100 es significativamente menor que la condicion medio (Ver grafico 1 y tabla 9).
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MEDIO MEDIO+CSF-E MEDIO+ CSF-E+ Anti Apo B

Imagen 1. Andlisis del indice de Muerte Celular Programada en Cultivo de Neuroepitelio (CNE) de
raton de 11.5 dias de desarrollo, en las diferentes condiciones experimentales. Los nucleos
marcados en verde se corresponden con las células apoptoticas (valoracién realizada mediante la
técnica de T.U.N.E.L).

INDICE DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA
60
50
40
30
20
10 I
8,6
0
MEDIO MEDIO+CSF-E MEDIO+CSF-E+Anti APO B

Gréfico 1. indice de Muerte Celular Programada en Cultivos de Neuroepitelio (CNE) de ratén de
11,5 dias de desarrollo, en las diferentes condiciones experimentales.
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ANOVA RESULTS

No. of subjects: 90
No. Of groups: 3
GROUPS
Name N Avg.
1. Medio 30 36,5
2. Medio+CSF-E 30 8,63
3. Medio+CSF-E+Anti ApoB 48/100 30 29,03
TEST FOR EQUAL VARIANCE
F DFn DFd
8,2483 2 87
ANALYSIS OF VARIANCE

SS
Between 12484,6222
Within 8267,4333
F 65,6891982
P 4,1065E-18
POSTHOC RESULTS: BONFERRONI-HOLM
Group 1 Group 2 Result
Medio Medio+CSF-E Significant
Medio+CSF-E Medio+CSF-E+ Anti ApoB. Significant
Medio Medio+CSF-E+ Anti ApoB. Significant

DF

p
2,88E-17
2,68E-13
0,01501

RESULTADOS

SD

12,0193
4,3429
11,0343

P
0,00052

Adj.
0,0167
0,025
0,05

Tabla 9. Anova de las diferencias en el indice de muerte celular en las tres condiciones descritas: p
< 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra que hay diferencias significativas entre las tres

condiciones de cultivo.
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4.2. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR: CONTEO DE
MITOSIS.

Para valorar la incidencia de cada condicién experimental en la proliferacion de las células
neuroepiteliales en cada condicién experimental, contamos con 90 muestras distintas de, al
menos, tres experimentos diferentes por cada disefio experimental. Con el fin de
determinar la variacion en el patrén de sintesis de DNA realizamos un recuento del nimero
de células neuroepiteliales cuyo nudcleo resultdé marcado con anticuerpo anti-BrdU

(considerandose a dicha célula como positiva en este caso).

Con ayuda de un microscopio 6Optico Nikon Microphot-FXA y, empleando en todos los
casos la misma magnificacion (20X) para la obtencién de cada campo, procedimos al

recuento de nucleos tefiidos considerados como positivos.

Los datos obtenidos y analizados estadisticamente muestran que existen diferencias
significativas entre las tres condiciones, siendo las diferencias mayores entre el grupo

tratado solo con medio con respecto a las otras dos condiciones (Ver grafico 2 y tabla 10)

De los resultados obtenidos podemos deducir que, el bloqueo de Apo B produce una
disminucion significativa en la replicacién celular, y ademas se verifica que el CSF-E actla

como un potente mitdbgeno de las células madre neuroepiteliales.

® 6
o,
L

MEDIO+CSF-E MEDIO+ CSF-E+ Anti Apo B

Imagen 2. Analisis de la replicacion celular en Cultivo de Neuroepitelio (CNE) de ratén de 11.5 dias
de desarrollo, en las diferentes condiciones experimentales. Los nlcleos marcados en marrén se
corresponden con células en replicacion (valoracion realizada mediante la técnica de la BrdU).
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120

iNDICE DE REPLICACION CELULAR
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Gréfico 2. indice de Replicacion Celular en Cultivos de Neuroepitelio (CNE)de raton de 11.5 dias de
desarrollo, en las diferentes condiciones experimentales.

ANOVA RESULTS

No. of subjects: 90
No. Of groups: 3
GROUPS
Name N Avg. SD
1. Medio 30 47,73 9,7297
2. Medio+CSF-E 30 86,96 17,223
3. Medio+CSF-E+Anti ApoB 48/100 30 64,46 12,651
TEST FOR EQUAL VARIANCE
F DFn DFd P
4,3306 2 87 0,0161
ANALYSIS OF VARIANCE

SS DF
Between 23217.8 2
Within 15989,8 87
F 63,1636
P 1,1365E-17 ik
POSTHOC RESULTS: BONFERRONI-HOLM
Group 1 Group 2 Result P Adj.
Medio Medio+CSF-E Significant 1,36E-15 | 0,0166
Medio+CSF-E Medio+CSF-E+ Anti ApoB. Significant 3,29E-07 | 0,025
Medio Medio+CSF-E+ Anti ApoB. Significant 3,76E-07 | 0,05

10 1Tabla 10. Anova de las diferencias en el indice de proliferacién celular en las tres condiciones
descritas: p < 0°05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra que las diferencias significativas se dan

entre las tres condiciones de cultivo.
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4.3. ESTUDIO DE LA DIFERENCIACION CELULAR.

Como ya hemos comentado en el material y métodos, la diferenciacién neuronal se ha
valorado mediante inmunodeteccién de microtubulos citoplasmicos denominados plll-
Tubulina y al igual que en el caso anterior, hemos obtenido imagenes tomadas con un

microscopio confocal, empleando en todos los casos la misma magnificacion (40X).

En cuanto a la diferenciacion neuronal, se observa un menor indice de neurogénesis en los
cultivos tratados solo con medio. En aquellos tratados con medio+CSF-E y medio+CSF-
E+Anti Apo B 48/100 no se observan diferencias significativas por lo que el bloqueo de
Apo B no produce una disminucion estadisticamente significativa en la neurogénesis (Ver

gréafico 3y tabla 11).

MEDIO MEDIO+ CSF-E MEDIO+CSF-E+ Anti Apo B.

Imagen 3. Anélisis del indice de Diferenciacion Neuronal en Cultivos de Neuroepitelio (CNE) de
ratbn de 11.5 dias de desarrollo, en las diferentes condiciones experimentales. Las células en
diferenciacion se encuentran marcadas en verde (valoraciéon realizada mediante la técnica Sll/-
Tubulina).
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Gréfico 3. indice de Diferenciacion Celular en Cultivos de Neuroepitelio (CNE) de ratén de 11.5 dias
de desarrollo, en las diferentes condiciones experimentales.

ANOVA RESULTS

No. of subjects: 60
No. Of groups: 3
GROUPS
Name N Avg. SD
1. Medio 20 58,6 9,0635
2. Medio+CSF-E 20 68,6 4,9247
3. Medio+CSF-E+Anti ApoB 48/100 20 68,65 3,8426
TEST FOR EQUAL VARIANCE
F DFn DFd P
4,8888 2 57 0,01098
ANALYSIS OF VARIANCE

SS DF
Between 1340,033 2
Within 2302,15 57
F 16,5892
P 2,0989E-6 ik
POSTHOC RESULTS: BONFERRONI-HOLM
Group 1 Group 2 Result P Adj.
Medio Medio+CSF-E+ Anti ApoB. Significant 5,106E-05 0,0166
Medio Medio+CSF-E. Significant 1,031E-04 0,025
Medio+CSF-E Medio+CSF-E+ Anti ApoB. No Significant | 0,97163 0,05

Tabla 11. Anova de las diferencias en el indice de diferenciaciéon neuronal en las tres condiciones
descritas: p < 0°05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra que las diferencias significativas se dan
entre las condiciones Medio+ CSF-E - Medio y Medio+ CSF-E+ Anti ApoB — Medio.
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5. ESTUDIO DEL NEUROEPITELIO DE EMBRIONES DE RATON
K.O Apo B™n¢g,

Para confirmar si la Apolipoproteina B altera el patron de supervivencia, proliferacion y
diferenciacién en las células neuroepiteliales del cerebro embrionario, se utilizaron ratones
K.O Apo B™""/J. Esta mutacion dirigida produce una forma truncada de la apoB 100,
denominada ApoB 70. Los ratones homocigotos para la mutacion, muestran una reduccion
en plasma de los niveles de ApoB, beta-lipoproteinas y del total del colesterol, junto con
una elevada incidencia de exencefalia e hidrocefalia. Los ratones heterocigotos muestran

un pequefio incremento sobre los wildtype en la incidencia de hidrocefalia.

Para llevar a cabo este estudio, obtuvimos embriones de raton de 10,5 dias p.c. Antes de
ser fijados, se les cortaron las colas para su posterior genotipaje, seleccionando embriones

+/-'y +/+. Una vez procesados y cortados, se realizaron los siguientes andlisis:

- Estudio del indice de muerte celular programada.
- Estudio de la Proliferacion Celular.

- Estudio del indice de Diferenciacion Neuronal.

5.1. ESTUDIO DEL iNDICE DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN
EL NEUROEPITELIO CEREBRAL EMBRIONARIO.

Para determinar el papel de Apo B-100 en la supervivencia de las células neuroepiteliales
de ambos tipos de embriones, hemos valorado la apoptosis mediante la técnica de
T.U.N.E.L., visualizada mediante un microscopio confocal (Leica TCS SPE), utilizando

siempre la misma magnificacién (40X).

Para valorar el indice de muerte celular programada (IMCP) en mesencéfalo en cada
condicion experimental, contamos con 10 muestras distintas de, al menos 3, embriones
diferentes de 10.5 dias de desarrollo. Los embriones wildtype (+/+) se han usado como
control y los embriones heterocigotos (+/-) se han usado como experimentales. Los
embriones homocigotos (-/-) para la mutacion son dificiles de obtener, ya que las hembras
heterocigotas no se quedan prefiadas, en caso de hacerlo la reabsorcién de los embriones

es alta y no hemos conseguido una muestra suficiente de éstos.

Los datos obtenidos del recuento del nimero de células apoptéticas en mesencéfalo,
fueron analizados estadisticamente mediante una T de Student. Los resultados obtenidos
revelan que las diferencias son significativas y que por lo tanto el IMCP es

significativamente menor en los embriones +/+ que en los +/- (ver tabla 12 y gréfico 4).
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En la imagen 23, se puede observar que el numero de células apoptéticas (flechas) en la
pared lateral del mesencéfalo en los embriones wildtype (+/+) es menor que en los
embriones KO heterocigotos (+/-).

Estos resultados confirman los resultados obtenido en los cultivos, avalando el

inmunobloqueo.

EMBRIONES WILDTYPE (+/+) EMBRIONES KO (+/-)

Imagen 4. Células apoptéticas en la pared lateral del mesencéfalo de embriones de ratdn wildtype y
KO heterocigotos de 10.5 dias. Los ndcleos marcados en verde se corresponden con las células
apoptéticas (valoracién realizada mediante la técnica de T.U.N.E.L), las flechas sefalan alguna de
las células apoptéticas neuroepiteliales.

INDICE DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA
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Gréfico 4. indice de Muerte Celular programada en la pared mesencefalica de embriones de ratén
wildtype y KO heterocigotos de 10.5 dias de desarrollo.
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wt K.O +/-
N2 de Células positivas 3,8+ 2,04*%| 13,5+ 3,66*

Tabla 12. Resultados de la cuantificacion de células en apoptosis en la pared lateral del
mesencéfalo en embriones wildtype y KO heterocigotos en estadio 10.5d. (**P valor<0,001, para una
prueba T de Student de dos colas, tipo 3).

5.2. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR EN EL
NEUROEPITELIO CEREBRAL EMBRIONARIO.

Para determinar el papel de Apo B-100 en la proliferacion de las células neuroepiteliales de
ambos tipos de embriones, hemos medido la expresion nuclear de PCNA, en este caso no
hemos utilizado BrdU ya que a las ratonas prefiadas no se las inyecto BrdU antes de la
extraccion de los embriones y por lo tanto las células neuroepiteliales no lo incorporan a su
DNA.

Para la identificacion de células PCNA positivas, hemos obtenido imagenes tomadas con
un microscopio 6ptico Nikon Microphot-FXA y, empleando en todos los casos la misma

maghnificacion (20X).

Para valorar la diferenciacion neuronal en mesencéfalo en cada condicién experimental,
contamos con 10 muestras distintas de, al menos, 3 embriones diferentes de 10.5 dias de

desarrollo.

Los resultados muestran que los datos obtenidos no son significativos y por lo tanto no hay
diferencias en el niumero de células en replicacion entre los embriones wildtype (+/+) y los
KO heterocigotos (+/-) (Ver gréfico 5, tabla 13 e imagen 24). Estos resultados podrian
explicarse, teniendo en cuenta que los embriones KO heterocigotos muestran un pequefio
incremento sobre los wildtype en la incidencia de hidrocefalia, esto explicaria que el indice
de replicacion sea similar en los dos casos. Si la expansién del cerebro es dependiente de
la presion hidrostatica, en respuesta al aumento de presion, las paredes de los ventriculos
se expanden y por lo tanto es hecesario que ocurra un aumento de la poblacion celular del

neuroepitelio, aumentando asi la densidad mitética (Desmond et al., 2005).
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EMBRIONES WILDTYPE (+/+) EMBRIONES KO (+/-)

Imagen 5. Células neuroepiteliales en replicacion en la pared lateral del mesencéfalo de embriones
de ratén wildtype y KO heterocigotos de 10.5 dias Los nlcleos marcados en marrén se
corresponden con células en replicacion (valoracion realizada mediante la técnica de la PCNA).Las
flechas indican nucleos en replicacion.
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e8]
<

~J
=}
~

=2}
e}
I

[%)]
=]
|

~
[a=]
|

62

W
o
I

N2 de células PCNA positivas
(]
o
|

[y
=}
I

WT KO+/-

Gréfico 5. indice de Replicacion Celular de las células neuroepiteliales en la pared mesenceféalica de
embriones de ratén wildtype y KO heterocigotos de 10.5 dias de desarrollo.

wt K.O +/-
N2 de Células PCNA positivas 65+ 7,11* 62+ 5,28*

Tabla 13. Resultados de la cuantificacion de células neuroepiteliales en replicacién en la pared
lateral del mesencéfalo en embriones KO heterocigotos en estadio 10.5d. (P valor>0,05, para una
prueba T de Student de dos colas).
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Para la identificacion de las células B-Ill-Tubulina positivas y al igual que en el caso
anterior, hemos obtenido imagenes tomadas con un microscopio confocal (Leica TCS
SPE), utilizando siempre la misma magnificacion (40X).

Para valorar la diferenciacion neuronal en mesencéfalo en cada condicion experimental,
contamos con 10 muestras distintas de, al menos, 3 embriones diferentes de 10.5 dias de

desarrollo.

Los datos obtenidos del recuento del numero de células en diferenciacién en mesencéfalo,
fueron analizados estadisticamente mediante una T de Student. Los resultados obtenidos
revelan que los datos son significativos y que por lo tanto el indice de diferenciacion
neuronal es significativamente mayor en el mesencéfalo de los embriones wildtype (+/+)

que en los embriones KO heterocigotos (+/-) (Ver grafico 6 y tabla 14).

En la imagen 25, se puede observar que el nimero de células en diferenciacién en la
pared del neuroepitelio (flechas) en los embriones de ratdén wildtype (+/+) (Imagen 25. A)
es significativamente mayor que en los embriones KO heterocigotos (+/-) (Imagen 25. B).
Se observar que el numero de células en diferenciacion es mas homogéneo a lo largo de la

pared del mesencéfalo en los embriones wildtype.

Imagen 6. Células neuroepiteliales en diferenciacion en la pared lateral del mesencéfalo de
embriones de ratén wildtype (A) y KO heterocigotos (B) de 10.5 dias. Las células en diferenciacién
se encuentran marcadas en verde (valoracion realizada mediante la técnica B///-Tubulina). Las
flechas indican alguna de las células en diferenciacion.
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INDICE DE DIFERENCIACION NEURONAL
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Gréfico 6. indice de Diferenciacién Neuronal en la pared mesencefélica de embriones de raton

wildtype y KO heterocigotos de 10.5 dias de desarrollo.

wt

K.O +/-

N2 de Células B-lll-Tubulina positivas

22,8+ 2,78*

17,1+ 1,52*

Tabla 14. Resultados de la cuantificacion de células neuroepiteliales en diferenciacion en la pared
lateral del mesencéfalo en embriones wildtype y KO heterocigotos en estadio 10.5d. (**P

valor<0,001, para una prueba T de Student de dos colas).
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DISCUSION

1. EL CSF-E DE RATON CONTIENE UN PATRON COMPLEJO DE
APOLIPOPROTEINAS.

La inmunodeteccion realizada mediante la técnica de western-blot en el CSF-E de
embriones de raton en fases tempranas del desarrollo embrionario, demuestra la presencia
de Apo B 48/100, Apo Al, Apo AlV, Apo E y Apo M, siendo mayoritaria la presencia de Apo
B48/100, Apo Al 'y Apo AlIV (ver figura 46).

Existen datos previos en la literatura que demuestran la presencia de apolipoproteinas en
el CSF durante el desarrollo embrionario en diversas especies como el pollo (Parada et al.,
2006) y la rata (Parada et al., 2005b). Nuestros resultados demuestran que en otras
especies de roedores como es el ratén, el CSF-E también contiene estas moléculas, lo
cual apoya la teoria de que la presencia de estas moléculas en el CSF durante el
desarrollo cerebral podria ser un factor filogenéticamente constante. Por otra parte, tanto
el tipo de apolipoproteinas como su concentracidon relativa valorada mediante WB (ver
figura 40 y 46) demuestran que hay una practica coincidencia en la composicion de
apolipoproteinas en el CSF-E de rata y ratén, que como se ha demostrado previamente
presentan una diferencia sustancial con la composicion de apolipoproteinas del CSF-E de
pollo (Parada et al., 2005b). Estos datos vienen a confirmar nuestra hipétesis previa de que
existe una evolucién filogenética en la composicion del CSF-E que probablemente esta
relacionada con el distinto grado de desarrollo funcional que alcanza el cerebro en las
distintas especies. Finalmente no existen datos en la bibliografia acerca de estas
apolipoproteinas en el CSF-E en humanos, sin embargo el trabajo de Zapaterra et al., 2007
sugiere que por la similitud en la composicién de este fluido en ambas especies, las
apolipoproteinas podrian estar presentes también en el fluido cerebroespinal embrionario

humano.
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2. LOS PRECURSORES NEUROEPITELIALES DEL CEREBRO
EMBRIONARIO EXPRESAN LAS  APOLIPOPROTEINAS
PRESENTES EN EL CSF-E.

Los resultados aportados en la presente tesis doctoral demuestran que las
apolipoproteinas detectadas en el CSF-E estan también presentes en el neuroepitelio de
las diferentes cavidades cerebrales de embriones de ratdén de diferentes estadios, Ademas
las diferencias cuantitativas en la expresion de Apolipoproteina en el neuroepitelio cerebral
se corresponden con las diferencias de concentracién observadas mediante la técnica de
WB, por lo tanto parece existir una correlacion directa entre el CSF-E y el neuroepitelio que
podria estar relacionada con la funcion biolégica de las Apolipoproteinas en el desarrollo
cerebral. En este sentido nuestros datos estan apoyados por la descripcién previa de otros
autores, de la expresion de distintas apolipoproteinas en el neuroepitelio cerebral durante
el desarrollo en especies tan distantes como el pez cebra (Babin et al., 1997), el pollo
(Parada et al., 2008a) vy el ratén (Sanchez et al., 2002). Estos datos, al igual que los del
parrafo anterior, vienen a demostrar que la expresion de apolipoproteinas durante el
desarrollo cerebral embrionario, parece ser un factor filogenéticamente constante. Al
mismo tiempo nuestros resultados aportan un patrébn de expresion de diversas

apolipoproteinas en el desarrollo temprano del cerebro embrionario de ratén.

El andlisis del patron de expresion de las diferentes Apolipoproteinas, indica que existen
diferencias significativas tanto en el patrén de expresion temporal como en el espacial, de
hecho las dos apolipoproteinas mayoritarias, Apo Al y Apo B tienen un patrén de expresion
temprana (9.5 dias) que se incrementa a los 11.5 dias y decae a los 13.5 dias coincidiendo
con una aparente incremento en la concentracién de estas apolipoproteinas en el CSF-E.
En el caso de Apo AIV y Apo E no se aprecia un marcaje especifico hasta el estadio 11.5y
el de Apo M aparece en estadios tempranos, 9.5 dias y va disminuyendo en intensidad en

los estadios posteriores.

Esto sugiere que existen mecanismos en el cerebro en desarrollo capaces de regular

ontogénicamente y de forma diferencial la expresion de las distintas apolipoproteinas.

Otro dato interesante obtenido a partir del andlisis del patron de expresion es la
localizacion espacial de las distintas apolipoproteinas dentro del neuroepitelio. En este
sentido parece existir distintos patrones, especificos de cada apolipoproteina, que podrian

estar relacionados con diferencias en su funcion biologica. Los patrones menos especificos
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corresponden a la apolipoproteina AIV que se expresa fundamentalmente en la porcion
apical del neuroepitelio, con un marcaje intenso y continuo. La apolipoproteina E se
expresa fundamentalmente en la porcién basal aunque hay una tenue expresioén en la
mitad apical del neuroepitelio y Apo M, cuya expresiéon es fundamentalmente apical y que
disminuye segun avanza el desarrollo cerebral. Por otro lado, tanto Apo B como Al, que
son como ya hemos comentado las de mayor concentracion en CSF-E y en el
neuroepitelio, presentan un patrén de expresion mas complejo, de forma que su expresion
a nivel de la membrana basal incluyendo los vasos adheridos a ella y el mesénquima, es
intensa, ademas presentan un marcaje apical intenso y ocasionalmente discontinuo, en el
gue se aprecian formaciones esféricas intensamente marcadas que muestran distinto
grado de desprendimiento y que aumentan aparentemente segun progresa el desarrollo.
Por dltimo y de forma caracteristica, se aprecia un marcaje citplasmico apical cuyo grosor
llega a ser mayor en la Apolipoproteina B, abarcando de seis a ocho niveles de ndcleos en
algunas vesiculas cerebrales, que en la apolipoproteina Al que solo alcanza dos o tres
niveles de ndcleos marcados. Estos datos sugieren, intensamente, la existencia de un
proceso dinamico de transicion entre el neuroepitelio y la cavidad por parte de estas
apolipoproteinas cuya direccionalidad no podemos aclarar en nuestro estudio ya que si
bien el trabajo de Bachy et al. 2008, indica que existen procesos endocitéticos de
internalizacion de apolipoproteinas en las células neuroepiteliales, lo cual hablaria a favor
de una direccion CSF-E-neuroepitelio, existen otros autores (Alonso et al., 1998, Corbeil et
al.,, 2010, Marzesco et al., 2005., y Parvas y Bueno, 2009) que demuestran que el
neuroepitelio tiene mecanismos de transporte y secrecion de particulas hacia la cavidad y
por tanto hacia el CSF-E (Ver figura 15), lo cual es mas probable, teniendo en cuenta que
la cavidad cerebral es una estructura sellada y aislada del exterior por la superficie apical

de las células neuroepiteliales.

Por otra parte las imagenes del marcaje citoplasmico tanto de Apo B como de Apo Al en
las células localizadas en la parte mas préxima a la superficie apical y la ausencia de
marcaje en el resto, sugieren un proceso de sintesis y secrecion local por parte de las
células neuroepiteliales similar al descrito por Gato et al., 1993 y Alonso et al., 1998 para
otras moléculas presentes en el CSF-E. En este sentido Parvas et al., 2008 han descrito la
existencia de un area en el neuroepitelio mesen-prosencefalico ventral encargada del
transporte de moléculas presentes en el CSF-E desde los vasos sanguineos periféricos
adheridos al neuroepitelio, sugiriendo un mecanismo de transporte trans o paracelular.
Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que las moléculas del CSF-E pueden tener un

doble origen por transporte transneuroepitelial y por sintesis y secrecion apical.
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3. EL CSF-E REGULA DE FORMA DIFERENCIAL EL
COMPORTAMIENTO DE LOS PRECURSORES
NEUROEPITELIALES.

Dentro del amplio rango de apolipoproteinas detectadas durante el desarrollo del cerebro
embrionario, hemos centrado nuestro estudio en el papel biolégico que juega la
apolipoproteina B en la regulacion del comportamiento de los precursores neuroepiteliales.
La eleccion de esta apolipoproteina se ha basado en que es una de las que presentan
mayor concentracion en el CSF-E, tiene un patron de expresion neuroepitelial complejo y
ha sido directamente relacionada con el correcto desarrollo del esbozo cerebral (Homanics
et al, 1995). Ademas existen antecedentes bibliograficos que relacionan a la
apolipoproteina B con la inhibicién de procesos de muerte celular programada (Farese et
al., 1995, Bereczki et al., 2008). En consecuencia la parte experimental de nuestro estudio
se ha centrado en determinar el papel de la apolipoproteina B del CSF-E en el proceso de
supervivencia de los precursores neuroepiteliales durante el desarrollo del cerebro
embrionario de ratdén. La estrategia experimental de nuestro estudio se ha basado en el
empleo conjunto de dos técnicas orientadas a bloquear la actividad de esta
apolipoproteina. Por una parte hemos empleado el cultivo organotipico de neuroepitelio
con inmunobloqueo de la actividad Apo B en el CSF-E y por otra parte embriones KO para

la apolipoproteina B.

El cultivo de neuroepitelio de cerebro de ratones de 11.5 dias de desarrollo, demuestra que
el inmunobloqueo selectivo de la actividad de apo B, aumenta de forma significativa el
proceso de muerte celular programada al mismo tiempo que produce una disminucién

significativa de la replicacion y no altera el proceso de neurogénesis.

El estudio del neuroepitelio cerebral de los embriones de ratén KO heterocigotos para la
apolipoproteina B, confirma el aumento significativo del proceso de muerte celular
programada de los precursores neuroepiteliales, sin embargo en este caso no se altera el
proceso de replicacion celular y disminuye discreta pero significativamente la

neurogénesis.

Estos resultados nos llevan a pensar que el efecto principal producido por el
inmunobloqueo de la actividad apo B en el desarrollo cerebral es un incremento del
namero de nucleos apoptéticos, mientras que las diferencias en la influencia sobre la

replicacion y la neurogénesis, pueden ser una consecuencia del incremento de células
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apoptéticas o bien estar condicionadas por la duracion de la deprivacién de apo B en cada

una de las técnicas.

Segun nuestros datos, parece existir una relacion directa entre la actividad de la
apolipoproteina B del CSF-E y el proceso de supervivencia de las células neuroepiteliales.
En este sentido se ha demostrado que, el fluido cerebroespinal embrionario ejerce un
efecto tréfico sobre los precursores neuroepiteliales que se pone de manifiesto por su
capacidad de favorecer la supervivencia celular, activar la replicacion e inducir la
neurogénesis (Gato et al., 2005, Martin et al., 2009, Lhetinen y Walsh, 2011). No obstante
dada la compleja composicion del CSF-E, se ha planteado la posibilidad de que cada una
de estas acciones (supervivencia, replicacién y neurogénesis) sea debida a la presencia de
mecanismos especificos para cada una de ellas (Gato y Desmond, 2009; Panchision y
McKay, 2002). En este sentido el FGF-2 y el IGF-1, presentes en el CSF, han sido
implicados como responsables de la actividad mitogénica de este fluido en estadios
embrionarios (Martin et al., 2006; Lhetinen et al., 2011) y fetales (Miyan et al., 2006).
Igualmente, se han identificado componentes del CSF-E como la RBP y el retinol que
estan implicados en la regulacién de la sintesis de un potente factor neurogénico, como es
el acido retinoico en las células neuroepiteliales (Parada et al., 2008b y Alonso et al.,
2011). Hasta el momento no se habian identificado factores concretos presentes en el
CSF-E implicados en el mantenimiento de la supervivencia celular. Nuestros resultados
demuestran que, al menos una de las apolipoproteinas mayoritarias del CSF-E de raton
estd relacionada con dicho proceso, sin perjuicio de que otros autores relacionen estas
moléculas del CSF-E con el proceso de diferenciacion neural temprana a través de su
relacion con las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Parada et al., 2008a). Dada la
compleja composicion del CSF-E, la identificacion de los factores especificos implicados en
los diferentes procesos regulados por el CSF, es imprescindible para el futuro desarrollo

del CSF-E como herramienta terapedtica.
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4. EL ESTRES OXIDATIVO ES UN POSIBLE MECANISMO DE
ACTUACION EN LA INHIBICION DE LA MUERTE CELULAR
PROGRAMADA POR PARTE DE APO B.

Una vez establecida la relacién entre la apolipoproteina B del CSF-E y el proceso de
supervivencia celular de los progenitores neurales, cabe plantearse a través de qué
mecanismos ejerce dicha actividad. A pesar de que existe una gran cantidad de estudios
cientificos que relacionan a las apolipoproteinas con el transporte de moléculas lipidicas,
vitaminas, etc., en la actualidad existe suficiente base bibliografica para establecer una
relacion directa entre apolipoproteinas y supervivencia celular a través del control de los
procesos REDOX, conocidos como estrés oxidativo. El estrés oxidativo produce la
formacion de una serie de radicales libres, capaces de interferir con el metabolismo celular
y desencadenar un proceso de muerte celular programada (Liu et al., 2009). Al mismo
tiempo la relacion apolipoproteina-estrés oxidativo-muerte celular, ha sido establecida tanto
para la apolipoproteina D (Ganfornina et al., 2008), la apolipoproteina E (Pedersen et al.,
2000; Mahley et al., 2006, Bu et al., 2009), la apolipoproteina AlV (Spaulding et al., 2006),
por lo que cabe pensar que la apolipoproteina B puede estar también relacionada con
estos procesos, sin embargo la confirmacion de este mecanismo de accidn requiere de

estudios complementarios que se escapan del &mbito de trabajo de esta tesis doctoral.

Existen en la bibliografia numerosos datos que relacionan al estrés oxidativo con la
patogénesis de algunas enfermedades neurodegenerativas (Mattson et al., 1998; Hayashi,
2009; Mohsenzadegan y Mirshafiey, 2012), a su vez, también existen datos que relacionan
las alteraciones en los niveles de apolipoproteinas con procesos neurodegenerativos
(Mahley et al., 2006,2009; Pedersen et al., 2000). En este sentido y a pesar de que
diversos trabajos han relacionado la alteracion de las apolipoproteinas con los depdsitos
de B-amiloide (Bu et al., 2009; Fazekas et al., 2006), también existe soporte bibliografico
gue afirma que el mecanismo de actuacién de las apolipoproteinas en las enfermedades
neurodegenerativas es a través de su influencia en la formacién de radicales libres y su
influencia directa en la neurodegeneracién (Bu et al., 2009; Mahley et al.,, 2006, 2009;
Pedersen et al., 2000; Bajo-Grafieras et al., 2011). Teniendo en cuenta estas Ultimas
consideraciones podemos concluir gue nuestro estudio deja abierta la posibilidad de que el
CSF-E a través de su composicion apolipoproteica pueda ser la base de una estrategia

terapéutica basada en mecanismos de neuroproteccion.
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CONCLUSIONES.

Las apolipoproteinas presentes en el CSF-E de rata, Apo B, Apo Al, Apo AlV, Apo

E y Apo M, se encuentran presentes en el CSF-E de raton.

Las apolipoproteinas méas abundantes en el CSF-E de raton son la apolipoproteina

B 48/100 y la apolipoproteina Al.

Nuestro estudio muestra la presencia de estas apolipoproteina en el neuroepitelio y
su patr6n temporo-espacial de expresion en el cerebro embrionario y sugiere un

mecanismo de sintesis y secrecion apical.

El bloqueo de la actividad biolégica de la apolipoproteina B afecta de forma

significativa al proceso de supervivencia celular de los progenitores neurales.

El posible mecanismo de actuacion de Apo B seria en base a su influencia sobre el

proceso de estrés oxidativo.

Los resultados de este estudio, permiten afirmar que el fluido cerebroespinal
embrionario, controla el proceso de supervivencia celular de los progenitores

neuronales, a través de mecanismos especificos.

El control de la muerte celular por parte de las apolipoproteinas del CSF-E puede

ser de utilidad terapéutica como mecanismo de neuroproteccion.
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