GENERACION DE INTERNEURONAS GABAERGICAS

Y DOPAMINERGICAS A PARTIR DE CELULAS MADRE

Y PRECURSORES DE BULBO OLFATORIO

EMBRIONARIO

Y ADULTO

EVA VERGANO VERA
Madrid, 2006

,?I’. y i h-
. BT Ay >
P et N Vo ’-
R .
r " ' it
i ? ¥ "
. »




LISTA DE ABREVIATURAS

AEV area entopeduncular ventral

AR acido retinoico

ARAC Citosina-B-D-arabino-furanosida

BDNF del inglés brain derived neurotrophic factor
BMP del inglés bone morphogenetic protein

BO bulbo olfatorio u olfativo

BrdU 5’-bromo-2’-desoxiuridina

Brn-4 del inglés brain-4

CCG capa de células granulares

cDNA del inglés complementary deoxyribonucleic acid
CG capa glomerular

CM capa mitral

CMN c¢lulas madre neurales

CMBO células madre de bulbo olfatorio

CMEG células madre de eminencia ganglionar
CMR corriente migratoria rostral

CNTF del inglés cilliary neurotrophic factor

CPE capa plexiforme externa

CPI capa plexiforme interna

CPs capas plexiformes

CT control

DAB 3-3’diaminobenzidina

DABCO 1,4 diazabicilo (2,2,2) octano

DAPI 4,6-diamino-2-fenilindol

DCX doblecortina

DMEM del inglés Dulbecco modified Eagle médium
DMSO dimetil sulféxido

DNA del inglés deoxyribonucleic acid

dNTP del inglés deoxyribonucleotide triphosphate
DTT ditriotreitol

E dia de desarrollo embrionario

EDTA del inglés ethylenedinitrilo tetraacetic acid



EGs
EGC
EGF
EGFP
EGL
EGM
ER

ES
FBS
FGF2
FGF3
FGFS8
FGF15
FGF17
FGFRI1
Fig.
GABA
GAD
GAPDH
GDNF
Girk2

GFAP
GFP

GR
HBSS
HEPES
IGF-I
Kb

LB
L-DOPA
LIF
MAP-2ab
mRNA

eminencias ganglionares

eminencia ganglionar caudal

del inglés epidermal growth factor

del inglés enhanced green fluorescence protein
eminencia ganglionar lateral

eminencia ganglionar medial

extension rostral

del inglés embryonic stem

del inglés fetal bovine serum

del inglés fibroblast growth factor-2

del inglés fibroblast growth factor-3

del inglés fibroblast growth factor-8

del inglés fibroblast growth factor-15

del inglés fibroblast growth factor-17

del inglés fibroblast growth factor recptor-1
Figura

del inglés gamma aminobutyric acid

del inglés glutamic acid descarboxilase
gliceraldehido fosfato deshidrogenada

del inglés glial derived neurotrophic factor
del inglés G-protein-coupled inward rectifying current potassium
channel type-2

del inglés glial fibrillary acidic protein

del inglés green fluorescent protein

glia radial

del inglés Hank’s balanced salt solution
acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico
del inglés insulin-like growth factor-I
kilobase

ldmina basal

L-dihidroxifenilalanina

del inglés leukemia inhibitoty factor

del inglés microtubule associated protein-2ab

del inglés messenger RNA



NGF
NT-3

PBS
PCR
PEDF
PFA
PSA-NCAM
p/v

RNA
RNAsa
r.p.m.
RT-PCR
SDS
SEM
SHH
SKY

SN

SNC
SSC
Tbrl

TE

TH

TrkB
TrkC
VEGF-C
VL
VMAT-2

v/iv

numero de experimentos

del inglés neurotrophic factor

del inglés neurotrophin-3

dia de desarrollo postnatal

volumen de la pipeta

del inglés phosphate buffer

pares de bases

del inglés phosphate buffered saline

del inglés polymerase chain reaction

del inglés pigment ephitelium derived factor
paraformaldehido

del inglés polysialylated form for neural cell adhesion molecule
peso/volumen

del inglés ribonucleic acid

ribonucleasa

revoluciones por minuto

del inglés reverse transcription-polymerase chain reaction
del inglés sodium dodecylsulphate

del inglés Standard error of the mean

sonic hegdehog

del inglés applied spectral imaging

sistema nervioso

sistema nervioso central

del inglés sodium chloride/sodium citrate

del inglés T-brain-1

Tris-EDTA

tirosina hidroxilasa

del inglés tyroxine kinase neurotrophic receptor B
del inglés tyroxine kinase neurotrophic receptor C
del inglés vascular endotelial growth factor type C
ventriculo lateral

del inglés vessicular monoamine transporter-2
versus

volumen/volumen



M zona del manto
ZSE zona subependimal
ZSV zona subventricular

YAY% zona ventricular



INDICE

I. INTRODUCCION

1. El sistema olfativo de los mamiferos.

1.1. Estructura del bulbo olfatorio

1.2. Desarrollo del bulbo olfatorio

1.3. Contribucion de las eminencias ganglionares a la formacion del BO.

1.4. Neurogénesis en el bulbo olfatorio adulto.
1.5. Factores extracelulares que influyen en el desarrollo del BO

1.6. Factores de transcripcion en el desarrollo del BO

2. Células madre y progenitores de los mamiferos

2.1. Células madre o troncales

2.2. Células madre y progenitores en el sistema nervioso

2.3. Aislamiento y cultivo de células madre neurales del bulbo olfatorio y

eminencia ganglionar.

21

3. Generacion y diferenciacion de neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas a

partir de células madre y progenitoras
3.1. Neuronas dopaminérgicas
3.1.1. Precursores del mesencéfalo ventral embrionario
3.1.2. Células madre y progenitores neurales adultos
3.1.3. Células no neurales
3.1.4. Células ES
3.1.5. Modificacion genética de precursores neurales

3.2. Neuronas gabaérgicas

4. Supervivencia y diferenciacion de células madre y neuronas transplantadas

en cerebro

1. OBJETIVOS

I11. MATERIAL Y METODOS

1. Diseccion y disociacion del bulbo olfatorio y las eminencias

ganglionares

w N Ul R

13

16

16
17

23
23
24
25
25
26
28
28

29

32

34



de ratones embrionarios de E12,5, E13,5y E14,5.

2. Diseccidn y disociacion de BO adulto

3. Cultivos celulares

3.1. Cultivo de células madre de BO y EG embrionarias y adultas
3.1.1. Condiciones de proliferacion
3.1.2. Condiciones de diferenciacion
3.1.3. Analisis clonal de CMBO embrionario y adulto.

3.2. Cultivos de precursores celulares sin expandir.

4. Andlisis del cariotipo de las CMBO adulto

5. Inmunotinciones

5.1. En cultivos celulares

5.2. Secciones de criostato.

6. Cuantificacion del nimero de células fijadas y tefiidas. Andlisis estadistico.

7. Andlisis del fenotipo en el BO del raton mutante para Igf-I

7.1. Genotipaje de los ratones mutantes para Igf-I.
7.1.1. Extraccion del DNA genomico.
7.1.2. Técnica de PCR
7.2. Inmunotinciones de ratones salvajes y nulos para Igf-1
7.3. Contajes y comparacion del numero de células TH+ en BO de ratones

Igf-1+/+ e Igf-1-/-.

8. Estudio de la expresion de los factores de transcripcién Gsh2 y DIx2 en

tejido y en CMBO y CMEG mediante RT-PCR.
8.1. Extraccion del RNA
8.2. Transcripcion reversa (RT)
8.3. PCR del cDNA
8.4. Secuenciacion de las bandas del cDNA obtenidas tras PCR.

9. Aislamiento y cultivo de células madre neurales de BO y precursores sin
expandir de BO y EGL embrionario de ratones transgénicos que expresan
EGFP.

35

37

38

39
41
41
46
47

48

48

48
51

54

54
54
54
55
57

58

58
58
59
60
62

63



9.1. Transplante de células EGFP en rodajas de BO de embriones E13,5.
9.1.1. Preparacion de las rodajas, de las células y transplante.
9.1.2. Cultivo de las rodajas.
9.1.3. Inmunotinciones y analisis de las rodajas.
9.2.Transplante en el BO de raton neonatal P5-P7.
9.2.1. Transplante.
9.2.2. Procesamiento de los cerebros transplantados con
células EGFP.
9.2.3. Inmunotincion de secciones de vibratomo.

9.2.4. Analisis de los resultados.

IV. RESULTADOS

1. Caracterizacion de las células del bulbo olfatorio embrionario
2. Diferenciacién de los precursores celulares sin expandir de BO y EG.

2.1. Diferenciacion en cultivo

2.2. Diferenciacion de precursores EGFP (sin expandir) de BO de
E13,5, transplantados en rodajas de BO de E13,5.

2.3. Diferenciacion de precursores que expresan la EGFP

transplantados en el BO de neonatos P5-P7.

3. Células madre (troncales) neurales de BO y EG de E13,5-14,5.
3.1. Potencialidad de las CMBO y CMEG para generar neuronas y glia.

3.2. Expresion de los factores de transcripcion Gsh2 y DIx2
3.3. Maduracién de neuronas derivadas de CMN.

3.3.1. Generacion de neuronas gabaérgicas.

3.3.2. Generacion de neuronas mitrales.

3.3.3. Generacion de neuronas dopaminérgicas

3.3.4. Efecto del IGF-I sobre las interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas del BO.

3.4. Diferenciacion de CMBO in vivo: transplante en el BO de P5-P7.

4. Células madre (troncales) neurales de BO adulto.
4.1. Caracterizacion in vitro.
4.1.1. Analisis clonal.
4.1.2. Caracterizacion de los cultivos en fase de proliferacion
4.1.3. Diferenciacion de las CMBO adulto a neuronas y glia
4.1.4. Fenotipos neuronales caracteristicos del BO.

4.2. Caracterizacion in vivo: Transplante de las CMBO de adulto en el BO de P5-P7.

64
64
64
65
65
65

68
68
69

72

73

77
77

83

85

93
94
96
99
99
100
101
111
113

116
116
116
117
120
121
122



V. DISCUSION
1. Generacion de interneuronas y neuronas mitrales/empenachadas en el BO

2. Generacion de interneuronas gabaérgicas a partir de CMBO

3. Diferenciacion y maduracion de las neuronas derivadas deCMBO.

Papel de BDNF, IGF-1y otros factores extracelulares

V1. CONCLUSIONES

VII. BIBLIOGRAFIA

124

125
130

132

136

139



I . INTRODUCCION



1. El sistema olfativo de los mamiferos.

1.1. Estructura del bulbo olfatorio

El sentido del olfato es fundamental para la comunicacion de los mamiferos.
Esta dividido principalmente en dos grandes sistemas quimiosensoriales, el sistema
olfativo y el sistema vomeronasal, que aunque estructuralmente son muy parecidos,
funcionalmente presentan grandes diferencias. El sistema olfativo es el encargado
principalmente de detectar olores del medio ambiente, y el vomeronasal es
especialmente sensible a las feromonas y estd implicado en el comportamiento
sexual y el reconocimiento de la progenie (Plendl et al., 1999), aunque también
reconoce determinados olores (Trinh y Storm, 2003). De la misma forma, recientes
estudios electrofisioldgicos de las neuronas mitrales del bulbo olfatorio (BO)
principal, demuestran que éste también estd implicado en el comportamiento social,
reproduccion, territorialidad y reconocimiento coespecifico (Lin da et al., 2005;
Mandiyan et al., 2005).

El sistema olfativo de los mamiferos estd compuesto a grandes rasgos por la
mucosa olfativa, el bulbo olfativo y la corteza olfativa (Fig. 1) (Ramon y Cajal,
1894; Firestein, 2001; Lopez-Mascaraque y de Castro, 2002; Bedard y Parent,
2004). El circuito del sistema olfativo comienza con las fibras nerviosas sensoriales
procedentes del epitelio olfativo, que recogen informacion del exterior y penetran en
los glomérulos donde hacen sinapsis con las células mitrales y empenachadas. Estas
proyectan sus axones mayoritariamente a través del tracto lateral olfativo hacia la
corteza cerebral donde se integra la informacion sensorial (Wachowiak y Shipley,
2006. Fig. 1).

La mucosa olfativa contiene tres tipos de células: las células epiteliales o de
soporte, las células basales y las células nerviosas o bipolares. Estas Gltimas recogen
la informacion sensorial externa y la transmiten por sus axones, que forman el
nervio olfativo, hasta el BO, atravesando el hueso etmoides (Ramon y Cajal,
1894;(Mori et al., 1999); (Wachowiak y Shipley, 2006).

El BO es una region del SNC localizada en la zona maés rostral del

telencéfalo (Fig. 2a), en el roedor, que recibe inervacion del epitelio olfatorio (EO).



a)

A: Epitelio olfatorio

B: Glomérule

C: Neuronn Mitral
D: Tracto Lateral Olfatorio

E: Neurona grano Ramédn y Cajal, 1894 (modificado)

b)

A la corteza olfativa
fpTacte i

Mori et al, 1999 (modificado)

Fig.1. Sistema olfativo de mamiferos. a) Dibujo de Santiago Ramén y Cajal (1894) y b)
otro mas reciente de Mori et al (1999) de los distintos componentes del sistema olfativo. Se
observan las células sensoriales bipolares de la mucosa o epitelio olfativo que recogen los
estimulos olfativos y proyectan sus axones hacia los glomérulos, donde forman sinapsis con
las dendritas de las neuronas mitrales y empenachadas. El conjunto de axones de las mitrales,
principalmente, forman el tracto olfativo lateral que proyecta hacia la corteza cerebral olfativa

y otras estructuras.

En el humano se sitia debajo de la corteza y su tamafio es comparativamente
mucho menor (Fig. 2b). En ambos casos, su estructura es facil de estudiar debido a
su organizacion laminar, en capas concéntricas (Ramon y Cajal, 1894; Hinds,
1968a,1968b; Bailey et al., 1999). Las capas de neuronas que se observan en una

seccion transversal desde la més externa a la mas interna son (Fig. 2¢):

- Las terminales del nervio olfatorio. Compuesta fundamentalmente por axones
aferentes olfatorios y glia envolvente.

- La capa glomerular (CG). Posee unas formaciones esféricas u ovaladas

denominadas glomérulos, donde tienen lugar las sinapsis entre los axones de las

neuronas sensoriales, con receptores olfatorios especificos, y las dendritas de las



neuronas mitrales y empenachadas. En esta capa también se localizan unas
interneuronas denominadas periglomerulares, que expresan GABA y/o TH, y
modulan junto con las células de glia, las sinapsis que tienen lugar en los
glomérulos. Se sabe que aproximadamente un 85% de la interneuronas
dopaminérgicas son ademas gabaérgicas (Bailey et al, 1999; esta tesis).

- La capa plexiforme externa (CPE). En esta capa se localizan las neuronas

empenachadas, que se caracterizan por tener las dendritas en forma de penacho
rodeando los glomérulos. Son excitatorias y por lo general, envian su axén hacia la
capa granular mas interna, salvo en algunas ocasionas que proyectan a la corteza por
el tracto olfativo lateral. Las células empenachadas se encuentran distribuidas por
toda la CPE, tanto en localizaciones externas como en las mas internas, alcanzando
la CG y la mitral, respectivamente. Tanto las dendritas horizontales de las células
empenachadas, como los de las mitrales y las dendritas gabaérgicas de algunas
granulares, se encuentran en esta capa.

- La capa mitral (CM). Posee 2-3 filas de neuronas mitrales o de proyeccion,

caracterizadas por su gran tamafio y su forma de mitra. Reciben informacion
sensorial de las neuronas olfativas y la transmiten hasta la corteza a través de sus
axones que forman el tracto lateral olfativo. Algunos axones presentan
ramificaciones colaterales hacia la CPE. Este tipo de células se caracterizan por la
expresion de determinados marcadores como calretinina (s6lo en estadios
embrionarios), que también lo presentan algunas empenachas y algunas
interneuronas (Bastianelli y Pochet, 1995), neurotensina (Kiyama et al., 1991),
relina (del inglés reelin) (Alcantara et al., 1998), Emx1 (Briata et al., 1996) y Tbr-1
(Bulfone et al., 1995; Bulfone et al., 1998). En esta capa también se encuentran
algunas interneuronas.

- La capa plexiforme interna (CPI). Esta capa esta formada principalmente por

fibras mielinizadas, correspondientes a los axones de las neuronas mitrales y
algunas filas de células granulares (Hinds, 1968b).

- La capa de células granulares (CCG). En esta capa se localizan las células

granulares y algunas fibras mielinizadas de las células mitrales. Las células
granulares son interneuronas pequeiias, de forma triangular, esférica o multipolar, y
sin axon. Presentan varios procesos cortos hacia el interior del bulbo y uno o dos

procesos mas largos que alcanzan la CM y la zona de las neuronas empenachadas.



Las neuronas granulares pueden expresar GABA, calretinina, y calbindina, entre
otros marcadores.

- La zona subependimal (ZSE). Es una capa principalmente de células proliferativas.

Hasta el dia embrionario 14 esta capa se denomina capa ventricular o neuroepitelial,
posee un elevado numero de células proliferativas y se piensa que es el origen de las
neuronas mitrales, empenachadas y algunas interneuronas. Entre los dias E14-18
coexisten la capa ventricular y subventricular. A partir de E18 solo existe la capa
subventricular, que es el origen de células gliales y algunas interneuronas.

Las neuronas mitrales proyectan sus axones hacia la corteza olfativa o
piriforme donde forman sinapticas con neuronas corticales (Mori et al., 1999. Fig.
1b). El proceso esta controlado por distintas moléculas como las anosmina (Lopez-

Mascaraque y de Castro, 2002; Soussi-Yanicostas et al., 2002)

Fig.2. Estructura del BO de mamiferos adultos. a) Seccién sagital de un cerebro de
raton adulto, donde se muestra el BO en la parte mas rostral de telencéfalo. b) Vista lateral de
un cerebro humano, donde se observan diferencias en cuanto a disposicion y tamafio del BO,
respecto al de raton. ¢) Seccion coronal del BO de raton, en la que las neuronas se disponen
en capas concéntricas alrededor de la zona subependimal (ZSE). CCG: Capa de células
granulares; CPI: Capa plexiforme interna; CM: Capa mitral; CPE: Capa plexiforme externa;

CG: Capa glomerular.



1.2. Desarrollo del bulbo olfatorio

En el ratén, a la edad embrionaria de E12,5 comienzan a distinguirse en la
zona mas rostral de las vesiculas cerebrales, unas formaciones del tubo neural que
daran lugar al BO propiamente dicho y al BO accesorio (Hinds, 1968a, 1968b; Bailey
et al, 1999; Lopez-Mascaraque y de Castro, 2002). A esta edad, el BO es
simplemente un primordio y consta de dos capas: una capa ventricular compuesta de
células proliferativas, dispuestas radialmente y una capa mas superficial o manto
formada por células postmitoticas (Fig.3). Un dia después, a la edad de E13,5 ya se
observa el abultamiento tipico del BO y algunas fibras nerviosas procedentes del
epitelio olfativo ya han alcanzado el bulbo. A la edad de E14, comienza a aparecer
una capa delgada, denominada subventricular, que se mantiene en el animal rodeando
la capa ventricular. Se distingue de ésta en la ausencia de ntcleos celulares dispuestos
radialmente.

A partir de E15, se distingue la capa de neuronas mitrales dentro de la capa del
manto. Superficialmente a la CM existe una zona celular estrecha que es el primordio
de la CPE y la CG.

Posteriormente, en E16, ya se han formado las fibras nerviosas olfativas que
rodean al bulbo, y muchas de ellas penetran en el interior para formar los glomérulos,
junto con las dendritas apicales de las neuronas mitrales y empenachadas, los procesos
de la glia radial y algunos astrocitos. De la misma forma, las primitivas CPE y CG,
que rodean la CM, son mas anchas y contienen mas células. En esta zona se pueden
encontrar dos tipos de células: las células empenachadas, proximas a la capa mitral y
las células granulares externas, localizadas en zonas mas superficiales.

En E18 se observa un notable aumento en el nimero de células
diferenciadas de las CPE y CG. Algunas de estas células rodean areas circulares que
seran los futuros glomérulos. La glia radial se dispone formando dos plexos en la
parte interna y externa, alrededor la CM. Segun avanza el desarrollo, se observa una
disminucién en la expresion de vimentina, marcador de la glia radial y de astrocitos
inmaduros, y un aumento de la expresion de GFAP, marcador de astrocitos

diferenciados.



MOUSE HRAIN HISTOCENESIS

Hinds, 1968

Fig.3. Desarrollo morfolégico del BO de ratdén entre los dias E12 y E14 de
gestacion. Esquema sagital del primordio del BO (E12, A) que se va desarrollando adquiriendo
una estructura mas elaborada (E13-E14, B, D). Las zonas sombreadas corresponden a la zona
ventricular de células proliferativas. La zona clara externa o manto corresponde a las células
postmitéticas. En E14 aparece una zona delgada (que no se aprecia bien en la figura),
denominada ZSV que permanece después en el adulto. C) es una microfotografia de una seccion
de El13 tefiida con azul de toloudina. Las imagenes presentan un aumento de 80x y fueron

publicadas por Hinds (1968). ZM, zona del manto; ZV, zona venricular.

Un dia después del nacimiento, en P1, se distinguen claramente todas las
capas concéntricas del BO de raton (ver Fig. 2¢).

Las primeras neuronas que se generan son las neuronas mitrales, entre los
dias embrionarios E11 y E13 (Hinds, 1968b, 1968a). Posteriormente, se generan las
neuronas empenachadas, que presentan su pico maximo de aparicion entre E14 y E18.
Por ultimo, las células granulares y periglomerulares, se generan fundamentalmente
entre el dia embrionario E18 y el postnatal P20, aunque la generacion de estas
neuronas persiste en la vida adulta (Luskin, 1993; Doestch et al., 1999; Marin y
Rubenstein, 2001). Por otra parte, la mayoria de astrocitos y oligodendrocitos se

generan entre el dia embrionario E18 y el postnatal P5.



1.3. Contribucién de las eminencias ganglionares a la formacion del
BO.

Eminencias ganglionares o primordios estriatales es el nombre que reciben
las tres principales zonas proliferativas que se encuentran en el subpalium o parte
ventral del telencéfalo: la eminencia ganglionar medial (EGM), la eminencia
ganglionar lateral (EGL) y la eminencia ganglionar caudal (EGC). Las tres regiones
constituyen fuentes celulares que contribuyen en gran medida a la formacion de
distintas estructuras cerebrales (Fig. 4). Cada una de ellas presenta diferencias en su
anatomia, en su patron de migracion y en los marcadores moleculares que la
caracterizan. La EGM y EGL son las mas estudiadas, aportan células a los ganglios
basales (estriado y globus palidum) mediante migracion radial, y por migracion
tangencial son la fuente de la mayoria de las interneuronas de la corteza, del
hipocampo y del BO. La EGC, por su parte, contribuye a la formacion de la capa V
de la corteza, al estriado y a zonas especificas del sistema limbico (Nery et al., 2003;
Yozu et al.,, 2005). La EGM y la EGL son también una fuente importante de
oligodendrocitos.

Las distintas poblaciones neuronales del BO se originan a partir de
precursores celulares del propio neuroepitelio del BO y de la eminencia ganglionar
lateral (EGL) en el embridn, y en el adulto, a partir de la propia zona subependimal
(ZSE) y de la zona subventricular (ZSV) que rodea los ventriculos laterales. La
mayoria de las neuronas del BO se originan a partir de las células neuroepiteliales
locales, practicamente todos los tipos, salvo una gran parte de las interneuronas
granulares y periglomerulares, que se generan en la EGL o en la ZSV, segun se trate
del embrion o el adulto, respectivamente, y migran siguiendo la corriente migratoria
rostral (CMR) hasta alcanzar el BO (Anderson et al., 2001; Wichterle et al., 2001;
Pencea y Luskin, 2003. Fig. 5a). Sin embargo, no se conoce la contribucion de la ZSV
a la neurogénesis en el BO adulto humano (Sanai et al., 2004; Quifiones-Hinojosa et

al., 2006)



EGC

Marin et al, 2000 (modificado)

Fig.4. Contribucion neuronal de las eminencias ganglionares a distintas
estructuras del SNC. En el cerebro embrionario de raton las células de las eminencias
ganglionares (EGL, EGM y EGC) migran radialmente dando lugar a neuronas estriatales
(c) y tangencialmente, dando lugar a interneuronas de la corteza (a) del BO (b) y del

hipocampo (no mostrado). Esquema de Marin et al (2000).

1.4. Neurogénesis en el bulbo olfatorio adulto.

Hasta los afios sesenta, se pensaba que el cerebro adulto era una estructura
bastante estatica, sin capacidad de renovacidn, ni para generar nuevas neuronas, ni
para formar nuevas conexiones neuronales. Aunque ya Ramon y Cajal postuld que la
falta de regeneracion nerviosa en el SNC, podria no ser un hecho totalmente
irreversible, dependiente de la imposibilidad de crecimiento de las fibras nerviosas,
sino que dicho crecimiento estaria limitado por el medio fisico y quimico que rodea
dichas fibras (Ramoén y Cajal, 1913-1914). Respecto a la formacién de nuevas
células, se pensaba que las unicas células que se generaban en el adulto eran células
gliales. Sin embargo, Hinds (1968b) y Altman (1969), demostraron la capacidad del
cerebro adulto para generar nuevas neuronas en roedores. Momento en el cual,
comenzo a hablarse de neurogénesis en el adulto. Posteriormente, estas observaciones
fueron apoyadas por otros autores trabajando en pajaros (Nottebohm, 2002), roedores
(Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Doetsch et al., 1999), primates no humanos (Kornack y
Rakic, 2001) y humanos (Sanai et al., 2004).

Como se ha comentado en el punto 1.3, en el BO del roedor, muchas

interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas se generan a lo largo de toda la vida



del animal. Se originan en la parte anterior de la ZSV, migran por la CMN vy
alcanzan la parte central del BO tangencialmente (Fig. 5a). Toda esta migracion la
realizan en forma de cadenas de neuroblastos migratorios que mantienen la
capacidad de dividirse, y una vez en la ZSE del BO, migran radialmente hacia la
capa granular y glomerular, mientras se van diferenciando a interneuronas
postmitdticas gabaérgicas y dopaminérgicas, integrandose, un nimero de ellas, en
los circuitos sinapticos del BO, y otras sufren muerte celular (Lois y Alvarez-
Buylla, 1994; Doetsch et al., 1999; Carleton et al., 2003; Pencea y Luskin, 2003).
En el BO del humano, no se han descrito estas cadenas como tales, se han
observado simplemente algunas células aisladas con morfologia migratoria en la
ZSV anterior (Quifiones-Hinojosa et al., 2006), y neuronas en el BO, positivas para
TH, GAD y parvalbumina (Bedard y Parent, 2004).

En roedores también se observan algunas neuronas TH™ 0 GAD" durante la
migracion tangencial (Pencea y Luskin, 2003). Es muy caracteristica la expresion
de PSA-NCAM o doblecortina, marcadores de neuroblastos migratorios, en las
cadenas celulares que se observan en la CMR, o simplemente TuJ1, marcadores del
fenotipo neuronal. Parece ser que solamente la parte anterior de la ZSV es la que
genera nuevas neuronas (Luskin, 1993; Lois y Alvarez-Buylla, 1994), siendo la
posterior un lugar de proliferacion glial durante toda la vida del individuo (Skoff y
Knapp, 1991). Se ha descrito que moléculas como PSA-NCAM (Cremer et al.,
1994), tenascina (Saghatelyan et al., 2004), doblecortina (Koizumi et al., 2006) y
proquineticina (Ng et al., 2005) son necesarias para la correcta migracion en la
CMR. Recientemente, ha sido descrito también que el tratamiento con &cido
retinoico aumenta la neurogénesis de los neuroblastos en la ZSV del cerebro adulto,
de la misma forma que aumenta al proliferacion y diferenciacion neuronal in vitro

(Wang et al., 2005).
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Fig.5. Disposicion de las distintas células de la ZSV del cerebro adulto de roedor y
humano. a) En el roedor adulto, las nuevas neuronas se generan, unas a partir de las CMN
de la ZSV, en la pared lateral del ventriculo lateral y otras en la CMR. Todas ellas migran
alineadas formando cadenas de neuroblastos, siguiendo la CMR hasta el BO. Alli las
neuronas jovenes se dispersan radialmente, en forma de células individuales, completando su
diferenciacion a interneuronas granulares y periglomerulares, que se integran en el tejido. b)
En la pared lateral del ventriculo se encuentran dispuestos de una forma caracteristica los
distintos tipos celulares. Las células tipo B (son las CMN) dan lugar a las tipo C (de
amplificacion transitoria y alta proliferacion), y éstas a su vez, dan las tipo A (neuroblastos
migratorios) que se dirigen por la CMR hasta el BO. Las tipo E, son las ependimarias, en
contacto directo con el ventriculo. Se observan las moléculas secretadas por los distintos tipos
celulares y la implicacion en su diferenciacion a otro tipo (BMP mantiene la célula B y
noggin, secretado por E, promueve el paso de B a C y A). Esquema de Alvarez-Buylla y
Garcia-Verdugo (2002). c) Disposicion de las células en la ZSV de humano (Quifiones-
Hinojosa et al, 2006): una monocapa de ependimocitos (E, capa I); un espacio hipocelular,
donde llegan las fibras de astrocitos (capa II); una zona de astrocitos (A) y una zona de
transicion hacia el parénquima cerebral, donde se encuentran las neuronas (N) y la mielina

M).

La estructura de la ZSV del roedor fue descrita en el 2002 por Alvarez-
Buylla y Garcia-Verdugo, en la pared lateral del ventriculo lateral (Fig. 5b).
Observaron que las células B, tienen capacidad de autorrenovacion y

multipotencialidad, es decir, son células madre neurales (CMN). Estas son capaces



de generar las tipo C (de alta capacidad proliferativa), que a su vez generan los
neuroblastos migratorios (A) que avanzan por la CMR hasta el BO. En contacto
directo con el ventriculo, se encuentran las células E (ependimarias). En humano,
existe también una monocapa de ependimocitos en contacto directo con el
ventriculo, sin embrago, el resto de la organizacion es distinta (Fig. 5¢). Entre esta
monocapa y la de astrocitos se encuentra un espacio hipocelular, y tras la de
astrocitos, una zona de transicion al parénquima cerebral (Quifiones-Hinojosa et al.,

2006).

1.5. Factores extracelulares que influyen en el desarrollo del BO

El destino celular final de los progenitores neurales que forman las distintas
estructuras del SNC son el resultado de la integracion entre multiples senales
ambientales y programas genéticos intrinsecos (Edlund y Jessell, 1999; Vicario-
Abejon y Yusta-Boyo, 2004)

Son multiples los factores extracelulares o ambientales que influyen en el
desarrollo del telencéfalo y concretamente del BO. La via de sefializacioén del FGF a
través del FGFR1 es esencial para la morfogénesis del BO, de hecho, la ausencia de
los genes que codifican para los receptores Fgfrl y Fgfr2 provoca la muerte del
embrion (Hebert et al., 2003). En general, la familia de los FGFs juega un papel
fundamental en el desarrollo del telencéfalo, asi FGF3, FGF15 y FGF17 intervienen
en el desarrollo del cerebro anterior (Shinya et al.,, 2001). El FGF2 regula la
neurogénesis en el BO (Vicario-Abejon et al., 2003) y promueve la proliferacion de
progenitores neurales, encontrandose una reduccion del 50% de los progenitores
que se dividen en la ZSV anterior, en los ratones carentes de FGF2 (Zheng et al.,
2004). Por su parte, el FGF8 regula los niveles de expresion de determinados
factores de transcripcidon como Emx2 que intervienen en el desarrollo del BO. La
falta de FGF8 es capaz de bloquear el desarrollo embrionario. Asi los ratones nulos
para Fgf8 pueden presentar un fenotipo medio con hipoplasia del mesencéfalo, del
cerebelo y reduccion del BO, aunque con un cortex aparentemente normal, o un
fenotipo severo en el que el BO no es detectable morfologicamente (Garel et al.,
2003). Existen otros factores como los Wnts o los BMPs que se expresan en un
patrén rostro-dorsal que regulan también la expresion de Emx2 (Theil et al., 2002).

El EGF parece tener un papel importante en la neurogénesis olfatoria, puesto que



determinados autores (Enwere et al., 2004) observan un fallo en la discriminacion
olfatoria con la edad, directamente relacionada con la reduccion de los niveles de
EGF.

El IGF-I es un factor necesario para el desarrollo de determinadas regiones
del SNC, como se observa en el analisis de ratones carentes de Igf-1 (Varela-Nieto
et al., 2004; Russo et al., 2005). La presencia de una de las copias del gen Igf-I
permite el desarrollo de animales practicamente sin alteraciones, la ausencia de
ambas copias, provoca una elevada mortalidad de los ratones al nacer por fallo
respiratorio (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993; Pichel et al., 2003). Estos ratones
se caracterizan por una disminucion en el tamafio del cerebro, hipomielinizacion,
reduccion del diametro axonal y pérdida selectiva de algunas poblaciones
neuronales (Cheng et al., 1998; Camarero et al., 2001; Ye et al.,, 2002). Las
poblaciones neuronales mas afectadas son las neuronas granulares del giro dentado
del hipocampo, las neuronas parvoalbumina’ del estriado, las neuronas del ganglio
coclear del oido interno y las neuronas mitrales del BO (Beck et al., 1995;
Camarero et al., 2001; Vicario-Abejon et al., 2003).

En el BO de los ratones carentes para IGF-1 en edades de E16,5-18,5, se
observa la presencia de neuronas mitrales, neurotensina’ y calretinina’, pero en
menor nimero y dispuestas de forma desorganizada en la capa mitral. En los
ratones salvajes, alrededor de la capa mitral se disponen dos plexos, formados por la
glia radial, nestina’, uno hacia el interior y el otro hacia el exterior, que en el caso
del ratén carente de IGF-I se encuentran alteradas (Pichel et al., 2003; Vicario-
Abejon et al., 2003). El epitelio olfatorio no sufre ninguna alteraciéon en las
neuronas sensoriales o las fibras nerviosas a la edad de E18,5 (Vicario-Abejon et
al., 2004). Tampoco se observan cambios en la poblacion de astrocitos entre el
mutante y el salvaje (Beck et al., 1995). La poblacion de oligodendrocitos de las
capas afectadas por la carencia de IGF-I, como la mitral, sufre una disminucion, lo
que explica la hipomielinizacion (Cheng et al., 1998; Ye et al., 2002). Los cultivos
de CMBO de ratones embrionarios carentes de IGF-I no ven afectada su
proliferaciéon, pero si su diferenciacion a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(Vicario-Abejon et al., 2003).

El efecto de la ausencia de IGF-I sobre las interncuronas del BO, tanto en
edades embrionarias como adultas, atin no es conocido y por ello se desarrollara en

esta tesis.



La relina es una proteina secretada por las neuronas mitrales con un
importante papel en el desarrollo del BO y en la dispersion radial de los
neuroblastos cuando han alcanzado el BO (Hack et al., 2002). En ausencia de
sefializacion por relina los neuroblastos se acumulan en la entrada del BO,
permaneciendo como agregados sin dispersarse y sin migrar radialmente a sus
correspondientes capas.

El BDNF, es una neurotrofina, cuyo receptor de alta afinidad, el TrkB, se
expresa en el BO (Nef et al., 2001) y en los neuroblastos de la CMR, y promueve la
neurogénesis y la supervivencia de las nuevas neuronas generadas en la ZSV-CMR
(Zigova et al., 1998). En esta tesis se ha iniciado el estudio de la funcion del BDNF
sobre la maduracion de las neuronas del propio BO.

Ademas de estos factores que pueden ser determinantes en el desarrollo del
BO durante el periodo embrionario, existen otros o en ocasiones los mismos, que
pueden influir en la neurogénesis adulta del BO. Los neurotransmisores como el
GABA y la serotonina estimulan la proliferacion, al igual que factores de
crecimiento como el CNTF (Factor neurotrofico ciliar), el PEDF (Factor derivado
del epitelio pigmentario) o el VEGF-C (Factor de crecimiento C del endotelio
vascular) (Le Bras et al., 2006; Lledo6 et al., 2006; Ramirez-Castillejo et al., 2006).
Determinados factores ambientales como el ejercicio, o un ambiente enriquecido

favorecen la incorporacion de nuevas neuronas en el BO (Lledo6 et al., 2006)

1.6. Factores de transcripcion en el desarrollo del BO

Gran cantidad de factores de transcripcion juegan un importante papel en el
desarrollo del SNC. Dentro del BO, existen dos grupos principales de neuronas: las
de proyeccion (mitrales y algunas empenachadas) de origen palial, cuya generacion
y diferenciacion esta regulada por factores de transcripcion que se expresan en el
telencéfalo dorsal, y las interneuronas (granulares y periglomerulares), muchas de
ellas de origen subpalial y reguladas por factores de transcripcion como DIx2,
Gsh2, Arx, Sp8 (Bulfone et al., 1998; Stenman et al., 2003; Yun et al., 2003;
Yoshihara et al., 2005; Waclaw et al., 2006). Por ello, el desarrollo del BO esta
relacionado con los factores de transcripcion implicados en la diferenciacion de
estos dos grandes tipos neuronales. Asi, la ausencia de genes implicados en la

diferenciacion de las neuronas mitrales y empenachadas, como Emx2 o Thrl



provocan una alteracion en la organizacion de la capa mitral. Los ratones carentes
de Tbrl presentan un BO mads pequeiio, con pérdida de la disposicion celular de las
capas concéntricas. En ¢él, la expresion de neurotensina, marcador de neuronas
mitrales, esta disminuida y se dispone en la zona mas interna del BO, en vez en la
capa mitral. Las neuronas dopaminérgicas tienen también una disposicion alterada,
probablemente por ausencia de la capa mitral. Ademas, estos animales carecen de
tracto olfativo lateral, constituido por los axones de las neuronas mitrales que
proyectan a la corteza (Bulfone et al., 1998). El raton mutante para Emx2 presenta
un fenotipo parcialmente similar al del mutante para Tbrl, pero a diferencia de éste,
posee tracto olfativo lateral (Yoshida et al., 1997).

Entre los factores de transcripcion que afectan a la diferenciacion de las
interneuronas inhibitorias encontramos los genes DIX, que se expresan en la zona
subcortical del cerebro y estan relacionados con la diferenciacion de los precursores
inmaduros a neuronas gabaérgicas, y con el control de la migracion de los
neuroblastos a lo largo de la CMR hacia el BO, ademés de con la migracion
tangencial desde la EG al cortex dorsal. En las neuronas postmitéticas su expresion
persiste a niveles muy bajos (Liu et al., 1997). Asi en animales DIx1” y DIX2" o
DIx2" y DIX5" existe una reducciéon del niimero de interneuronas gabaérgicas y
dopaminérgicas del BO (Bulfone et al., 1998; Perera et al., 2004). DIx5 se expresa
en multiples componentes del sistema olfatorio, desde la placoda olfatoria hasta el
epitelio olfatorio (Long et al., 2003). En el mutante nulo inicamente para DIX5 se
observa una desorganizacion de las capas del BO, una alteracion severa de la
diferenciacion de las interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas y una reduccion
del tamafio del BO (Perera et al., 2004).

Gsh2 es un factor de transcripcion que se expresa en las células de la EGL
que dan lugar en estadios tempranos del desarrollo al estriado y a interneuronas del
BO; y en estadios postnatales y adultos, en la pared lateral de los ventriculos
telencefalicos (Corbin et al., 2000; Yun et al., 2001). El ratoén Gsh2™ presenta una
disminucién en la expresion de DIx2 en las progenitores de las interneuronas del
BO, una disminucion y alteracion de la expresion de GAD, inicamente confinada a
la capa granular, y una casi total desaparicion de las neuronas dopaminérgicas en el
BO. Parece que aunque el gen Gshl no es requerido para el desarrollo del estriado y
del BO, puede jugar un importante papel como factor compensatorio en los

mutantes para Gsh2. El fenotipo del doble mutante homocigoto Gshl1/2 es mucho



mas severo que el de Gsh2” (Toresson y Campbell, 2001). También, la expresion
de factores como Er81, compromete a las células de la EGL DIx  hacia
interneuronas que migraran por la CMR hasta capas granulares y periglomerulares
del BO, frente a las células de la EGL que son DIx" y Isl", que daran lugar a las
neuronas de proyeccion del estriado (Stenman et al., 2003). Recientemente, se ha
descrito un nuevo factor de transcripcion con estructura de dedos de zinc, el Sp8,
que parece estar implicado en la generacion de la gran diversidad de interneuronas
del BO, modulando su supervivencia, su migracion y su especificacion molecular,
tanto en el embrion como en el adulto (Waclaw et al., 2006).

Por ultimo, un factor de gran importancia, que afecta a la totalidad del BO
es el Pax6, cuya falta produce ausencia de epitelio olfativo y BO. Sin embargo, en
estos animales se observa una estructura rudimentaria similar al BO, de lo que se
deduce que aunque las fibras olfatorias son necesarias para la formacion de una
correcta estructuracion y laminacion del BO, no son indispensables para el
establecimiento de conexiones centrales olfatorias (Lopez-Mascaraque et al., 1998;
Jiménez et al., 2000; Lopez-Mascaraque y de Castro, 2002). Ademads, distintos
autores comienzan a defender el papel de Pax6 en la generacion de precursores
neurales y concretamente, en la determinacion del linaje dopaminérgico del BO en
el raton adulto (Hack et al., 2004; Kohwi et al., 2005).

En esta tesis hemos caracterizado precursores de interneuronas endégenos
del BO que expresan factores de transcripcion similares a los de las EGs (como
DIx2) y otros no (como Gsh2), determinando su pertenencia a dos poblaciones

celulares distintas.

. Células madre y progenitores de los mamiferos

2.1 Células madre o troncales

Una célula madre o troncal (en inglés stem cell) puede definirse como
aquella célula indiferenciada, con capacidad ilimitada de autorrenovacion, que es
capaz de generar mediante una division simétrica dos células madre similares a ella
misma, o tras una division asimétrica, una célula madre y un progenitor. Los
progenitores son c¢lulas proliferativas, con capacidad limitada de autorrenovacion y
frecuentemente unipotentes, con el fenotipo mas especificado que las células madre.

El término precursor no es tan estricto, se utiliza para cualquier célula temprana en



el desarrollo (McKay, 1997). La diferencia entre precursor y progenitor no esta muy
definida, es un tema muy discutido. En ocasiones se emplea indistintamente, pero
por lo general el progenitor se considera a una célula con menor capacidad
proliferativa que la CMN y, a menudo, es unipotente o bipotente. Es decir, el
progenitor es una célula mas cercana a la postmitotica y diferenciada, con menor
capacidad (Seaberg y Van der Kooy, 2003).

En esta tesis nos referiremos a las CMN como las células en las que se ha
comprobado su multipotencialidad y autorrenovacién por analisis clonal; a los
progenitores, como lo hacen Seaberg y Van der Kooy (2003); y a los precursores
sin expandir como aquellas células preparadas de E13,5 y directamente sembradas

en cultivo o transplantadas, sin ninglin tratamiento con mitdgenos.
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Fig.6. Desarrollo de los distintos tipos de células madre. Representacién esquematica
de los distintos tipos de células madre, seglin su potencialidad y su fuente de procedencia. Se
encuentran las células totipotentes (cigoto) con capacidad para generar un individuo entero,
las pluripotentes con capacidad para generar cualquier célula procedente de una de las tres
capas embrionarias, excepto la placenta y las multipotentes, con capacidad para generar
cualquier célula del sistema nervioso y en un paso mas de diferenciaciéon daran lugar a
progenitores gliales, neuronales o bipotenciales, los cuales generaran glia, neuronas o ambas,

respectivamente. Esquema de Gage (2000) modificado.



Las células madre (Fig. 6), dependiendo de su potencial de desarrollo se
pueden clasificar en totipotentes, como el cigoto, capaces de generar cualquier tipo
celular de cualquier tejido, e incluso un organismo completo; pluripotentes, como
las células madre embrionarias (células ES, de la masa celular interna del
blastocisto) capaces de generar cualquier célula de las tres capas germinales:
endodermo, mesodermo y ectodermo; o multipotentes, capaces de generar los
principales tipos celulares del tejido de procedencia (Gage, 2000. Fig.6).

Las células madre no s6lo las encontramos en el tejido embrionario, sino
también en tejidos adultos, como la médula o6sea, la piel, la pared intestinal y el

tejido nervioso (Pare y Sherley, 2006).

2.2 Células madre y progenitores en el sistema nervioso

El sistema nervioso de los vertebrados, procede del neuroectodermo
embrionario, que, mediante dos procesos de neurulacidon consecutivos (neurulacion
primaria y secundaria) consistentes en cambios morfologicos, da lugar al tubo
neural. (Jessell y Sanes, 2000), describieron el inicio de este proceso con la
induccién neural a partir del ectodermo, la cual estaba mediada al menos por dos
tipos de mecanismos: a) el bloqueo de la sefalizacion de las proteinas BMPs por
moléculas inductoras de neurulacion como noggin y cordin, b) la inhibicion de los
genes que codifican las proteinas BMPs por parte de los FGFs. La neurulacién
comienza con la sobreelevacion de los bordes externos, y posterior extension
convergente medial (Keller et al., 2003; Keller, 2005) hasta contactar y fusionarse,
separandose posteriormente del ectodermo cutdneo. De esta forma, una vez que se
completa la formacion del tubo neural, todo el sistema nervioso (SN) se encuentra
cubierto por la piel. Posteriormente se produce la obliteracion del tubo neural. El
cierre del neuroporo anterior se inicia cranealmente al primer par de somitas. Asi se
origina el tubo neural lleno de liquido que constituye una especie de sistema
ventricular primitivo que genera una fuerza intraluminal, cuyo resultado final sera
la formacion del cerebro, la médula espinal y los sistemas ventriculares definitivos.
La diferenciacion del tubo neural en las distintas regiones del sistema nervioso
central (SNC) tiene lugar simultineamente de tres formas diferentes. A nivel
anatdmico, el tubo neural se abulta y constringe formando las distintas vesiculas del

cerebro y la médula espinal. A nivel tisular, las células de la pared del tubo se



reordenan para formar las distintas regiones funcionales. A nivel celular, la células
neuroepiteliales se diferencian a distintos tipos de neuronas y células de la glia
presentes en el SN (Gilbert, 2003).

En funcién del momento del desarrollo, una porcion variable de las células
neuroepiteliales tienen propiedades de células madre o troncales. En el caso del
sistema nervioso, se habla de CMN. Y se caracterizan, ademas de por su
autorrenovacion, por su multipotencialidad o capacidad de generar los distintos
fenotipos del SNC, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (McKay, 1997; Temple,
2001). El descubrimiento de las células madre en el SNC de mamiferos surgio a
partir de estudios clasicos sobre hematopoyesis y desarrollo neural en
invertebrados, que inspiraron el andlisis de una tUnica célula progenitora neural
(Potten y Loeffler, 1990). Los primeros resultados que sugirieron la existencia de
CMN se realizaron en SNC embrionario (Frederiksen y McKay, 1988; Cattaneo y
McKay, 1990), aunque con anterioridad ya se habia hablado de células
multipotentes en la retina embrionaria (Turner y Cepko, 1987). A pesar de que en
1969, Altman habia definido la existencia de neurogénesis en el adulto, no fue hasta
1992, cuando Reynolds y Weiss, demostraron la existencia de CMN en animales
adultos, mediante analisis clonal, su expansion in vitro y su diferenciacion a los tres
fenotipos neurales.

Mientras que en el SNC embrionario se han aislado CMN de practicamente
todas las regiones estudiadas (Temple, 2001; Vicario-Abejon et al., 2003; Yusta-
Boyo et al., 2004), en el adulto se restringe a determinadas zonas como: la zona
subventricular (ZSV), adyacente a los ventriculos (Reynolds et al., 1992; Doetsch et
al., 1999; Capela y Temple, 2002; Sanai et al., 2004), la capa subgranular del giro
dentado del hipocampo (Gage, 2000) o, segiin otros autores, la capa subependimal
del ventriculo lateral proxima al giro dentado (Seaberg y Van der Kooy, 2003) y el
bulbo olfatorio (Pagano et al., 2000; Gritti et al., 2002; Liu y Martin, 2003). A pesar
de ser mas escasas en regiones adultas, el hecho de que la fuente sea el organismo
adulto, y como en el caso del BO, de relativo facil acceso, hacen atractivas este tipo
de cé¢lulas madre para futuras terapias regenerativas, evitando a la vez los problemas

éticos en determinados sectores de la sociedad (Marshall et al., 2006).
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Fig.7. Desarrollo de las células madre, neuronas y glia en el SNC de raton. a)
Hipotética relacion entre las CMN del neuroepitelio temprano y la ZSV adulta. (A) En los
primeros estadios del desarrollo las CMN se extienden desde el ventriculo (VL) hasta la
lamina basal (LB) de la superficie pial. (B) A medida que el cerebro crece durante la
histogénesis, las prolongaciones de la glia radial (GR) son las que mantienen el contacto del
VL con la LB. Segun algunos autores, la GR tiene capacidad de division y autorregeneracion
(flecha verde) y probablemente de generar neuronas a partir de un precursor intermedio
(flecha verde punteada). (C) En el desarrollo més tardio, la GR da lugar a astrocitos, que en la
ZSV actiian con CMN y generaran neuronas a través de un precursor intermedio. Esquema de
Alvarez-Buylla y Lim (2004). b) Esquema de Temple (2001) modificado. Las CMN presentes
en el neuroepitelio de los primeros estadios del desarrollo se dividen principalmente de modo
simétrico, con el fin de expandir la poblacién de células madre. Posteriormente, estas células
se dividen de forma asimétrica, originando mayoritariamente neuronas en primer lugar y
después células de glia. En estadios postnatales, las células madre desarrollan caracteristicas
distintas de las embrionarias, sobre todo en cuanto a su respuesta a factores de crecimiento y

su potencial de generacion de neuronas y glia.

A nivel molecular las CMN embrionarias son nestina’, es decir, expresan un
filamento intermedio caracteristico del citoplasma de precursores neurales de
mamiferos, que se detecta tempranamente durante la induccion de la placa neural
(Johansson et al., 1999). Mediante inmunotincion no es posible diferenciar las
CMN de los progenitores, ambos nestina’, lo expresan la mayoria de las células del
neuroepitelio antes de la neurogénesis. Musashi 1 es una proteina de union a RNA,

que se expresa en areas periventriculares del cerebro fetal, aunque tampoco es un



marcador especifico de CMN (Chan et al., 2006) Cuando dichas células salen de
ciclo, disminuye la expresion de nestina y aumenta la de marcadores especificos de
diferenciacion como B-III-tubulina, MAP2ab, GFAP y O, entre otros (Cattaneo y
McKay, 1990; McKay, 1997). Las CMN de adulto, ademés de expresar nestina, son
positivas para otros marcadores como GFAP (Alvarez-Buylla y Lim, 2004) y LeX
(Capela y Temple, 2002 y 2006), aunque atn es poco conocida la expresion propia
de marcadores de las células madre de adulto, y su distincién de los progenitores
neurales.

Clasicamente, se proponia que las células neuroepiteliales daban lugar a
progenitores neuronales y gliales, a partir de los cuales se generaban neuronas y
glia, respectivamente. Sin embargo, recientemente, se ha demostrado que la mayor
parte de las neuronas de las distintas regiones cerebrales proceden de la glia radial
(GR) (Anthony et al., 2004; Fig. 7a), aparte de su ya conocido papel en la migracion
neuronal tanto en edades embrionarias como adultas, y en distintos tipos de especies
de vertebrados (Weissman et al., 2003). (Howard et al., 2006) hablan de la GR en
humanos, como el principal tipo de progenitor neural, aunque sus caracteristicas
moleculares y espaciotemporales en el cerebro fetal humano aun no son muy
conocidas. Alvarez-Buylla y Lim en el 2004 proponen a la GR con capacidad de
autorrenovacion y generacion de fenotipos neuronales, en edades embrionarias y
neuronales y gliales en edades adultas (Fig. 7a). De esta forma, al concepto
tradicional de generacion de neuronas y glia, se ha de afiadir el de GR. Asi, se
propone que en un estadio temprano del desarrollo, las células neuroepiteliales
sufren divisiones simétricas, permitiendo su expansion; posteriormente, mediante
divisiones asimétricas dan lugar a una progenie diferenciada. Primero mediante una
fase neurogénica en la que la GR genera principalmente progenitores neuronales,
ademas de ser utilizada para la migracion radial, y mas adelante en el desarrollo,
una fase gliogénica en la que la GR genera mayoritariamente precursores gliales,
que, a su vez, dardn lugar a neuronas y glia posteriormente (Temple, 2001; Shen et
al., 2006; Fig. 7b). Por lo general, se defiende que dependiendo de la fase del
desarrollo del animal, las CMN se encontrardn en una de las fases anteriores, y
generaran mas progenitores neuronales o gliales segiin el momento del desarrollo.
Observando estos resultados de los diversos autores, podria pensarse que la gran
diversidad de progenitores, puede explicar en parte, la complejidad unica y

caracteristica del cerebro humano.



El descubrimiento de la neurogénesis en el sistema nervioso adulto, de la
presencia de células madre y la posibilidad de cultivarlas y expandirlas in vitro,
abrieron grandes expectativas ante lo que hasta entonces nadie se habia planteado,
la terapia celular en enfermedades neurodegenerativas, cada vez mas frecuentes en

la poblacion y con grandes dificultades en su abordaje (Pare y Sherley, 2006).

2.3. Aislamiento y cultivo de células madre neurales del bulbo

olfatorio y eminencia ganglionar.

Las células madre neurales del BO (CMBO) embrionario crecen en cultivo
en forma de agregados en flotacion denominados “neuroesferas” (Reynolds et al.,
1992) en presencia dos factores mitégenos, FGF-2 y EGF. Vicario-Abejon et al
(2003) describieron en cultivos de CMBO embrionario, la necesidad de ambos,
pues sin EGF, las neuroesferas se formaban a menor velocidad, y sin FGF-2 en el
momento de la siembra, no se formaban. Con los pases sucesivos, las células
responden a EGF, probablemente porque el propio FGF2 estimula la expresion de
los receptores de EGF (Sun et al., 2005). Sin embargo, las células madre de
eminencia ganglionar (CMEG) son capaces de crecer Unicamente con EGF, aunque
la adicion de los dos factores favorece la tasa de formacion de esferas (Ciccolini y
Svendsen, 1998; Tropepe et al., 1999). Parece ser que la proliferacion celular es
region-especifica, tanto por la respuesta a mitdgenos distintos y por su especificidad
molecular, como por la velocidad de crecimiento de las CMN (Parmar et al., 2002;
esta tesis).

Como se ha dicho anteriormente, el proceso de diferenciacion de las CMN
en cultivo se induce mediante la retirada de los factores de crecimiento, con lo que
las células comienzan a adquirir morfologias mas alargadas, disminuyendo su
expresion de nestina y aumentando la de otros neurofilamentos, propios de
fenotipos mas maduros (Cattaneo y McKay, 1990).

En el BO adulto, tanto de roedores como humano, se ha descrito la
existencia de células capaces de proliferar en presencia de factores mitdgenos (EGF
y FGF2) y de generar neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, tanto in vivo como en
cultivo (Pagano et al., 2000; Gritti et al., 2002; Liu y Martin, 2003; Marshall et al.,
2006). Para estudiar el BO adulto, y regiones proximas, es posible distinguir tres

zonas: la ZSV, pegada al ventriculo, la extension rostral (ER), donde situamos la



CMR de neuroblastos migratorios, y el propio BO (Gritti et al., 2002). Las células
de cada zona son capaces de responder a los factores mitdgenos mencionados,
juntos y por separado, formando neuroesferas. De la misma forma, Gritti et al.,
(2002), demostraron que las células de cada zona poseian capacidad de
autorrenovacion y multipotencialidad, y eran capaces de generar en condiciones de
diferenciacion, fenotipos neuronales que expresaban GABA, &4cido glutamico y
aceticolinesterasa.

Con todo esto, una vez conocida la presencia de CMBO en el embrion y el
adulto, que responden a EGF y FGF2, y sobre todo, la generacion de éstas a partir
del propio neuroepitelio en el BO embrionario (Vicario-Abejon et al., 2003) y de la
propia zona subependimal en el BO adulto (Gritti et al., 2002; esta tesis), en esta
tesis nos planteamos conocer algo mas. Conocer tanto la capacidad de éstas células
para generar fenotipos maduros, concretamente dopaminérgicos y gabaérgicos, con
capacidad de migrar y alcanzar su correspondiente capa, de forma que puedan
integrarse con las células del huésped. En un futuro, tal vez puedan ser empleadas
como terapia en modelos de enfermedades neurodegenerativas mediante el

transplante ant6logo, obteniéndolas con una bulbectomia y disgregacion de los BO.

. Generacion y diferenciacion de neuronas dopaminérgicas y

gabaérgicas a partir de células madre y progenitoras

Uno de los principales objetivos que se persiguen en muchos
laboratorios es la obtencion de neuronas gabaérgicas y dopaminérgicas a partir de
células madre, progenitores y otros tipos celulares, con el fin de transplantarlos en
modelos animales de enfermedades neurodegenerativas, como Parkinson o
Huntington, y finalmente en pacientes (Dunnett y Rosser, 2004; Lindvall et al.,
2004; Goldman, 2005; Lee y Kim, 2006).

No se ha llegado a realizar ningin transplante en modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas, aunque se estan llevando a cabo en colaboracion
con el laboratorio de la Dra. Rosario Moratalla (Instituto Cajal, CSIC; Madrid). Sin
embargo, el estudio de los factores intra y extracelulares, y de los mecanismos
implicados en la diferenciacion de las CMBO a neuronas dopaminérgicas o

gabaérgicas, nos parece un primer paso basico para conseguir el éxito en el



transplante, para lo cual también se estudio la diferenciacion in vivo, de la cual

hasta ahora se tiene poca evidencia.

3.1. Neuronas dopamineérgicas

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo, con la consecuente disminuciéon de los niveles de
dopamina en el estriado, y por lo tanto, con una descoordinaciéon de las funciones
motoras que controlan esta regién cerebral: bloqueo de movimiento, temblor,
rigidez, bradiquinesia. Actualmente existe un tratamiento inicial eficaz, que atentia
los sintomas, la L-DOPA (L-dihidroxifenilalanina), pero a largo plazo su eficacia va
disminuyendo y produce complicaciones motoras, especialmente disquinesias
(Dziewczapolski et al., 2003; Takagi et al.,, 2005). Por ello, se requieren
tratamientos adicionales. Algunos de ellos se basan en la estimulacion profunda del
nucleo subtaldmico, otros en el transplante de distintos tipos celulares de origen
embrionario o adulto. Sin embargo, ain no se ha encontrado la estrategia
completamente satisfactoria debido a problemas de tipo bioldgico, técnico y ético
(Dziewczapolski et al., 2003; Takagi et al., 2005)

En este apartado analizamos distintos tipos celulares que se han utilizado y
se siguen utilizando en los transplantes de Parkinson, con el fin de revisar los
factores claves implicados en la diferenciacion dopaminérgica, que puedan ser
extrapolados y aplicados a la induccion dopaminérgica de CMBO embrionario y

adulto, objeto de esta tesis.

3.1.1. Precursores del mesencéfalo ventral embrionario

Se utiliza este tipo celular porque ademds de ser una importante fuente de
dopamina, son las células que proyectan al estriado y las que se deterioran en la
enfermedad de Parkinson. Existen varias formas de utilizar estas células:

A) Transplantando directamente las células obtenidas del mesencéfalo
ventral en el estriado del animal o paciente parkinsoniano. El principal
inconveniente de este tipo de transplante son las disquinesias producidas, debido a
la produccion incontrolada de dopamina, liberada por las células transplantadas
(Piccini et al., 2005), sin olvidar los inconvenientes de caracter ético, al ser tejido

fetal y necesitarse una enorme cantidad de material para cada transplante.



B) Expandiéndolas previamente in Vitro, antes de transplantarlas. El grupo
de Ron McKay (Studer et al., 1998) aislo precursores celulares directamente del
mesencéfalo ventral de ratas embrionarias de E12, los expandio in vitro con FGF2 e
indujo su diferenciacion dopaminérgica, retirando el FGF2 y suplementando el
medio con un 10% de suero fetal bovino. Tras su transplante en ratas
hemiparkinsonianas, fue posible observar la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas intraestriatales y la recuperacion funcional de los animales
transplantados, 80 dias postransplante. En este ensayo la principal ventaja es la
posibilidad de controlar la diferenciacion de los precursores mesencéfalicos

embrionarios.

3.1.2. Células madre y progenitores neurales adultos

Estos progenitores en el embrion se encuentran en practicamente todo el
SNC, mientras que como se ha mencionado, en el cerebro adulto, su localizacion se
va restringiendo a determinados lugares. Este tipo de células, las de adulto
principalmente, tanto in Vvitro como transplantadas en areas neurogénicas del SNC,
poseen la potencialidad para dar lugar a los distintos linajes neurales. Pero
transplantadas en 4reas no neurogénicas, se diferencian principalmente a glia
(Dziewczapolski et al., 2003). (Richardson et al., 2005) transplantaron progenitores
neuronales de la ZSE del cerebro adulto en el estriado de animales parkinsonianos,
observando una recuperacion funcional tras dos semanas, pero no diferenciacion
dopaminérgica en el transplante.

En esta tesis hemos transplantado CMBO adulto en BO de animales
neonatales, una zona de neurogénesis muy activa a la edad de P5-P7, con el fin de
estudiar la capacidad de estas células para sobrevivir, diferenciarse a fenotipos
dopaminérgicos y gabaérgicos, migrar a las distintas capas del BO e integrarse en el
circuito del huésped. De forma, que estos resultados puedan ser proyectados,
posteriormente, hacia otros tejidos como el estriado, y estas células puedan ser

empleadas como terapia en enfermedades neurodegenerativas.

3.1.3. Células no neurales

Se han usado varios tipos celulares caracterizados por ser importante fuente

catecolaminérgica, especialmente la dopamina. Entre ellos encontramos las células



cromafines de la médula adrenal capaces de ser diferenciadas a células tipo
neuronal en cultivo mediante NGF o campos magnéticos de baja frecuencia (Feria-
Velasco et al., 1998), o las células cromafines extra-adrenales del 6rgano de
Zuckerkandl (Espejo et al., 2001) o las células del cuerpo carotideo (Toledo-Aral et
al., 2002; Toledo-Aral et al., 2003). En todos los casos se transplantaron, tanto en
modelos animales de la enfermedad de Parkinson, como en pacientes con
Parkinson. En general, la mayor ventaja de estos tipos celulares es su capacidad de
liberar factores neurotrdéficos que favorecen la supervivencia de las propias células
transplantadas y de las neuronas supervivientes, GDNF o NGF (Date et al., 1998;
Espejo et al., 2001; Villadiego et al., 2005). Sin embargo, los resultados obtenidos
con las células cromafines han sido muy cuestionadas por los efectos producidos
tras el transplante. Drucker-Colin y Verdugo-Diaz, en una revision (2004), aseguran
que a pesar de los avances en las técnicas moleculares y los 20 afos de experiencia,
la terapia de transplante para la enfermedad de Parkinson todavia posee similares

resultados e inconvenientes que en los primeros experimentos.

3.1.4. Células ES

En distintos laboratorios se han empleado y siguen empledndose diferentes
estrategias para producir eficientemente neuronas dopaminérgicas en cultivo, a
partir de células ES. Entre ellos factores como el FGF8, que ya se menciono
anteriormente como factor ventralizante, implicado en morfogénesis del
mesencéfalo (Ye et al., 1998) y BO (Garel et al., 2003). O el SHH que es otro factor
ventralizante durante el desarrollo, que promueve la induccion dopaminérgica en el
mesencéfalo (Ye et al., 1998) y que ademas es requerido para la proliferacion y
mantenimiento de los progenitores neurales en el animal postnatal (Machold et al.,
2003). (Barberi et al., 2003) inducen la diferenciacion dopaminérgica de las células
ES con SHH, FGF8, 4cido ascorbico, BDNF y FGF2. Takagi et al., (2005)
crecieron células ES de mono sobre una monocapa de células estromaticas de raton
(PA6) con factores mitogenos FGF2, EGF y LIF (Factor inhibidor de la leucemia).
Tras la retirada de mitégenos y la siembra de las células sobre un sustrato
adherente, con FGF2 y FGF20 consiguieron incrementar el porcentaje de neuronas
dopaminérgicas 5 veces (hasta un 24%). (Sanchez-Pernaute et al., 2005) usaron

también las células estromaticas como soporte de expansion de células ES de



monos obtenidas por partenogénesis, junto con factores ventralizantes como FGF8
y SHH para la induccion neural, y acido ascorbico, BDNF, GDNF (Factor
neurotréfico de la glia), entre otros, para promover la diferenciacion dopaminérgica.
El acido ascorbico es antioxidante y protege a las neuronas dopaminérgicas, muy
sensibles al estrés oxidativo (Barberi et al., 2003). En el laboratorio de WI. Freed
(Zeng et al., 2004) obtuvieron un 87% de neuronas dopaminérgicas a partir de
células ES humanas, tras tres semanas en cultivo sobre las células estromaticas
PAG6. Estas células ademds expresaban marcadores del transportador de dopamina,
de la enzima &4cido aromatico descarboxilasa y de factores de transcripcion
asociados a diferenciacion neuronal y dopaminérgica, como Sox1, Nurrl, Ptx3 o
Lmx1b.

Aparte de los factores extracelulares, y como forma, quizd mas fécil, de
inducir estos fenotipos dopaminérgicos, existen otras estrategias basadas en la
sobrexpresion de determinados genes, inductores de fenotipos dopaminérgicos. Los
principales candidatos son Nurrl, Pitx3, Lmxlb, Engrailed-1 y Engrailed-2, e
incluso su combinacion. Todos ellos son factores de transcripcion necesarios para la
completa maduracion y supervivencia de la poblacion de neuronas dopaminérgicas
del mesencéfalo, pero ninguno de ellos por si solo es suficiente para inducir
fenotipos dopaminérgicos maduros in vitro (Kim et al., 2003; Arenas, 2005;
Martinat et al., 2006).

Con todos estos resultados, es posible observar que la induccion y
diferenciacion de las células ES en cultivo hacia fenotipos dopaminérgicos esta
bastante estudiada, y se han conseguido muy buenos resultados. Sin embargo, el
mayor inconveniente aparece cuando las células se transplantan en animales
parkinsonianos, en los que la supervivencia dopaminérgica se reduce
significativamente.

Por lo tanto, es necesario buscar estrategias tanto para inducir fenotipos
dopaminérgicos propios de la sustancia negra (Nurrl”, Pitx3", Lmx1b"), como para
mantener la supervivencia de las neuronas transplantadas y su integracién en el
huésped. Asi, FGF20 es una proteina secretada por la pars compacta de la sustancia
nigra que favorece la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas. El BDNF es
una neurotrofina implicada en la diferenciaciéon y maduracion dopaminérgica
(Vitalis et al., 2005). El GDNF, secretado por la glia parece favorecer la

supervivencia de las neuronas dopaminérgicas de las sustancia nigra y tener un



efecto neuroprotector sobre las neuronas supervivientes en la enfermedad de
Parkinson. Experimentos de infusion de GDNF en el estriado de monos (Oiwa et
al., 2006) o de sobreexpresion de GDNF, mediante vectores lentivirales y su
transplante en la sustancia negra de ratas parkinsonianas (Ericson et al., 2005)
produjeron recuperacion funcional, probablemente por neuroproteccion de las
neuronas dopaminérgicas. Por otra parte, moléculas antiapototicas, como el Bel-X
favorecen la diferenciacion de las CMN humanas a neuronas dopaminérgicas y su

supervivencia tras el transplante en animales parkinsonianos (Liste et al., 2004).

3.1.5. Modificacion genética de precursores neurales
En general, la modificacién genética de los precusores estad relacionada
con los distintos factores neurotroficos que promueven la supervivencia de las
neuronas dopaminérgicas tras el transplante, como FGFb (Takayama et al., 1995) o
GDNF (Bakshi et al., 2006), de forma que se trata de crear lineas celulares capaces
de liberar estos factores y ser transplantadas junto con las células dopaminérgicas.
Por lo general, los transplantes celulares producen una recuperacion
funcional temporal de algunos pacientes, de la misma forma que la L-DOPA, y con
el paso del tiempo, dan lugar a disquinesias (Bjorklund, 2005). Probablemente, es
debido a que no se produce una integracion completa de las células dopaminérgicas
en el circuito del huésped, sino que las células transplantadas forman conexiones
unicamente con las propias células del transplante, pero no con las células del
estriado del huésped, actuando asi como bombas liberadoras de dopamina. Por lo
tanto, ain es momento de busqueda del tipo celular mas adecuado y del conjunto de
factores necesarios para llegar a una total integracion de las neuronas
dopaminérgicas en el tejido del huésped, asi como una recuperacion funcional

permanente de los animales parkinsonianos, antes de su empleo en terapia humana.

3.2. Neuronas gabaérgicas

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa
hederitaria causada por la expansion excesiva del triplete CAG dentro del gen de la
huntingtina, lo que provoca la muerte selectiva de las neuronas gabaérgicas de
proyeccion del estriado, lo que da lugar a una patofisiologia caracterizada por la

progresiva pérdida del control de los movimientos voluntarios e involuntarios.



(McMurray, 2001). Actualmente no existe ningun tratamiento efectivo para esta
enfermedad, por lo que se estd investigando en la terapia celular, basada en la
produccion de neuronas gabaérgicas en cultivo y su transplante intraestriatal, con el
objeto de recuperar la funcionalidad del circuito dafiado.

No se sabe demasiado sobre los mecanismos que controlan la generacion y
diferenciacion de las neuronas gabaérgicas. Estudios in vitro sugieren que la
actividad neuronal (Ciccolini et al., 2003) y las neurotrofinas (Barberi et al., 2003)
pueden jugar un papel importante en la adquisicion y maduracion del fenotipo
gabaérgico. (Bosch et al., 2004) consiguieron diferenciar una linea celular de origen
estriatal a neuronas gabaérgicas, que transplantaron en animales lesionados con
acido quinolénico y observaron recuperacion funcional de los animales. Para la
diferenciacion gabaérgica, los autores utilizaron acido retinoico en un medio
suplementado con B27 y suero para una primera diferenciacion neuronal, y KCl
posteriormente, para la diferenciacion a neuronas gabaérgicas, pues parece tener un
importante papel la actividad sindptica en la diferenciacién neuronal.

Algunos grupos, como el de Peschansky, han realizado transplantes de
células neurales fetales en pacientes con Huntington, observando una mejora y
estabilidad de los sintomas durante unos afos, pero no una cura permanente de la
enfermedad (Bachoud-Levi et al., 2006).

Usando como base los resultados de los distintos grupos, en esta tesis se
trata de extrapolar factores diferenciadores de las neuronas gabaérgicas, a las
CMBO embrionarias y adultas, objetivo principal de nuestro estudio, para conseguir

el mayor porcentaje de generacion de neuronas gabaérgicas.

. Supervivencia y diferenciacion de células madre vy

neuronas transplantadas en cerebro

Existe controversia entre la supervivencia y la integracion en el circuito del
huésped y la diferenciacion celular. Por lo general, el transplante de CMN
indiferenciadas en el huésped adulto provoca poca integracion de las células y un
escaso control del destino de las neuronas generadas, puesto que la mayor parte de
las células generadas son astrocitos. Por ello, parece necesario el control del
proceso de diferenciacion en cultivo, antes de realizar la terapia de reemplazo

celular. Sin embargo, con el transplante de neuronas diferenciadas, no se llega a



conseguir una buena integracion en el circuito original. Bjorklund y Lindvall en su
revision del 2000, defienden que unicamente existe supervivencia y crecimiento de
las neuronas tras ser transplantadas cuando éstas se encontraban en estadio
inmaduro antes del transplante, es decir, comprometidos hacia un fenotipo pero sin
desarrollar extensiones ni conexiones axonicas (Bjorklund y Lindvall, 2000). De la
misma forma, hablan de que el éxito del transplante disminuye con la edad del
receptor y de que la capacidad de integrarse aumenta cuando el circuito del receptor
estd dafiado. Por lo general, en cualquier tipo de transplante se trata de buscar la
supervivencia de las células, la estabilidad de los fenotipos inducidos in vitro y la
capacidad de integracion sinaptica (Sanchez-Pernaute et al., 2005).

Hoy en dia, por lo que se conoce sobre transplantes, parece que una
estrategia adecuada para conseguir la supervivencia de las células transplantadas es
la adiccion de factores neurotroficos, y otra, la modificacion génica de las células,
mediante sobreexpresion de moléculas implicadas en la supervivencia (Liste et al.,
2004). Sin embargo, no es efectivo el tratamiento con factores neurotroficos, si se
realiza unicamente en el momento del transplante junto con las células, puesto que
dichos factores quedan diluidos y su accion se pierde en el tiempo. Por ello, uno de
los abordajes es la realizacion de un cotransplante entre las células de interés y las
células modificadas genéticamente, con capacidad para liberar factores
neurotréficos, que actuen de forma continuada como bombas de dichos factores y
no unicamente en el momento del transplante. Asi, Johansson et al (2005)
realizaron cotransplantes de glia envolvente y células del mesencéfalo ventral en
ratas hemiparkinsonianas, observando una mayor supervivencia de las células TH".
De la misma forma, para conseguir una mayor integracion celular en el circuito del
huésped es importante la naturaleza de las células transplantadas, es decir, que
expresen marcadores moleculares caracteristicos de las células dafiadas, como el
canal de potasio Girk2 o el transportador vesicular de monoaminas (VMAT-2), en
el caso de las neuronas dopaminérgicas (Méndez et al., 2005; Sanchez-Pernaute et
al., 2005). Se trata de que la situacion obtenida tras el transplante sea lo mas
parecida a la que existia previamente al dafio celular.

En esta tesis vamos a utilizar varios tipos celulares para el transplante, en
distinto grado de diferenciacion, origen y edad, con el fin de obtener la estrategia
mas adecuada de supervivencia, migracion e integracion celular en el huésped.

Concretamente en el estudio que se realiza en esta tesis las células se transplantan



en el BO de neonatos, pero a las vez se estan realizando transplantes en modelos de

enfermedad de Parkinson.



I I. OBJETIVQOS



El objetivo general de esta tesis fue estudiar si el BO de ratén, tanto embrionario
como adulto, posee precursores celulares, enddgenos, de interneuronas gabaérgicas y

dopaminérgicas, capaces de migrar e incorporarase al circuito sinaptico.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Comparacion de las poblaciones de los precursores de interneuronas de BO y EGL
sin expandir, en lo que se refiere a la expresion de factores de transcripcion y a su

migracion y diferenciacion in vivo.

2. Caracterizacion de las CMBO embrionario, en cultivo € in vivo:
2.1. Comparacion de la potencialidad de las CMBO y CMEG embrionario,
para proliferar y diferenciarse a neuronas y glia.
2.2.  Transplante de CMBO embrionario en el BO neonatal para estudiar su

diferenciacion in vivo.

3. Generacién de neuronas gabaérgicas y dopaminérgicas a partir de CMBO

embrionario. Estudio de los efectos de BDNF, SHH, FGF8 e IGF-I.

4. Aislamiento de células BO de ratéon adulto con propiedades de CMN. Estudio de

su diferenciacion en cultivo e in Vivo.



{ [ { - MATERIAL Y
METODOS



1. Diseccidon y disociacion del bulbo olfatorio y las eminencias

ganglionares de ratones embrionarios de E12,5, E13,5 y E14,5.

En la mayoria de los cultivos se emplearon ratones silvestres de la estirpe CD1,
mantenidos y utilizados bajo la normativa del animalario del Centro de Investigaciones
Biologicas y del Instituto Cajal, CSIC.

El material de diseccion fue previamente autoclavado para evitar contaminaciones
de los cultivos.

Las disecciones se realizaron de dos regiones del cerebro embrionario: el bulbo
olfatorio (BO) y las eminencias ganglionares (EG). En estas tltimas, se consideraron en
la mayoria de los experimentos, las tres (lateral, medial y caudal) como una sola
estructura, salvo en determinados casos que fue necesario distinguir entre diseccionar por
un lado la medial (EGM) y por otro la lateral (EGL). La diseccién de cada una por
separado es facil, debido a su separacion fisica, siendo la EGM la mas cercana a la linea
media y la EGL la que toma una posicion mas lateral con respecto a la misma.

Las edades embrionarias que se estudiaron fueron de 12,5 a 14,5 dias de gestacion
(E12,5, E13,5 y E14,5) para el BO, y de 13,5 y 14,5 dias (E13,5 y E14,5) para la EG,
considerando como dia embrionario E0,5, el dia que se encuentra el tapon vaginal en la
madre.

Las hembras prefadas fueron sacrificadas por dislocacion cervical y los embriones
se obtuvieron por cesarea.

La diseccion de los cerebros se realizd6 en solucion estéril HBSS o Hank's
(GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Escocia) suplementado con los siguientes

componentes:

Concentracidn final

HEPES (Sigma, St Louis, MO) 3,9 g/l
Bicarbonato sdédico (Sigma) 0,5 g/l
D-Glucosa (Sigma) 0,9 g/1
Penicilina-Estreptomicina (GibcoBRL) 0,5% (v/v)

El pH de la solucion se ajusto a 7,10.
Los embriones se sacaron de su correspondiente saco vitelino depositandose sobre

una placa de cultivo con solucion Hank’s, donde se comprob6 su edad embrionaria, bajo



la lupa, atendiendo a la mayor o menor separacion de sus digitos de las patas anteriores y
posteriores, haciendo uso de un atlas de desarrollo (Theiler, 1989). Se procuré mantener
las soluciones de diseccion siempre frescas, sobre hielo, para disminuir el metabolismo

del tejido y por tanto, aumentar la viabilidad de las células.

BO

Fig.8. Diseccién del BO y la EG de E13,5. A) El BO se distingue ya bien en la parte mas rostral del
telencéfalo a la edad de E13,5. Su diseccion consiste en cortar por la zona de union con el telencéfalo
(linea roja) para cultivos de todo el BO o por la mitad del BO (linea amarilla), para cultivos del 50% del
BO, evitando la contaminacion con la parte mas rostral de la EGL. B) Las EGs también se distinguen bien,
una vez disecado el telencéfalo por la linea media y expuestos los ventriculos laterales. En el suelo rostral
de éstos, encontramos dos elevaciones, la EGM, mas cercana a la linea media, la EGL, mas cercana a la
zona lateral. Para algunos cultivos se realizo la diseccion de la EGM y la EGL por separado. Escala (en B)

40 pum.

Posteriormente, se decapitaron y las cabezas se transfirieron a una nueva placa con
solucion Hank's fresca. Ya bajo la lupa, en cada cabeza se retird la piel y el craneo,
dejando visibles los hemisferios cerebrales y los bulbos olfativos.

Para realizar la diseccion del BO, con la ayuda de unas pinzas finas se cortaron los
bulbos por la zona de unidn con el resto del cerebro (Fig. 8A), se limpiaron de meninges
y otros restos tisulares, y se colocaron en otra placa limpia con una solucion de Hank's
suplementada con 0,02% de EDTA (Sigma) para favorecer la posterior disgregacion del
tejido.

Respecto a la edad embrionaria E12,5, los BO no estaban apenas desarrollados, eran

simplemente un primordio, donde parte de las EG (especialmente la lateral) se mete en el



propio BO. Por ello, su diseccion ha de ser muy cuidadosa para obtener unicamente el
BO y no contaminar los cultivos de BO con EG.

Con los embriones de E13,5 se realizaron cultivos tanto de todo el BO como de la
mitad rostral de éste (50%), para asegurar la inexistencia de contaminacion de estos
cultivos con células de las EG, ya que la EGL se extiende hasta la parte caudal del BO
(Jiménez et al., 2000).

Para la diseccion de las EG, se coloco el telencéfalo apoyando su superficie ventral
sobre la placa, se realizd un corte por la linea media con las pinzas, separando los dos
hemisferios y exponiendo el interior de los ventriculos. En el suelo rostral de los
ventriculos laterales, se aprecian tres pequefias elevaciones con la superficie punteada,
que corresponden a los primordios estriatales o EG (lateral, medial y caudal), (Fig.8B).
Estas se cortan por su unién a la corteza y se depositan en una placa de cultivo con
Hank’s+tEDTA fresco, de la misma forma que los BO, para favorecer su posterior
disgregacion.

Una vez recolectados los BO y las EG, cada tejido en su correspondiente placa, se
incubaron durante 15 minutos a 37°C y 5% de CO; con Hank's+EDTA. Se recolect6 cada
tejido en un tubo de 15ml, para lavar el EDTA con Hank’s unicamente, y una vez
centrifugado (1000 r.p.m. 5 minutos), se resuspendido el tejido en medio fresco
(DMEMF12/N2, ver composicion en apartado 3). Se procedid a su disgregacion
mecanica con la pipeta, primeramente con la P-1000 y después con la P-200, hasta
obtener practicamente células aisladas.

Tras la disociacion de las células, se determiné su viabilidad mediante el método de
exclusion de azul tripano (Sigma) en la camara hematocitométrica de Neubauer.
Posteriormente se resuspendieron las células en medio DMEMF12/N2 y se sembraron en
placas de cultivo. La densidad y el medio de cultivo empleado dependio6 del tipo celular

objeto de estudio (ver apartado 3).

2. Diseccion y disociacion de BO adulto

Para estos cultivos se siguid el protocolo de Gritti et al., 2002, levemente
modificado.

Se utilizaron también ratones silvestres de la cepa CD1, adultos, de 2-6 meses de
edad. Estos ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, el cerebro se extrajo del

craneo y los BO fueron separados del resto del cerebro. Una vez obtenidos se



transfirieron a una placa con Hank’s+EDTA, suplementado con una elevada cantidad de
glucosa (33 mM) y manteniendo las soluciones a baja temperatura.

Bajo la lupa, los BO se limpiaron de meninges y restos de vasos y se trocearon
usando las tijeras Castroviejo. Los trocitos de tejido de cada placa fueron transferidos a
un pocillo de una placa de 6 pocillos con Hank's+EDTA (0,2 mg/ml)+papaina (1 mg/ml.
Sigma)+ cisteina (0,2 mg/ml), mezcla que favorece la disgregacion enzimatica del tejido.
Se incubaron durante 45 minutos, a 37°C y 5% de COs,.

Para parar la reaccion se afadio DMEMF12/N2 fresco, diluyendo asi la actividad
enzimatica y, por tanto, su actividad. Se centrifugd (1000 r.p.m. 5 minutos) para retirar el
sobrenadante y poder disgregar el tejido tnicamente sobre DMEMF12/N2 fresco. La
disgregacion mecénica se realizo primero con la P-1000 y la pipeta Pasteur, para intentar
disociar el camulo de tejido, y posteriormente, tras una centrifugacion (1000 r.p.m. 10
minutos) se utilizé la P-200, cuando ya el tejido estuvo mas disgregado, hasta que no se
observaron agregados celulares en la suspension. Se centrifugan (300 r.p.m. 15 minutos)
y se resuspendieron las células en medio fresco para ser contadas y determinar su
viabilidad.

Las células obtenidas, se sembraron a una densidad de 10.000-15.000 células/cm?
junto con los factores de crecimiento EGF y FGF2 a 20 ng/ml, afiadidos diariamente (ver

apartado 3.1).

3. Cultivos celulares

Todos los cultivos celulares se realizaron bajo condiciones estériles en campana de
flujo laminar, manteniéndose en el incubador a 37°C con 5% de CO; y ambiente saturado
de humedad.

El medio de cultivo utilizado més frecuentemente fue DMEMF12/N2, pH 7,10,

cuyos componentes son, entre otros:

Concentracion final

DMEMF12 (1:1). (GibcoBRL). Suplementado con:

Piruvato sédico (Sigma) I mM
Glutamina (GibcoBRL) 2 mM
Bicarbonato sdédico (Sigma) 22 mM



Componentes N2:

Apotransferrina (Sigma) 103,2 mg/1
Putrescina (Sigma) 100 uM
Progesterona (Sigma) 20 nM
Selenito sodico (Sigma) 30 nM
Penicilinia-estreptomicina (GibcoBRL) 0,5% (v/v)
Insulina (Sigma) 10 pg/ml

Ademas de este medio, se emple6 DMEM/N2, que al contrario que el anterior, no
contiene glutamato. Los dos medios, DMEMF12/N2 y DMEM/N2, se suplementaron con

suero fetal bovino (FBS, Sigma) para la realizacion de algunos cultivos.

3.1. Cultivo de células madre de BO y EG embrionarias y adultas

La densidad de cultivo de las células embrionarias fue aproximadamente de 35.000
células/cm® en el cultivo inicial, tras la diseccion. Fue necesaria la presencia de los
factores de crecimiento FGF2 (Factor de Crecimiento de Fibroblastos-2, PeproTech,
London, UK) y EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico. PeproTech, London, UK) a una
concentracion de 20 ng/ml de cada uno de ellos, tanto para los cultivos de células de BO
como para los de CMEG. Respecto a los cultivos de EG, se realizaron también
experimentos en los que solo se empled el EGF. Sin embargo, en los de BO, se
emplearon los dos factores de crecimiento, puesto que ya experimentos anteriores
realizados en el laboratorio (Vicario-Abejon et al., 2003; Yusta-Boyo et al., 2004),
demostraron la necesidad de ambos para su correcto crecimiento, especialmente la
necesidad de FGF2. Estos factores se afiadieron diariamente a cada cultivo.

Para los pases sucesivos, de expansion, se establecio una densidad estdndar de
5.000-6.000 células/cm’ y se utilizaron placas de plastico sin recubrir, en ellas las células
crecieron en flotacion, formando neuroesferas (Fig.9A, B). El pase y la expansion de los
cultivos se realizaron cada 3-5 dias, para evitar que las neuroesferas estuvieran muy
confluentes y adquirieran un color parduzco por la falta de nutrientes en las células del
interior. Para ello, dichas neuroesferas se disociaron mecanicamente, tras una previa
incubacion a 37°C en Hank'stEDTA durante 25 minutos, y tras el calculo de su

viabilidad, se volvieron a sembrar como células aisladas a la densidad estandar.



Fig.9. Cultivos de CMBO y CMEG de E13,5. Tanto las CMBO (A) como las CMEG (B),
forman neuroesferas en flotacion, tras 3-4 dias en medio de cultivo DMEMF12/N2 y factores de
creciemiento FGF2 y EGF. A simple vista no se observan diferencias entre ambos cultivos. Escala

(en B) 80 pm.

Los cultivos celulares, tras el pase 2-3, ya son considerados como cultivos de
cé¢lulas madre neurales (CMN), puesto que con los primeros pases lo se hacen es
seleccionar las células madre eliminando las células diferenciadas (Vicario-Abejon et al.,
2003).

A las células madre de bulbo olfatorio las llamaremos CMBO y a las de eminencia
ganglionar, CMGE, para facilitar la lectura.

Las células de BO adulto también proliferan formando neuroesferas, muy similares
a las embrionarias, la diferencia mas notable es que su velocidad de crecimiento es
menor. Generalmente, el primer pase no se realiza hasta pasados 10 dias, y los pases
posteriores se suelen realizar cada semana, a pesar de utilizar una densidad celular mayor
(8.000-10.000 células/cm?) que en los cultivos de CMBO embrionario para agilizar la

expansion.

3.1.1. Condiciones de proliferacion

Para los estudios de proliferacion se emplearon placas recubiertas con poliornitina a
15pg/ml (Sigma), donde las células se sembraron a una densidad de 5.000-6.000
células/cm®, y eran capaces de pegarse y no modificar significativamente sus
caracteristicas proliferativas, siempre que no se retirasen los mitdégenos. En algunos
casos, se realizaron ensayos sin poliornitina, para asegurarnos de que ésta no influia

negativamente en la proliferacion.



Para las determinaciones del nimero de células proliferativas, se utiliz6 como
marcador la 5’-bromo-2-desoxiuridina o BrdU (Boehringer, Mannheim, Alemania)
afiadido al medio a una concentracion de 5 uM durante 20-22 horas antes de la fijacion.
La BrdU es un anélogo de la timidina que se incorpora a al DNA durante su sintesis.

Ademas de crecer los cultivos en las condiciones habituales, es decir, con FGF2 y
EGF, se estudi6é de manera adicional, un posible efecto del FGF8 (Factor de Crecimiento
de Fibroblastos-8, PeproTech, London, UK), sobre la proliferacion de las CMBO. El
FGFS8 se afiadié cada dos dias a una concentraciéon de 50 ng/ml. Se llevaron en paralelo
como control, los cultivos tratados unicamente con EGF y FGF2.

Se realizaron también ensayos de dosis-respuesta de distintas concentraciones de
FGFS, sobre la proliferacion celular, durante 4 dias en cultivo. Se afiadié BrdU (5 uM)
22h antes de su fijacion:

- Control (sin FGFS)

- FGF8 (10 ng/ml)

- FGF8 (50 ng/ml)

3.1.2. Condiciones de diferenciacion

Las condiciones de cultivo para los experimentos de diferenciacion fueron, tanto
para las CMBO embrionarias como adultas: retirada de factores mitogénicos,
recubrimiento de placas con poliornitina a 15 pg/ml y fibronectina a 1 pg/ml
(GibcoBRL), aumento de la densidad celular a 75.000-100.000 células/cm’ y, en algunas
ocasiones, adicion de determinados factores o suero. Todo ello sobre DMEMF12/N2 o
DMEM/N2.

Los factores estudiados fueron BDNF (Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro.
PeproTech, London, UK), NT3 (Neurotrofina 3. R&D Systems, Mineapolis, MN,
EE.UU), FGF8, SHH (Sonic Hegdehog. R&D Systems), FGF2, acido retinoico (Sigma) y
cloruro potasico (Sigma). La razén de su utilizacion fue la busqueda de condiciones que
promoviesen la maduracién neuronal y la diferenciacion de las CMBO hacia neuronas
dopaminérgicas y gabaérgicas.

Se emplearon varios protocolos de diferenciacion de cultivos de CMN
embrionarias: a corto plazo (3-5 dias), medio plazo (6-11 dias) y largo plazo (12-20 dias).
En el primer protocolo no fue necesario suplementar el medio con suero, puesto que las

CMN pueden sobrevivir perfectamente durante 3-5 dias. Sin embargo, en los otros dos



protocolos, el medio fue suplementado con un 5% de FBS. El FBS ayuda al crecimiento
y maduracion neuronal, ya que favorece la creacion de una monocapa de astrocitos sobre
la que crecen con mayor facilidad las neuronas. En algunos experimentos, se cultivaron
las CMN con un menor porcentaje de FBS (0,5-2%) para disminuir tanto el numero de
astrocitos como el propio suero.

En los cultivos a largo plazo, a los 6 dias de iniciarse la diferenciacion se cambid un
tercio del medio por medio fresco DMEMN2. Como se ha dicho anteriormente, se trata
de un medio ligeramente distinto al DMEMF12/N2, pues carece de F12 y por lo tanto de
glutamato, ya que este aminoacido, en exceso, puede resultar toxico para las neuronas
mas maduras. Al cambiar el medio se tuvo en cuenta el porcentaje inicial de suero, para
afiadirlo con el nuevo medio.

En los cultivos de CMN de E13,5 se realizaron gran variedad de ensayos de
diferenciacion a medio y largo plazo, puesto que se buscaba la obtencion de fenotipos
neuronales maduros, especialmente de neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas. Para ello
se siguieron una serie de protocolos:

A corto plazo:
1) CMBO en DMEMF12/N2 sin FBS, mantenidas durante 5 dias con los distintos

factores, afiadidos en dias alternos:
- Control
- SHH (se probaron dos concentraciones distintas: 100 ng/ml y 200 ng/ml)
- FGFS8 (se probaron dos concentraciones distintas: 50 ng/ml y 100 ng/ml)
- SHH+FGF8 (100 ng/ml y 50 ng/ml, respectivamente)
- SHH+BDNF (100 ng/ml y 20 ng/ml, respectivamente)
- FGF8+BDNF (50 ng/ml y 20 ng/ml, respectivamente)
- SHH+FGF8+BDNF (100 ng/ml, 50 ng/ml y 20 ng/ml, respectivamente).

2) CMBO en DMEMF12/N2 durante 4 dias en un protocolo de dosis-respuesta al FGF8
(0-100 ng/ml), en condiciones de diferenciacion, a una densidad de 100.000

’ 2
células/cm”.

A medio plazo:
4) CMBO en DMEMF12/N2+2% FBS durante 7 dias, en las mismas condiciones que en

el protocolo 1.



5) Protocolo descrito por Bosch et al. (2004), ligeramente modificado por nosotros, con
el objeto de aumentar la diferenciacion a células gabaérgicas a partir de CMBO. Se

probaron las siguientes condiciones:

En DMEMF12/N2+1%FBS = DMEMF12/N2+0,5%FBS-> Factores*
(2d) +AR 1M (5d) (4d)

*Factores, afiadidos cada 2 dias:
- Control (DMSO)
- FGF8 (50 ng/ml)
- BDNF (20 ng/ml)
- SHH (100 ng/ml)
- KCI (40 mM)
- NT3 (20 ng/ml)
- Acido retinoico (AR) + KC1 (1 y 5 uM + 40 mM)
- AR+BDNF (1 y 5 uM + 20 ng/ml)

6) Protocolo para llevar a cabo un ensayo de diferenciacion de las CMBO en funcion de

la dosis de AR y el tiempo de tratamiento:

6.1) En DMEMF12/N2+1%FBS, durante 6 dias

6.2) En DMEMF12/N2+1%FBS - DMEMF12/N2+0,5%FBS+ AR
(2d) (2d)

6.3) En DMEMF12/N2+1%FBS - DMEMF12/N2+0,5%FBS+AR
(2d) (4d: 1 6 2 pulsos de AR)

Las distintas dosis de Acido retinoico y su correspondiente control de DMSO:

0,01 uM 0,001%
0,1 uM 0,01%
0,5 uM 0,05%

7) CMBO en DMEMF12/N2+1%FBS (2d) = Factores (7d, cada dos dias)

- Control (sin factores)

- BDNF+NT3 (20 ng/ml para ambos)



- FGF2 (20 ng/ml)
- FGF8 (50 ng/ml)
- NT3 (20 ng/ml)

8) De la misma forma que el protocolo 6, salvo que tras los 2 dias con 1%FBS, se

cambio el medio a DMEMF12/N2 sin FBS.

A largo plazo:
9) CMBO y CMEG, en DMEMF12/N2+5%FBS durante 15-20 dias, anadiendo las

neurotrofinas correspondientes en cada pocillo y en dias alternos:
- Control (sin neurotrofinas)
- BDNF (20 ng/ml)
- NT3 (20 ng/ml)
- BDNF+FGFS8 (20 y 50 ng/ml, respectivamente)

Este es el protocolo mas habitual.

10) Protocolo descrito por Barberi et al (2003) y modificado por nosotros, para la
obtencion de neuronas dopaminérgicas a partir de CMBO. El suero, salvo que se diga
lo contrario se mantuvo durante toda la diferenciacion. Las concentraciones de FGFS,
FGF2 y BDNF fueron 50, 20 y 20 ng/ml, respectivamente, en todos los experimentos.

Se probaron las siguientes condiciones:

10.1) Diferenciacion de las células en DMEMF12/N2+5% FBS (2-3 dias)—>
(seguido de) FGF8 (5d)=> BDNF 6 BDNF+FGF8 (7d)

10.2) Similar al protocolo 9.1, con la excepcion de que en el momento en que

se afiade el FGF&, se retira el FBS.

10.3) En DMEMF12/N2+2%FBS+FGFS, afiadido cada 2 dias, durante 15.

10.4) En DMEMF12/N2+FGF8 durante 15 dias.

10.5) En DMEMF12/N2+2% FBS (2-3dias)> FGF8 (5d) > FGF8+
FGF2+DMEM/N2 (4d) > BDNF+DMEM/N2 (3d)



11) CMBO en DMEMF12/N2+5%FBS, durante 15 dias o solamente 6 dias con 5% de
FBS y 9 dias sin FBS. Se afiadieron los siguientes factores cada 2 dias, en sus
correspondientes pocillos. Siendo 50 y 20 ng/ml, las concentraciones respectivas de
FGF8 y BDNF:

- BDNF
- FGF8+BDNF
- FGF8

Respecto a los cultivos de CMBO adulto, se realizaron diferenciaciones a corto y
medio plazo. El tiempo de cultivo sélo se pudo extender hasta 11 dias, por problemas de
supervivencia celular. Concentraciones muy altas de FBS dieron lugar a un excesivo
porcentaje de astrocitos, sin permitir el crecimiento neuronal.

Se llevaron a cabo distintos protocolos de diferenciacion:

1) CMBO adulto en DMEMF12/N2+2%FBS 6 5%FBS 6 sin FBS, durante 10 dias

2) CMBO adulto en DMEMF12/N2 sin FBS+ Factores durante un total de 11 dias.
- FGF8+BDNF+SHH (FGFS, solo durante los 4 primeros dias)
- BDNF+SHH

3) CMBO adulto en DMEMF12/N2, con altas concentraciones de insulina (25
pg/ml) y bajas de NaHCO; (10 mM), durante 10 dias:
- Control

- BDNF

3.1.3. Analisis clonal de CMBO embrionario y adulto.

El objetivo de este analisis fue distinto segun se estudiase CMBO adulto o
embrionario. Respecto a las CMBO adulto, quisimos demostrar su capacidad de
autorrenovacion y multipotencialidad. En las CMBO embrionario, sin embargo, estas dos
caracteristicas ya fueron demostradas anteriormente en el laboratorio, por lo que en esta

tesis se pretendid probar, fundamentalmente, su capacidad para generar interneuronas,



mas concretamente, interneuronas gabaérgicas, a partir de clones generados por una unica
célula.

Esta técnica de andlisis clonal consiste en sembrar una unica célula por pocillo de
placas de 96 pocillos y obtener un clon. Es una técnica que presenta ciertas dificultades,
fundamentalmente porque la supervivencia de una tnica célula es muy baja.

El medio de cultivo, donde inicialmente se cultivaron las células unicas y se
formaron las neuroesferas clonales estaba compuesto de DMEMF12/N2 : medio
condicionado (1:1), con el fin de aumentar la supervivencia. EI DMEMF12/N2 fue
ligeramente modificado con respecto a las condiciones estandar. Tenia una mayor
concentracion de insulina (25 pg/ml) para enriquecerlo y promover la supervivencia, y
una menor concentracion de HNaCOs (10 mM) para disminuir la osmolaridad y evitar
que las células se arrugaran y muriesen. El medio condicionado fue obtenido a partir del
sobrenadante de CMBO de E13,5, que fue filtrado, ajustado el pH a 7,10 y conservado a -
80 °C.

A partir de esferas primarias de BO de E13,5 y BO adulto, de pases 5y 6 y pase 9
respectivamente, se obtuvieron células aisladas tras la disgregacion mecénica habitual. Se
prepard una suspension celular de 2 células/pl en el medio descrito anteriormente 1:1, en
presencia de EGF y FGF2, y se sembraron 200 pl en cada pocillo en una placa de 96. Al
dia siguiente se identificaron y marcaron, con ayuda del objetivo de 10x de un
microscopio invertido de contraste de fases, los pocillos que contenian una unica célula.
Estas células se mantuvieron en presencia de EGF y FGF2 durante 12 dias en ambos
casos. Transcurrido este tiempo, se observo en qué pocillos se habian generado clones a
partir de una célula. Estos clones fueron transferidos a cubres de vidrio recubiertos con
poliornitina, donde se mantuvieron dos dias en presencia de mitdgenos, para continuar la
proliferacion. Después se indujo su diferenciacion mediante la retirada de factores
mitogénicos y la adicion de FBS al 0,2%, todo ello ya tnicamente en medio
DMEMF12/N2. Las células se fijaron 7-10 dias después del comienzo de Ia
diferenciacion, con paraformaldehido al 4%. Respecto a las células de BO adulto, se
realizaron tinciones triples para los tres marcadores neurales, TuJl para neuronas (TuJ1l
es el nombre que recibe el anticuerpo que reconoce la proteina B-II1 tubulina, especifica
de neuronas), GFAP (Proteina acida fibrilar de la glia) para astrocitos y O para
oligodendrocitos. En los cultivos de CMBO de E13,5 se realizaron unicamente tinciones

simples para neuronas gabaérgicas.



3.2. Cultivos de precursores celulares sin expandir.

Este tipo de cultivos se realizo unicamente a partir de las células embrionarias, tanto
de BO como de EG. E incluso, se realizaron también a partir de EGL y EGM por
separado. El objetivo de la realizacion de estos cultivos fue estudiar y comparar las
diferentes neuronas, especialmente interneuronas que se forman a partir de los
precursores de BO y EG a la edad de E13,5. Se cultivaron tanto a largo (15 dias) como a
medio plazo (6-10 dias). Para ello, tras la diseccion y disociacién de cada uno de los
tejidos, las células se sembraron directamente sin expandir, en condiciones de
diferenciacion, con DMEMF12N2 y 5% de FBS, como se explico en el apartado 3.1.2. A
los 5-6 dias, se afiadi6 ARA-C (Citosina-B-D-arabino-furanosida. Sigma, a 5 uM), para
evitar el crecimiento excesivo de células gliales y se cambié un tercio de medio. Para
analizar los fenotipos celulares, caracteristicos de cada tejido, se realizaron
inmunotinciones para detectar la expresion de los factores de transcripcion Gsh2 y DIx2,
caracteristicos de precursores de interneuronas (Toresson and Campbell, 2001; Stenman
et al., 2003), y para detectar asimismo, neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas.

Se realizaron también ensayos fijando las células, tanto de BO como de EG, a las 6,
12 y 24 horas postsiembra, con el objetivo de analizar la evolucion en la expresion de

GAD (Enzima glutamato descarboxilasa, encargada de la formacion de GABA).

4. Analisis del cariotipo de las CMBO adulto

El objetivo de este analisis fue estudiar la estabilidad cromosémica de las células
madre neurales de BO embrionario y adulto tras ser sometidas a un alto nimero de pases.
Segun la literatura (Karpowicz et al., 2004) las células madre tras 10-11 pases pueden
sufrir alteraciones cromosomicas, principalmente traslocaciones.

Para ello recogimos las células de BO adulto disgregadas, tras su pase 14, en 1 ml
de DMEMF12/N2 con sus correspondientes factores por una parte. En el Centro Nacional
de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) de Madrid, gracias a la colaboracion del Dr. Juan
Cruz Cigudosa, se realizd el analisis del cariotipo, siguiendo el protocolo denominado
SKY (Applied Spectral Imaging, Migdal Ha-Emck, Israel). Este consiste basicamente en,
una vez obtenidas las células en metafase, realizar en primer lugar, una digestion con

pepsina para destruir la membrana citoplasmatica. Posteriormente, una desnaturalizacion



de los cromosomas utilizando una solucion de formamida, agua destilada y 2xSSC a 70
°C. A continuacién, se desnaturalizé la sonda de SKY Saint '™ Mixture para poder
aplicarla sobre los cromosomas durante 36-48 horas, a 37 °C y en una cdmara himeda.
Tras una serie de lavados, se contratiiid con DAPI, pudiéndose ver los cromosomas con el
microscopio de epifluorescencia y capturar imagenes mediante la camara digital.

Posteriormente las imagenes se analizaron mediante el programa SKY.

5. Inmunotinciones

En este apartado se describen las inmunotinciones realizadas en sobre células en
cultivo y secciones de tejido cortado en criostato. Las inmunotinciones de secciones del
raton mutante para IGF-I, de secciones obtenidas mediante vibratomo y de rodajas, se

exponen mas adelante en apartados especificos.

5.1. En cultivos celulares

Las células cultivadas fueron fijadas con una solucién de paraformaldehido (PFA)
al 4% en tampon fosfato sodico 0,1M pH 7,4 durante 25 minutos, a temperatura
ambiente. Los cultivos incubados con BrdU, fueron fijados en con PFA al 4% en tamp6n
borato sodico 0,IM pH 9.5, durante 25 minutos. Posteriormente en ambos casos, las
células fueron lavadas con PBS 1x (NaCl 137mM, KCIl 2,7mM, Na,HPO4 8,1 mM y
KH,PO4 1,7 mM) y conservadas a 4°C en azida soédica 0,02% en PBS, para evitar
contaminaciones.

Previamente a la inmunotincion, los cultivos incubados con BrdU, se trataron con
HCI 2N durante 10 minutos para abrir la hebras del DNA donde se incorpor6 el BrdU, y
posteriormente se neutralizaron con tampon borato durante 10 minutos.

Posteriormente, todos los tipos de células fueron incubadas en una solucion de
permeabilizacion y bloqueo durante una hora a temperatura ambiente. Esta solucion
contenia triton X-100 0,1% (Sigma)/suero 10%/PBS. El suero bloqueante utilizado fue,
generalmente, homoespecie del anticuerpo secundario. Para la deteccion de algunos
antigenos de membrana no fue necesario utilizar triton. Tras la hora de incubacidn, se
anadio a las células el anticuerpo primario en una solucion de la misma composicion que
la anterior y se incubaron a 4°C o temperatura ambiente (segln requisiera el anticuerpo

primario utilizado) durante 18-22 horas. Los anticuerpos primarios fueron:



Anticuerpos utilizados en los cultivos en fase de proliferacion

Anti-Nestina (Policlonal de conejo, 1:1000, cedido amablemente por el Dr. R.
McKay, National Institutes of Health, Bethesda, MD)

Anti-BrdU (G3G4, monoclonal de raton, 1:1000, Developmental Studies Hybridoma
Bank, Universidad de Iowa, IL).

Anticuerpos utilizados en los cultivos en fase de diferenciacion

Anti-B-111-tubulina (TuJ1, monoclonal de raton, 1:3000, cedido amablemente por el
Dr. F. de Castro, Instituto de Neurociencia de Castilla y Ledn, Salamanca; o TulJl,
policlonal de conejo 1:2000, Babco, Richmond, CA y Covance, Berkerley,
California).

Anti-MAP2ab (Proteina Asociada a Microtiibulos-2ab, monoclonal de raton, 1:150,
Sigma)

Anti-GFAP (Policlonal de conejo, 1:1000, Dako, Glostrup, Dinamarca; o
monoclonal de raton, 1:300, Sigma).

Anti-O4 (monoclonal de raton, IgM, 1:8, amablemente cedido por la Dra. A.
Rodriguez Pefia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC, Madrid).
Anti-GABA (Acido y-amino butirico, policlonal de conejo, 1:1000, Sigma)

Anti-TH (Tirosina hidroxilasa, policlonal de conejo, 1:100, Chemicon, Temecula,
CA).

Anti-GAD (Acido glutdmico descarboxilasa, monoclonal de raton, 1:75, Hybridoma
Bank, amablemente cedido por D.I. Gottlieb, Universidad de lowa, 1A).

Anti-Gsh2 (policlonal de conejo, 1:2000, amablemente cedido por el Dr. K.
Campbell, Universidad de Cincinnati, OH).

Anti-DIx2 (policlonal de raton, 1:2000, amablemente cedido por el Dr. D. Eisenstat,
Universidad de Manitoba, Canada).

Anti-Tbrl (policlonal de conejo, 1:100, amablemente cedido por el Dr. M. Sheng,
MIT, Cambridge, MA; 1:2000, amablemente cedido por el Dr. R. Hevner,
Universidad de Washington, Seattle, WA).

Anti-Calretinina (policlonal de conejo, 1:1500, Swant, Bellinzona, Suiza).
Anti-Calbindina (monoclonal de ratén, 1:100, Swant, Bellinzona, Suiza).

Anti-Parvoalbimina (monoclonal de ratén, 1:1500, Swant, Bellinzona, Suiza).



- Anti-Sinapsina (policlonal de conejo, 1:750, amablemente cedido por la Dra. M.
Kennedy, Caltech, CA).

- Anti-SV2 (monoclonal de raton, 1:50, Hybridoma Bank, amablemente cedido por
K.M. Buckley, Universidad de Iowa, 1A)

- Anti-Sinaptofisina (policlonal de conejo, 1:4, Zymed, San Francisco, CA)

Transcurrida la incubacion, se retird la solucion con el anticuerpo primario y las
células fueron lavadas tres veces con PBS. Después se incubaron con el anticuerpo
secundario, anti-ratobn o anti-conejo (Molecular Probes, Eugene, OR), diluido en la
misma solucioén que el primario, durante una hora a temperatura ambiente. El anticuerpo
secundario estaba conjugado con una molécula fluorescente como fluoresceina,
rodamina, Texas Red o Alexa Fluor 350, 488 y 594. También se usaron anticuerpos
secundarios biotinilados (1:200), seguidos del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastain ABC Kit, Vector, Burlingame, CA) y revelado con 3-3’diaminobenzidina a
0,5 mg/ml (DAB, Sigma) y H,O, al 0,01%.

Finalmente, los cubreobjetos y portas, donde se encontraban las células, se
montaron con una solucion de 1,4 diazabiciclo (2,2,2) octano (DABCO) (Sigma) al 2%
en glicerol al 70%.

Para realizar los triples marcajes de TulJ-1, GFAP y O, se realizé primero la tincion
para detectar O4, se volvieron a fijar las células 5 minutos con PFA y se tifieron
posteriormente con los otros dos anticuerpos.

Con el fin de evitar tinciones inespecificas, se realizaron controles tanto de los
anticuerpos primarios como de los secundarios. Por un lado, se trataron las células
siguiendo el protocolo de inmunocitoquimica pero sin afiadir el anticuerpo primario, para
comprobar la especificidad del anticuerpo secundario. Ademas se realizaron tinciones sin
afladir ningun anticuerpo, ni primario ni secundario, con el fin de determinar la
autofluorescencia de las células. También mediante tinciones para dos o tres marcadores
especificos de células distintas, se comprobd la especificidad de los anticuerpos

primarios al no observarse colocalizacion de los mismos en una misma célula.

5.2. Secciones de criostato.

Las secciones se obtuvieron de embriones de E12,5-14,5. Se utilizaron dos

protocolos para su procesamiento. 1) Los embriones se extrajeron del ttero de la madre y



sus cabezas se introdujeron directamente en PFA al 4% en tampon fosfato, durante 24
horas, a 4°C y en agitacion. 2) Los embriones se prefundieron transcardialamente para
evitar el exceso de globulos rojos. Para ello en primer lugar, se anestesio a la madre con
una mezcla de ketamina (Ketolar. Pfizer. Madrid, Espafia) y xilacina (Rompun. Bayer.
Kiel, Alemania) en PBS. La dosis usada fue 21 ul de la mezcla/gr de la madre gestante.
La anestesia se le aplicd a la gestante intraperitonealmente, teniendo cuidado con no
administrarsela en el interior del Utero y afectar a los embriones. En 2-5 minutos la ratona
estuvo dormida y fue posible colocarla en posicion ventral sobre la plancha de perfusion.
Se abrié el abdomen por la linea media, primero la piel y luego el musculo, y se
expusieron los embriones sobre una gasa estéril y humedecida con PBS que contenia
glucosa 5 mM. Posteriormente, se fue extrayendo embrion tras embrion del utero,
abriéndole por la linea media tras unos segundos de anestesia bajo hielo y perfundiéndole
transcardialmente. La dificultad de esta técnica radica en la forma de acceder con
precision al corazon del embrion. Para ello, se acopld una jeringa a una palometa, y ésta
a un capilar acabado en punta fina (World Precision Instruments. Sarasota. U.S.A),
estirado con el puller (término inglés del estirador comercial). Tras haber pasado 5-10 ml
de PFA por el animal y asegurarse de que el tejido estaba fijado, las cabezas se
postfijaron, durante 24 horas, a 4°C y en agitacion, para que el PFA llegara al cerebro de
forma correcta. La ventaja de esta técnica es la posibilidad de mantener cada embrion
vivo hasta justo el momento de la perfusion y de eliminar una gran parte de los glébulos
10jos.

A continuacion, las cabezas se mantuvieron en sacarosa 30% en PB (tampon
fosfato), durante 48 horas, a 4°C y en agitacion. Seguidamente, fueron lavadas en tampon
fosfato y colocadas en cajitas de congelacion (Polysciences, Inc. Warrington, PA,
EE.UU). Posteriormente, se embebieron totalmente con Tissue-Tek (Sakura Finetek
Europe B.U. Paises Bajos), se congelaron en nieve carbonica durante 20-30 minutos y se
conservaron a -80°C.

Los bloques de tejido congelado fueron cortados en el criostato (Leica CM 1900,
Wezlar, Alemania) en secciones coronales y sagitales de 14 pum, que se recogieron en
portas cargados positivamente, (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EE.UU) especificos
para ello. Las secciones se guardaron a -80°C.

En el momento de la inmunotincion, las secciones se sacaron de -80°C y se dejaron

al aire durante 50 minutos. Posteriormente, haciendo uso de un rotulador hidrofobico



(Pap pen), se marcd en cada porta una linea que rodeaba las secciones, creando una
camara donde permanecen las soluciones que se quieren aplicar sobre las secciones.

En primer lugar, se aplico la solucion de bloqueo y permeabilizacion, constituidas
por los mismos componentes que en la inmunotincion de células (aparado 5.1), aunque
aumentando el porcentaje de triton X-100 al 0,2%. También se usé ese porcentaje de
triton para la solucion en la que se disolvieron los anticuerpos primarios y secundarios. El
resto de pasos fueron similares a los descritos en el apartado 5.1.

Los anticuerpos primarios usados fueron muchos de ellos similares a los empleados
en celulares:

- Anti-TH

- Anti-GABA

- Anti-Tbrl

- Anti-BrdU

- Anti-Nestina

- Anti-TrkB (policlonal de conejo, 1:50, amablemente cedido por los Drs. S. Feinstein y
M. Radeke, Universidad de California, Santa Béarbara. Vicario-Abejon et al, 1998)

- Anti-Gsh2

- Anti-DIx2

- Anti-Relina

- Anti-GAD

- Anti-Doblecortina (policlonal de cobaya, 1:3000, Sigma)

- Anti-PSA-NCAM (monoclonal de raton IgM, 1:200, AbCys, Paris, Francia)

Y los anticuerpos secundarios, los mismos que los del apartado 5.1.

Por lo general, previamente a las tinciones mencionadas, se realizd en una de las
series de secciones de cada animal una tincion de violeta de cresilo. Es una tincion
histologica general para identificar cuerpos celulares y visualizar el tejido. El objetivo de
ello fue seleccionar las secciones que contuviesen las estructuras que nos interesasen,
como el BO, las EG o la CMR.

Esta tincidon consiste en introducir las secciones en una solucion de violeta de
cresilo al 0,5% (Sigma), previamente filtrada, durante un tiempo variable (5-15
segundos), con posterior lavado en agua destilada durante 10-15 segundos.
Inmediatamente después, se pasdé a la deshidratacion y montaje de las secciones.

Finalmente, cuando el anticuerpo secundario estuvo conjugado con una molécula



fluorescente, las secciones se lavaron con PBS y se montaron con DABCO al 2%. Las
secciones se conservaron a 4°C. Cuando el anticuerpo secundario se revel6 por el método
de la avidita-biotina-peroxidasa, las secciones se lavaron posteriormente y se
deshidrataron en wuna seric de alcoholes (Merck, Darmstadt, Alemania) de
concentraciones crecientes (50%, 70%, 96%, 100%) durante 5 minutos cada uno, y por
ultimo se sumergieron en xileno (Panreac, Barcelona, Espafia), ya hidrofobico, antes de
montarlas con Permount (Fisher Scientific, Springfield, New Jersey, EE.UU). Estas
pueden conservarse a temperatura ambiente.

Las secciones tefiidas se analizaron en el microscopio de luz transmitida y de

fluorescencia (Zeiss Axoplan) y en el microscopio confocal (Leica TCS 4D).

6. Cuantificacion del namero de células fijadas y tefiidas. Analisis

estadistico.

La determinacion del numero de células que expresd un antigeno especifico, se
realiz6 mediante un contaje de 10 campos aleatorios, siguiendo un patron especifico, por
cubre o camara, utilizando un objetivo de 40x bajo filtros de fluorescencia o luz brillante
(Microscopio Zeiss Axioplan). Los resultados se expresaron como el nimero de células
tefiidas para cada antigeno en 10 campos. Ademas, en algunos casos se contaron también
las células totales, tefiidas y no tefiidas, con el fin de calcular los porcentajes de un
determinado tipo celular en el cultivo. Otras veces, se expresé el numero de células que
expresaron un antigeno determinado en funcién del ntimero de células que expresaron
otro antigeno mas general.

Los resultados se representaron como la media + SEM (siglas en inglés para
referirse al error estandar de la media) de los datos de los cultivos y experimentos
indicados. EIl ntimero de muestras analizadas fue, por lo general, 4 o mayor (n). A
determinados datos se les aplicaron tests estadisticos, como la t-student para comparar

resultados y ver su grado de significatividad.

7. Analisis del fenotipo en el BO del raton mutante para Igf-I

7.1. Genotipaje de los ratones mutantes para Igf-1.



El genotipaje de estos ratones mutantes (Liu et al., 1993; Vicario-Abejon et al.,
2003) mantenidos en el animalario del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), se
realiz6 mediante la técnica de PCR.

Para ello se utilizo DNA gendmico obtenido a partir de colas de ratones destetados

a las 3 semanas o de embriones de distintas edades, en funcion del estudio a realizar

7.1.1. Extraccién del DNA genomico.

Digestion de los tejidos

El DNA gendmico se obtuvo de los tejidos seglin la técnica descrita por Miller y
cols. (1998). Las colas de ratones embrionarios o destetados se digirieron en 0,5 ml de
tamoén de lisis (Tris-HCI 40 mM, pH 8, 0, EDTA 20 mM, SDS 0,5% y NaCl 200 mM)
con 0,3 mg de Proteinasa K (Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania).

La disgestion se dejo actuar durante toda la noche a 55°C con agitacion suave.

Precipitacion del DNA

Una vez lisado el tejido, se le afiadieron 0,25 ml de solucion saturada de NaCl 6 M,
se agitaron los tubos vivamente por inversion y se dejaron 10 minutos en hielo.

Posteriormente, se centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 5 minutos en una
microcentrifuga, y se pasaron 0,5 ml del sobrenadante a un nuevo tubo. A este volumen
se le afiadi6 1 ml de etanol al 95% y se agitaron los tubos vivamente, hasta que se aprecio
claramente el precipitado de DNA flotando, como hebras blanquecinas compactas. A
continuacion, el DNA se lavo con etanol al 70% para eliminar las sales.

El DNA se dejo secar, manteniendo el tubo abierto y finalmente se resuspendid en
100-150 pl de tampén TE (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, EDTA 1 mM pH 8). Seguidamente
se incubo a 55°C toda la noche. La concentracion aproximada de DNA que se obtuvo fue

de alrededor de 0,3 pg/pl.

7.1.2. Técnica de PCR

Para la amplificacion del fragmento del gen de Igf-1 y del fragmento de neo se
utilizaron los siguientes cebadores (primers):

Igf-1 antisentido: 5" GACTCGATTTCACCCACTCGATCG 3’

Igf-1 sentido: 5" GTCTAACACCAGCCCATTCTGATT 3’

Neo antisentido: 5" CAAGGTGAGATGACAGGAGATC 3’

Neo sentido: 5" GCTTGGGTGGAGAGGCTATTC 3’



La longitud de la banda esperada con los primers para Igf-l1 fue de 250 pares de

bases, mientras que la esperada para neo fue de 284 pares de bases.

Una vez disefiados los primers, se determiné la concentracion optima del resto de

los componentes de la mezcla de reaccion. El volumen final fue de 50 pl.

Volumen (ul) Concentracion
- Agua estéril 35,5
- Tampon 10x 5 Ix
- MgClL, 25 mM 4 1,5 mM
- dNTP 10 mM 1 0,2 mM
- Primer sentido 10 uM 1 0,2 uM
- Primer antisentido 10 uM 1 0,2 uM
- Tag-Polimerasa 5U/ul 0,5 2,5U
- Muestra de DNA 2 600 ng

En paralelo se realizaron un control negativo y dos controles positivos. El control

negativo de PCR contenia los componentes de la mezcla de reaccion a excepcion del

DNA, cuyo volumen se sustituyd por agua estéril. Los controles positivos fueron

muestras de DNA de ratones previamente genotipados 1gf-I

Igf-1".

+/+
/e

Las condiciones de PCR utilizadas fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial: 94 °C durante 2 minutos.

35 ciclos con:

Desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.
Acoplamiento de primers: 58°C durante 45 segundos.

Elongacion: 72 °C durante 45 segundos.

Elongacion final: 72 °C durante 5 minutos.

Mantenimiento a 4 °C.



Para comprobar por electroforesis las bandas de DNA correspondientes a los
genotipos de cada animal, a 10 pl del producto de la PCR se le afiadieron 1,8 pl de

tampon de carga 6x con la composicion descrita (Sambrook y cols., 1989) como sigue:

Para 25 ml
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v) (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) 0,0625 g
Cianol Xileno 0,25% (p/v) (Bio-Rad) 0,0625 g
Glicerol 30% (v/v) (Sigma) 7,5 ml

Completar con agua destilada hasta 25 ml.

En un gel de agarosa 1,2% (p/v) en tampdn de electroforesis TBE 1x (Tris-borato
89 mM, EDTA 2mM, pH 8) con bromuro de etidio a 1 pg/ml, se cargaron 10 pl del
producto de la PCR con el tampén de carga. Se dejo correr a 100 voltios/cm durante
aproximadamente 30 minutos, en una cubeta de electroforesis (Owl Scientific,
Postsmouth, NH, USA). En un carril lateral se cargd 1 pg de marcador de peso molecular,
del tipo 1 Kb (Invitrogen, Life Technologics, Carlsbad, CA, USA).

Transcurridos los 30 minutos se obtuvo una fotografia, bien con una cdmara
Polaroid o con una cdmara digital acoplada a un programa informatico, sobre el
transiluminador con luz ultravioleta (Fig. 6). La amplificacion con los primers para Igf-I
y neo fue positiva para ambos genes en los ratones heterocigotos. Mientras que en los
ratones homocigotos salvajes y mutantes, solo fueron positivas las amplificaciones con

los cebadores para Igf-1 y neo, respectivamente.

7.2. Inmunotinciones de ratones salvajes y nulos para Igf-I

Los ratones salvajes y mutantes para Igf-1 se prefundieron a distintas edades: E14,5,
E18,5, P7, P21 y P49, siguiendo el protocolo descrito para embriones (apartado 5.2) o
para animales postnatales y adultos. Los animales P7 se anestesiaron previamente en
hielo, mientras que los P21 y P49 se anestesiaron con la mezcla de ketamina y xilacina
descrita en el apartado 5.2. (30 pl/g). Posteriormente se les coloco sobre una plancha de

corcho, se abri6 el abdomen por la linea media y se localizé el corazon en la cavidad



toracica. A través del ventriculo izquierdo se prefundieron NaCl 0,9% (s6lo en animales
postnatales) y posteriormente PFA al 4%.

Una vez prefundido el cerebro, se extrajo del craneo, con el material adecuado y sin
danar el BO, y se postfijo en PFA 4%, de 6 horas a toda la noche. O bien, se dejo el
cerebro dentro del crdneo y posteriormente se descalcifico con EDTA 0,3% en PB, pH:
6,3, durante 6 horas-una noche. La ventaja de este ultimo método es la conservacion del
BO intacto sin danarlo. En ambos casos, tras la incubaciéon en PFA o en EDTA, se
pasaron los cerebros a sacarosa 30%, y se congelan a -80°C, como se describe en el
apartado 5.2.

Los cerebros se cortaron en el criostato y se realizaron inmunotinciones para

detectar la expresion de TH, GAD, GABA y Gsh2, en las secciones obtenidas (14 um).

7.3 Contajes y comparacion del ndmero de células TH" en BO de

ratones Igf-1"* e 1gf-1"".

Se realizaron contajes de neuronas TH', en los dos tipos de ratones, a la edad de
P49. La gran mayoria de las neuronas dopaminérgicas del BO se encuentran en la capa
glomerular, y por ello los contajes los realizamos en esta capa. No se contaron las
neuronas TH' situadas en la capa granular o en la plexiforme interna. Se contd una
seccion de cada cuatro hasta completar el BO. Se obtuvo la media de los datos y se
compararon estadisticamente las medias del salvaje (n=2) con las del mutante (n=2),

usando la t-student.

8. Estudio de la expresion de los factores de transcripcion Gsh2 y DIx2 en

tejido y en CMBO y CMEG mediante RT-PCR.

La expresion de un determinado gen supone su transcripcion a RNA mensajero y
posterior traduccion a proteina.

Para determinar la presencia de un RNA mensajero concreto, se extrajo el RNA
total de la muestra y posteriormente se realizd la transcripcion reversa, es decir, se
convirti6 en cDNA. Después se realiz6 la amplificacion por PCR, utilizando los

cebadores adecuados.

8.1. Extracciéon del RNA



Para evitar la contaminacion con ribonucleasas, todo el material utilizado en esta
técnica se lavd exhaustivamente con NaOH 3N y las soluciones se prepararon en agua
destilada autoclavada dos veces.

La extraccion de RNA se realizé a partir de tejidos (BO y EG embrionarios de
E13,5 y BO embrionario de E18,5), y de CMBO y CMEQG, en fase de proliferacion, en
cultivo, procedentes de E13,5 y de distintos pases.

Aproximadamente por cada 50-100 mg de tejido ¢ 5-10 millones de células en
cultivo, se afiadi6 1 ml de Trizol (GibcoBRL) y se homogeniz6 la muestra
adecuadamente con una jeringa de 1 ml. Se mantuvieron a temperatura ambiente durante
5 minutos. Posteriormente, se afadieron 0,2 ml de cloroformo (Merck) por cada ml de
Trizol y se agitd vigorosamente durante 15 segundos, dejandolo reposar durante 2-3
minutos a temperatura ambiente. Para separar la fase acuosa de la organica, se
centrifugaron las muestras a 14.000 r.p.m. y a 4°C durante 10 minutos. El RNA aparece
en la fase superior acuosa, por debajo de ¢él, el DNA en la fase blanquecina, en la fase
inferior las proteinas. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo limpio y se afiadieron 0,5 ml
de isopropanol (Merck) con el que se mezcla y se deja reposar 10 minutos, con el fin de
precipitar el RNA. Los tubos se centrifugaron a 14.000 r.p.m. y a 4 °C durante 10
minutos. Finalmente, se lavé el RNA con 1 ml de etanol al 70% y se volvid a centrifugar
a 5.000 r.p.m. y 4 °C durante 5 minutos. Se elimino el etanol por decantacion, se secaron
las paredes de los tubos con un bastoncillo estéril y se colocaron en el termomezclador
(Eppendorf, Hamburg, Alemania) a 37°C hasta que el sedimento tuvo un aspecto
transparente, libre de etanol. El precipitado se resuspendié en un volumen entre 25-50 pl
de agua libre de ribonucleasas.

Una vez extraido el RNA, se determin6 su concentracion mediante espectrometria
de 260 nm (Eppendorf Biophotometer). Posteriormente, 1 pg del RNA extraido de cada
muestra, se analiz6 en un gel de agarosa al 0,8% para comprobar que no estaba
degradado, observandose las bandas correspondientes a los RNA ribosomicos (18S y

28S) y al RNA de transferencia. Los RNA extraidos se guardaron a -80°C.

8.2. Transcripcion reversa (RT)
Para realizar la transcripcion reversa se partié de 1-2 pg de RNA. En primer lugar, y
para evitar posibles contaminaciones con DNA genomico, se trataron las muestras con

desoxirribonucleasa I (Invitrogen. Barcelona, Espafia) en presencia del tampén de



reaccion de la enzima (Tris-HC1 200 mM, pH 8,4; KCl 500 mM; MgCl, 20mM), en un
volumen final de 10 pl, manteniéndose a temperatura ambiente durante 15 minutos. Para
inactivar la enzima se anadi6 1 pul de EDTA 25 mM y se incub6 a 65 °C durante 15
minutos.
A los RNAs tratados con desoxirribonucleasa I se les anadieron 1 pl de dNTP 10
mM y 1 ul de oligo (dT) (Invitrogen) y se dejaron a 65 °C durante 5 minutos.
Posteriormente se afiadieron a cada muestra 9 pl de la siguiente mezcla de reaccion

(Invitrogen) y se incubd a 42 °C durante 2 minutos:

Volumen (ul)
Tampon RT 10x 2
MgCl, 25 mM 2
DTTO0,1 M 2
Inhibidor de RNAsa 1
H,O estéril 2

Transcurridos los 2 minutos exactos, se afiadié 1 pl de la enzima Superscript Il y se
incubo a 50 °C durante 60 minutos. Finalmente, se mantuvo la reaccioén a 70°C durante 15
minutos y se afiadidé 1 pl de RNAsa H dejandose a 37°C durante 20 minutos. La RNAsa
H degrada el RNA molde, pero no el cDNA recién sintetizado.

Como controles (-RT), de cada muestra se llevaron tubos en paralelo a los cuales no
se les afiadio la enzima Superscript III sino la misma cantidad de agua estéril, por lo tanto
no hubo conversion a cDNA, y la adicién de la RNAsa H provoco la degradacion de todo

el RNA.

8.3. PCR del cDNA

Para realizar una PCR a partir de una muestra de cDNA es muy importante disefiar
unos primers adecuados. Lo ideal es que estos primers reconozcan dos exones distintos,
con el fin de evitar amplificar contaminaciones con DNA gendmico.

Los genes amplificados por esta técnica fueron Gsh2, DIx2 y Gapdh, y los
cebadores fueron los siguientes:

Gsh2 sentido: 5" AGGAGAGAAGGGGACTCAGC 3’

Gsh2 antisentido: 5'"CGGACACTGACATCACCAAC 3’



La region de DNA ampliflificada por estos primers es de 186 pares de bases.

DIx2 sentido: 5" AACCACGCACCATCTACTCC 3”7
DIx2 antisentido: 5" CCGCTTTTCCACATCTTCTT 3’

La region de DNA amplificada por estos primers es de 181 pares de bases.

Gapdh sentido: 5" GCAATGCATCCTGCACCACC 3’
Gapdh antisentido: 5’AGTGATGGCATGGACTGTGG 3’

La region de DNA amplificada por estos primers es de 105 pares de bases.

La mezcla de reaccion utilizada en estas PCR contiene basicamente los mismos
componentes que la empleada para el genotipaje de los ratones mutantes para Igf-I

(apartado 7.1.2). En el caso de Gsh2 y DIx2 las concentraciones cambiaron ligeramente:

Volumen (ul) Concentracion
- Agua estéril 36,6
- Tampon 10x 5 Ix
- MgCl,25 mM 3 1,5 mM
- dNTP 10 mM 1 0,2 mM
- Primer sentido 10 uM 1 0,2 uM
- Primer antisentido 10 uM 1 0,2 uM
- Tag-Polimerasa 5U/ul 0,4 25U
- Muestra de cDNA 2 750 ng

En cuanto a las condiciones para la PCR, cambiaron ligeramente con respecto a las
empleadas para el genotipaje.

Para Gsh2 :

- Desnaturalizacion inicial: 94 °C durante 2 minutos.

35 ciclos con:

- Desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.

- Acoplamiento de primers: 60°C durante 45 segundos.
- Elongacion: 72°C durante 45 segundos.

- Elongacion final: 72 °C durante 5 minutos.

- Mantenimiento a 4 °C.



Para DIx2 :

- Desnaturalizacion inicial: 94 °C durante 2 minutos.

35 ciclos con:

- Desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.

- Acoplamiento de primers: 58°C durante 45 segundos.
- Elongacién: 72°C durante 45 segundos.

- Elongacion final: 72 °C durante 5 minutos.

- Mantenimiento a 4 °C.

Para Gapdh :

- Desnaturalizacion inicial: 94 °C durante 2 minutos.
20 ciclos con:

- Desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.

- Acoplamiento de primers: 60°C durante 30 segundos.
- Elongacion: 72 °C durante 30 segundos.

- Elongacion final: 72 °C durante30 segundos.

- Mantenimiento a 4 °C.

Posteriormente, se comprobd el tamafio de los productos de la PCR amplificados en
un gel de agarosa, de las mismas caracteristicas que el utilizado para los ratones mutantes
para Igf-1. En algunas ocasiones fue necesario cargar un mayor volumen del producto de

la PCR, en torno a 20-25 pl, para visualizar mejor las bandas.

8.4. Secuenciacion de las bandas del cDNA obtenidas tras PCR.

Para asegurarnos de la identidad de las bandas correspondientes a 186 y 181 pares
de bases, se procedio a su secuenciacion. Para ello elegimos dos de los productos de la
PCR: de tejido de EG y de células de BO en pase 4.

Para esta técnica usamos un kit comercial (Qiagen Gel Extraction Kit). En primer
lugar, se corri6 en un gel de agarosa al 1,2% todo el producto obtenido por PCR para
cada una de las muestras. Una vez visualizada la banda, la cortamos, haciendo uso de la

luz ultravioleta, y la depositamos en un tubo epperdorf para pesarla.



Sobre cada uno de los fragmentos, se anadieron 3 volumenes de tampon QC por
volumen de banda, incubandolos a 50°C, durante 10 minutos hasta que la agarosa estuvo
totalmente disuelta.

Posteriormente, se anadid un volumen de isopropanol, por volumen del fragmento.
Haciendo uso de la columna QIAquick, se centrifug6 todo el material obtenido durante 1
minuto a 13.000 r.p.m., quedando retenido en la columna el DNA que nos interesaba. Se
realizaron una serie de lavados de la columna, con tampdén QC, con tampén PE y por
ultimo con BE, recogiéndolo en un tubo eppendorf limpio.

Para llevar al servicio de secuenciacion del CIB, CSIC, fue necesario llevar 10 ul de
DNA purificado junto a 1 pl de primer de cada tipo (sentido y antisentido).

Tras la secuenciacidon, se comprob6é mediante la base de datos “Blast” que las
secuencias de bases de los fragmentos analizados eran las mismas que las publicadas para

los factores de transcripcion de ratén Gsh2 y DIx2, respectivamente.

9. Aislamiento y cultivo de células madre neurales de BO y
precursores sin expandir de BO y EGL embrionario de ratones

transgénicos que expresan EGFP.

Se emplearon ratones C57Bl/6 transgénicos que expresan altos niveles de la
proteina verde fluorescente (EGFP), bajo el promotor de la B-actina de pollo y el
intensificador del citomegalovirus (Okabe et al., 1997). Estos ratones fueron obtenidos
gracias a la colaboracion con el Dr. Antonio Bernad del Centro Nacional de
Biotecnologia, CSIC, Madrid.

Los ratones empleados eran heterocigotos (EGFP™"), puesto que los homocigotos
para EGFP (EGFP™") no son viables. Por ello los cruces se realizaron bien entre hembras
y machos heterocigotos, o bien entre machos heterocigotos y hembras salvajes (EGFP'/ D,
obteniendo embriones heterocigotos y salvajes. Para determinar el fenotipo de los
embriones, se tom6 una muestra de tejido de la cola y se observd al microscopio de
fluorescencia, separandose en grupos, heterocigotos y salvajes o nulos para la expresion
de EGFP, y eliminandose éstos ultimos, no fluorescentes.

La diseccion de los BO y de las EGL de embriones E13,5, se realizo siguiendo el
protocolo descrito para los ratones CD1 en el apartado 1.

Para los transplantes se utilizaron tanto células madre neurales de BO como

precursores celulares sin expandir de BO y EGL, dependiendo de cada caso.



9.1 Transplante de células EGFP en rodajas de BO de embriones
E13,5.

9.1.1. Preparacion de las rodajas, de las células y transplante

Para la preparacion de las rodajas, tras la extraccion del cerebro del craneo de cada
embrion, se colocd en una cajita de congelacion, embebido en agarosa al 4% en tampon
fosfato 0,1M para cortar en el vibratomo (Leica VT 1000S). Las rodajas que se cortaron
fueron coronales, de 250 um y unicamente de BO, lo mas rostrales posible. Se
transfirieron a insertos de cultivo de policarbonato de 8 um de poro (Nunc. Roskilde,
Denmark; Corning Costar, Cambridge, MA), donde se mantuvieron durante una hora en
condiciones de cultivo (37°C, 5% CO, y 500 ul de DMEMF12/N2 con 10% FBS) para
su estabilizacion, antes del transplante.

Las células que se emplearon fueron de la mitad rostral del BO de E13,5, bien de
animales EGFP, o bien de animales CDI infectadas tras su diseccion con un vector
lentiviral que expresa la EGFP (ViraPower Lentiviral Expresion System; Invitrogen.
Cedido amablemente por el Dr. P. Tsoulfas de la Universidad de Miami. Miami. FL).
Para dicha infeccion se mantuvieron 2-3 millones de células en un mililitro de
DMEMF12/N2 con 10 pl de vector lentiviral durante 4h a 37°C y en agitacion (350 r.p.m.
en el termomezclador). Posteriormente, en ambos casos las células se suspendieron en
Hank’s y se tranplantaron en las rodajas. El transplante se realizé usando una jeringa
Hamilton acoplada a una pipeta de vidrio estirada con el puller de 50-70 um de diametro
externo. La jeringa se maneja desde un aparato estereotaxico, con el que se controla la
inyeccion de 1 pl de células a una concentracion de 50.000 células/pl. Tras la inyeccion,
se mantiene la pipeta en el tejido durante 2 minutos para evitar el reflujo de las células,

transcurridos los cuales se fue retirando lentamente.

9.1.2. Cultivo de las rodajas

Sobre las rodajas transplantadas se anadieron 500 pl mas de DMEMF12/N2+10%
FBS, para cubrirlas por completo, y se mantuvieron durante 48 horas a 37°C y 5% CO..

9.1.3. Inmunotinciones y analisis de las rodajas.
Las rodajas se fijaron en los propios insertos con PFA 4% durante 1 hora, en

agitacion, a 4 °C. Posteriormente, se extrajeron de los insertos y se realizaron las



inmunotinciones en las placas multipocillos de 12-pocillos. Los anticuerpos empleados
fueron anti- GFP (monoclonal de ratén. 1:500. Molecular Probes), anti-GABA, anti-Tbr1
y anti-TH. La solucién de permeabilizacion y de dilucion de los anticuerpos primarios y
secundarios estaba compuesta, por un mayor porcentaje de tritén (0,3%) que en el caso de
las secciones de criostato, debido al mayor grosor de la rodaja. De la misma forma el
resto del protocolo se varid ligeramente: el anticuerpo primario se mantuvo durante 2
noches, a 4°C y en agitacion, para propiciar la penetracion de anticuerpo en toda la
rodaja. Tras 3 lavados con PBS, el anticuerpo secundario se mantuvo 4-5 horas, en
agitacion, oscuridad y a temperatura ambiente. Las rodajas se montaron con DABCO y se
conservaron a 4°C para no perder la fluorescencia.

El anélisis de las secciones se realizoé usando el microscopio confocal, para tomar
series de imagenes de las rodajas a 40x, por partes, y posteriormente reconstruir la rodaja
entera. Esos aumentos fueron suficientes para poder detectar si existia o no cotincion
GFP/GABA, GFP/Tbrl o GFP/TH en cada caso, y poder contar las células que la
expresan. El resultado de cada rodaja se dio como el porcentaje de células que
expresaban una determinada cotincién con respecto al total de células GFP" de la rodaja.
Y el resultado final, como la media £ SEM de los porcentajes de todas las rodajas tefiidas

para unos determinados anticuerpos.

9.2 Transplante en el BO de ratdn neonatal P5-P7

9.2.1 Transplante

Para llevar a cabo este tipo de transplantes, se utilizd un adaptador de neonatos
(Cunningham neonatal rat adaptor; Stoelting Co., Wood Dale, IL) acoplado al
estereotaxico convencional (Kopf, Tujunga, CA). Consiste basicamente en una
plataforma, con un pequefio depoésito en la parte anterior donde se coloca etanol al 70%
junto con nieve carbonica para el mantenimiento de la plataforma fria (Fig. 10). Las
barras para las orejas y el mordedor poseen un tamaiio menor que en el estereotaxico

convencional, adecuado para neonatos.
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Fig.10. Adaptador para neonatos acoplado a un estereotdxico convencional. Aparato
utilizado para el transplante de células en el BO de neonatos (P5-P7). Va acoplado a un estereotéxico
convencional, el cual se utiliza para la medicion de coordenadas y la sujecion de la jeringa, que
contiene las células. El animal queda bien fijo al adaptador por los canales auditivos y el hocico. El
animal se anestesia por inmersion en frio, y la anestesia se mantiene durante toda la operacion,
gracias a la existencia en el adaptador de un deposito para hielo seco y alcohol. Escala 2,5 cm. Los

procedimientos quirurgicos han sido aprobados por el Comité de Bioética del CSIC.

Los animales (P5-P7) se colocaron en el adaptador, tras ser anestesiados bajo hielo
1,5-2,5 minutos. Se les abri6 la piel de la cabeza por la linea media y se localizo el BO en
la parte anterior del cerebro. Se calculd el punto de inyeccion a partir de la unién bregma
del craneo, haciendo uso de las coordenadas correspondientes para cada edad neonatal,
las cuales fueron calculadas previamente mediante la inyeccion de células con azul
tripano. Esas coordenadas fueron:

Para P5:

Anteroposterior (desde bregma): +1,3 mm
Lateral (desde la linea media): 0,6 mm
Dorsoventral (desde la duramadre): 0,5 mm
Para P7:

Anteroposterior: +1,6 mm

Lateral: 1,0 mm

Dorsoventral: 0,8 mm



Antes de inyectar las células se elimin6 un trozo de craneo en la zona de inyeccion
con una aguja de insulina (25G. Becton Dickinson), para facilitar la entrada de la pipeta.
Esto no tiene mucha dificultad puesto que el craneo neonatal es atn blando.

Para la inyeccion se utilizé la jeringa Hamilton acoplada a un capilar de vidrio
estirado previamente, con una punta de un diametro interior aproximado de 50-70 um, lo
suficientemente fina como para evitar una gran lesion en el tejido del animal, y a la vez,
de grosor suficiente para que las células no quedasen retenidas en la punta. Se inyectaron
2 ul de células, a la densidad de 100.0000 células/ul resuspendidas en Hank's. Tras la
inyeccion se mantuvo el capilar 2 minutos dentro del BO, para evitar el reflujo de las
células. Tras ese tiempo, se retird el capilar del tejido y el animal del estereotaxico.

El neonato pas6 al postoperatorio, en una jaula limpia, con papel y con una lampara
que le suministr6 calor. En 30-40 minutos los neonatos estuvieron recuperados
totalmente, momento en el cual se pasaron a la jaula con la madre.

En estos transplantes durante todo el experimento las células se mantuvieron a
temperatura ambiente, comprobandose que la viabilidad a las 3-4 horas de comenzar el
experimento se encontraba en torno al 80-85%.

Se realizaron inyecciones de varios tipos de células, todas ellas procedentes de
ratones EGFP, y por lo tanto capaces de emitir fluorescencia al ser iluminadas por la luz

fluorescente, de modo que pudieron ser distinguidas en el cerebro del raton CD1:
- CMBO de E13,5.

- CMBO de EI13,5 prediferenciadas 1-2 dias en un sustrato adherente de

poliornitina y fibronectina, sin factores de crecimiento.
- CMBO adulto.
- CMBO de E13,5 muertas, como control negativo.
- Precursores celulares sin expandir de BO de E13,5.

- Precursores celulares sin expandir de EGL de E13,5.

La obtencion de las células muertas se realizé sometiendo las células madre a una
serie de sucesivos y alternos periodos (de 3-4 minutos) de congelacion (-80°C) y de altas
temperaturas (55°C). Finalmente se comprobo la muerte de las células mediante el

método de exclusion de azul tripano.

9.2.2 Procesamiento de los cerebros transplantados con células EGFP



Los animales se prefundieron a distintas edades postransplante, para poder seguir el
proceso de incorporacion y migracion de las células EGFP a las diferentes capas del BO.
Las distintas edades postransplante fueron:

- 1 semana

- 2 semanas

- 3 semanas

- 1 mes

- 1 mes y medio

- 2 meses

- 2 meses y medio

La perfusion de estos animales se realizo con 4% PFA, como en el caso de los

animales IGF-T""

e IGF-I"" (apartado 7.2). Ayudados del material de cirugia adecuado se
extrajo el cerebro del craneo y se postfijé 48 horas en agitacion suave, y posteriormente
se mantuvieron en tampon fosfato 0,1M, a 4°C hasta su procesamiento. Es importante
mantenerlos protegidos de la luz, con papel de aluminio, para evitar la pérdida de la
fluorescencia de las células EGFP.

Para cortarlos en el vibratomo, los cerebros se embebieron en agarosa al 3% en
tampon fosfato, en una cajita de congelacion.

La agarosa fundida se depositd en la cajita sobre el cerebro evitando burbujas e
inmediatamente después, todo ello, se introdujo a -20 °C, de forma que en 2-3 minutos
estuvo solidificada y el cerebro listo para ser cortado.

En el vibratomo, las secciones se cortaron a 50 um de grosor, y s6lo las secciones
que contuvieran BO se recogieron en pocillos de una placa multipocillo de 12-pocillos,

con 0,02% de azida sodica en tampon fosfato para evitar contaminaciones. Se

conservaron a 4 °C, protegidos de la luz.

9.2.3 Inmunotincidn de secciones de vibratomo.

Para proceder a las inmunotinciones de las secciones de vibratomo, en primer lugar
se llevaron a cabo 3 lavados de 10 minutos, con PBS para eliminar completamente la
azida. Esto se realizo en cestillas destinadas para ello.

Posteriormente, en los propios pocillos de la placa de 12 pocillos, se realizéd el

bloqueo, permebilizacion y la incubacidon con el anticuerpo primario y secundario, con



similares soluciones y condiciones que las empleadas en las rodajas (apartado 9.1.3). De
la misma forma el montaje y conservacion de las secciones a 4°C.

Las secciones montadas se visualizaron con el microscopio de fluorescencia
convencional y con el microscopio confocal, y se tomaron imagenes representativas de
cada experimento.

Los anticuerpos primarios empleados fueron:

- Anti-TH

- Anti-GABA

- Anti-GAD

- Anti-Tull

- Anti-GFAP

- Anti-Oy4

- Anti-MAP2ab

- Anti-Calretinina

- Anti-Parvoalbumina

- Anti-Calbindina

- Anti-Sinaptofisina

- Anti-Nestina

Para detectar la GFP no fue necesario el uso de anticuerpos anti-GFP, debido a la
intensidad de su fluorescencia, que permite visualizarla perfectamente sin necesidad de
anticuerpos.

Los anticuerpos secundarios fueron los mismos que los empleados para tefiir células

en cultivo y secciones de criostato.

9.2.4 Andélisis de los resultados
En los transplantes de CMBO de E13,5 y adulto, se busc6 cotincion entre GFP y los
distintos marcadores de células del SNC, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, con el
fin de analizar la capacidad de estas células de diferenciarse in vivo. De la misma forma
se analiz6 su capacidad de migracion desde el lugar de la inyeccion a su destino final.
Con respecto al transplante de los precursores de BO y EGL de E13,5, se buscé la

caracterizacion de las dos poblaciones celulares, atendiendo a criterios morfologicos,



migratorios e inmunohistoquimicos, con el fin de encontrar las diferencias entre ambas.

Para ello se realizaron tres tipos de analisis:

1) Andlisis cuantitativo del porcentaje de células en cada una de las capas del BO.

Para ello se utilizdo como criterio el BO neonatal dividido en tres partes: por un lado
la CCG, por otro la CM+CPI+CPE, y por otro la CG. Se contaron el nimero de células
GFP" que alcanzaron cada una de estas tres capas del BO, sobre el total de células EGFP"
encontradas en todo el BO. Los resultados de cada animal se expresaron en porcentaje de
células en cada capa. Y los resultados finales como la media de los distintos porcentajes
de todos los animales + su SEM.

Se realizd un analisis estadistico utilizando el test t-student para comparar el

comportamiento de las dos poblaciones de una misma capa.

2) Andlisis del fenotipo celular mediante inmunotincion para distintos marcadores.

Para ello se realizaron inmunotinciones para marcadores de fenotipos neuronales
propios del BO, principalmente de interneuronas (TH, GABA, GAD, calibindina,

calretinina y parvoalbiimina), y se analiz¢ la existencia de cotincion con GFP.

3) Anélisis morfologico detallado mediante microscopia confocal de las neuronas GFP*.

Para ello se tom6 como criterio el andlisis de tres morfologias principales de las
neuronas granulares: neuronas con una unica dendrita apical, neuronas con dos dendritas
apicales y neuronas polidendriticas con morforlogias poligonales.

Para poder comparar ambas poblaciones celulares se clasificaron 50 células de cada
poblacion, atendiendo a las tres categorias mencionadas. Los resultados se expresaron en

porcentaje de células de un tipo con respecto a un total de 50 células.
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1. Caracterizacion de las células del bulbo olfatorio embrionario

El bulbo olfatorio (BO) posee una estructura laminar, en la cual los diferentes
tipos de neuronas se disponen de forma concéntrica a la zona neuroepitelial y al
ventriculo. Los dos tipos principales de neuronas, las mitrales y empenachadas, y las
interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas, se originan en distintos momentos del
desarrollo (Hinds, 1968a).

Existen dos motivos principales por los que estudiar en paralelo las dos
poblaciones celulares, la de BO y la de EGs. En primer lugar, porque las EGs son una
fuente importante de neuronas gabaérgicas, para distintas estructuras del cerebro. Y en
segundo lugar, porque segun la literatura (Marin y Rubenstein, 2001; Stenman et al.,
2003a), en el raton, una zona concreta de las EGs, la EGL, es una de las principales
fuentes de interneuronas del BO, que migran por la CMR. En esta tesis quisimos
estudiar si el BO contenia precursores locales de interneuronas que participasen, junto
con los procedentes de la EGL, en la formacion del circuito sindptico del BO. Para la
caracterizacion de las poblaciones celulares del BO y las EGs, se realizaron tanto
inmunotinciones de secciones de criostato con anticuerpos especificos de marcadores de
células neurales y de factores de transcripcion, como RT-PCR de ambos tejidos,
principalmente a la edad de E13,5.

A la edad de EI13,5, la tincién para violeta de cresilo (no mostrada) reveld la
disposicion atn dispersa de las células del BO. Se encontré que a esa edad, muchas
células eran precursoras neuroepiteliales, tefiidas para nestina (Fig. 11A), un filamento
intermedio, caracteristico, pero no exclusivo, del citoplasma de células neuroepiteliales
(Lendahl et al., 1990). También se observaron neuronas en proceso de diferenciacion,
como las mitrales, que expresan el factor de transcripcion Tbrl (Fig. 11B) (Bulfone et
al., 1995; Bulfone et al., 1998), que no ocupaban atin su posicioén definitiva en la capa
mitral, sino que estaban dispersas por el BO, aunque principalmente en la ZM. De la
misma forma, algunas interneuronas tanto gabaérgicas (positivas para el
neurotransmisor GABA) como dopaminérgicas, positivas para la enzima limitante de la
sintesis de dopamina, tirosina hidroxilasa, TH,(Shipley y Ennis, 1996), se encontraron
ya cercanas a su destino final, en la zona del manto (Fig. 11C y 11D). En los insertos
de los paneles 11C y 11D se observo que se trataban de células con morfologia neuronal

relativamente sencilla.



Fig.11. Caracterizacion de las células de bulbo olfatorio (BO) de ratén embrionario

(E13,5). Secciones coronales de BO de E13,5, se tifieron con anticuerpos especificos para nestina
(A), Tbrl (B), GABA (C) y TH (D). Las células neuroepiteliales se encontraron en todo el BO (A), al
igual que las neuronas mitrales (B), que no habian formado su capa correspondiente, encontrandose
principalmente en la capa del manto. Sin embargo, las interneuronas gabaérgicas (C) y
dopaminérgicas (D) estaban situadas, mayoritariamente en la zona del manto. Los insertos de ambas
figuras corresponden a detalles de dichas células (GABA' y TH') a mayor aumento, para apreciar su
morfologia y tinciéon correspondiente. Se observaron estos patrones en 3-4 animales. ZM: zona del

manto; ZNE: Zona neuroepitelial. Escala (en D) A, B, 50 um; C, D 60 pm; insertos 30 um.

No se observo tincion en el BO de E13,5 para los factores de transcripcion Gsh2 y
DIx2 (Fig. 12A, B), marcadores de precursores de interneuronas, que migran hacia el
BO y localizados principalemente en la zona de las EGs (Stenman et al., 2003b). Sin
embargo, si se observo expresion abundante de dichos factores en las EGs, tanto en la
EGM como en la EGL en las edades embrionarias E12,5-E13,5 (Fig. 12C-J),
particularmente en la zona proxima al ventriculo lateral.

Ademas, se utilizo la técnica de RT-PCR para detectar la expresion del RNA
mensajero de Gsh2 y DIx2 en ambos tejidos, BO y EG de E13,5, utilizando como
control (CT) el tejido de BO E18,5, edad a la que se conocia la expresion de Gsh2 y
DIx2 en el BO (Fig. 12K, L), (Toresson y Campbell, 2001).



BO E13,5 BO E13,5

EG E12,5 EGL E12,5

EG E13,5 EGL E13,5

EGM E12,5 EGL E12,5

EG E13,5 EGL E13,5

186 pb

Fig.12. Expresion de Gsh2 y DIx2 en EG y BO embrionario (E12,5-E13,5). Por
inmunotincion de secciones coronales de BO (A,B) y EG (C-J) con anticuerpos especificos para Gsh2
(A, C-F) y DIx2 (B, G-J), se detectaron las proteinas Gsh2 y DIx2 intensamente en la EGL y EGM de
E12,5 y E13,5. Sin embargo, no se detectd expresion en el BO de E13,5 (A, B). Mediante RT-PCR se
detecto la presencia de mRNA de Gsh2 y DIx2 en tejido total de BO (BOT) y EG (EGT) de E13,5. Se
utiliz6 como control positivo tejido de BO de E18,5. De cada una de las muestras se 1levo un control
correspondiente a la reaccion procesada sin transcriptasa reversa (-RT). La Gapdh expone los niveles de
mRNA cargados en cada muestra, de forma que sean comparables. EGL, eminencia ganglionar lateral;
EGM, eminencia ganglionar medial; BO: bulbo olfatorio. Patrones similares de expresion de las
proteinas se observaron en 2-5 animales. La extraccion de RNA y el analisis por RT-PCR se realiz6 3

veces. Escala (mostrada en B) A, B, C, E, 35 um; D, F, G, H, 1, J, 20 pm.



En los geles de agarosa, se observaron, bandas de 186 pb (Fig. 12K), de 181 pb
(Fig. 12L) y de 105 pb (Fig. 12M), para las muestras de los tres tejidos. El tamafio de
cada banda y la secuencia de los fragmentos de DNA amplificado por PCR,
correspondieron a los genes Gsh2, DIx2 y Gapdh, respectivamente. La expresion de
Gapdh se utiliz6 tinicamente como control de carga. Estos resultados mostraron, que a
la edad de E13,5, cuando las proteinas Gsh2 y DIx2 atn no se expresan en el BO, si

estan presentes sus RNA mensajeros.

BO E13,5

BO E13,5

BO E13,5

Fig.13. Vista sagital del cerebro anterior de raton de E13,5 y expresion de
marcadores celulares. Secciones de cerebro se tifieron con anticuerpos especificos para
neuronas gabaérgicas (A) y dopaminérgicas (B), detectandose a esta edad su presencia en la ZM
del BO. El anticuerpo para DCX se utiliz6 para detectar células migratorias. No se observo
continuidad de estas células en la CMR incipiente, desde la EG al BO (C). Se encontraron
patrones similares en 2 animales. ZM: zona del manto; VL: ventriculo lateral; CTEX: corteza;
EGL: eminencia ganglionar lateral; BO: bulbo olfatorio; CMR: corriente migratoria rostral.

Escala (en A) A, 175 um; B, C, 190 pm.



De la misma forma, se realizaron tinciones de secciones sagitales de cerebro de
E13,5 para GABA y TH (Fig. 13A, B), asi como para doblecortina (DCX, 13C) que
marca precursores neuronales migratorios (LoTurco, 2004). Se observaron
interneuronas GABA"y TH" en el BO, pero no en las EGs, ni en la CMR incipiente. La
tincion contra DCX reveld la presencia de células migratorias en las capas mas
periféricas del BO (ZM) y en algunos puntos de la incipiente CMR, pero en ninglin caso
se observd continuidad de migracion celular desde la EGL al BO, por la CMR,
probablemente porque esta migracion se produce mayoritariamente a edades posteriores
(Pencea y Luskin, 2003; Yoshihara et al., 2005). Estos resultados sugieren que aunque
la mayoria de las interneuronas alcanzan el BO a través de la CMR desde la EG
(Wichterle et al., 1999; Marin yRubenstein, 2003; Stenman et al., 2003a), algunas de

ellas podrian generarse en el propio BO, a partir de su neuroepitelio.

2. Diferenciacion de los precursores celulares sin expandir de
BOy EG.

Aunque no existe un acuerdo completo entre todos los investigadores del campo,
el término precursor es utilizado, generalmente, de forma global, pudiendo hacer
referencia a distintos tipos de progenitores neurales (Seaberg y Van der Kooy, 2003).
En esta tesis se llamaran precursores celulares sin expandir a aquellos que son
sembrados sobre un sustrato adherente o son transplantados inmediatamente tras la
disgregacion y disociacion del BO y las EGs, sin recibir tratamiento previo con factores
mitdégenos. Muy probablemente, las suspensiones celulares obtenidas de BO y EGs de
E13,5 se componen de varios tipos de progenitores (ver definicion de la pagina 16 de la
introduccion), asi como de neuroblastos postmitdticos.

Asi, el estudio de estos precursores puede aportar informacion adicional a la
obtenida tras el andlisis de las secciones, sobre la constitucion celular del BO y las EGs

en edades embrionarias. Este estudio se abord6 desde varias perspectivas.

2.1. Diferenciacion en cultivo
El cultivo de los precursores celulares se realizé a corto (Fig. 14), medio (Figs. 15-
17, 18A-C) y largo plazo (Fig. 18D-I), sabiendo que los dias en cultivo no son

equivalentes a los dias embrionarios reales, pero que con ellos es posible tener una idea



de la capacidad de esos precursores para diferenciarse y expresar distintos fenotipos
neuronales de la EG y el BO.

Algo muy caracteristico que se observo en estos cultivos, probablemente debido a
la presencia de FBS, fue la formacion de una monocapa de astrocitos, sobre la que
crecian y maduraban con gran facilidad las neuronas, lo que lo hacia equivalente a un
cocultivo.

A corto plazo (Fig. 14): se realizo un estudio para analizar la presencia de
neuronas gabaérgicas, a las 6, 12 y 24 horas en cultivo. Se observaron neuronas GAD",
en todos los tiempos analizados (Fig. 14A-F), siendo mucho mas abundantes en los
cultivos de EG que en los de BO, a las distintas horas. En ambos cultivos, la intensidad
del patron de expresion de GAD fue aumentando con el tiempo, de la misma forma que
las células fueron adquiriendo unas morfologias mdas neuronales, con mas
prolongaciones, probablemente debido al inicio de la diferenciacion, una vez

recuperadas las cé€lulas del estrés provocado por la disgregacion y disociacion del tejido.

Fig.14. Expresion de GAD en cultivos a corto plazo de precursores sin expandir de BO y
EG. Los precursores de BO (A-C) y EG (D-F) de E13,5 se sembraron en cubres y se fijaron a las 6, 12
y 24 horas. Se tifieron con un anticuerpo especifico para neuronas gabaérgicas (GAD). Se observé un
mayor nimero de células GAD" en los cultivos de EG que en los de BO. Se aprecié un aumento de la
adquisicion de morfologias neuronales con las horas de cultivo. Imagenes representativas de 2 cultivos

de un experimento. Escala (mostrada en C) 25 pm.

A medio plazo (Figs. 15-17): Se llevo a cabo un estudio comparativo entre las
células de BO y EGs, con objeto de analizar especificamente la diferenciacion a
interneuronas gabaérgicas y la expresion de Gsh2 y DIx2 en el BO, con independencia

de la influencia de las EGs. Para ello se aislaron células procedentes de la mitad rostral



del BO y se sembraron en cultivo durante 6 dias. De modo similar, se sembraron células

procedentes de las EGs.

1) Por una parte, se analiz6 del porcentaje de interneuronas gabaérgicas, mediante la
cotincion para TuJl y GAD (Fig. 25A-C y 16A-C). Siendo el primero, un marcador
neuronal general (B-11I-tubulina), y el segundo, un marcador de la enzima acido
glutdmico descarboxilasa. El porcentaje de neuronas gabaérgicas fue
significativamente mayor en los cultivos de EGs que en los de BO (76% y 22%
respectivamente. Fig. 17A).

2) Por otra parte, se analiz6 la expresion de Gsh2 y DIx2 en las neuronas gabaérgicas.
Para ello se tifieron con anticuerpos contra Gsh2 y GAD y DIx2 y GAD (Fig. 15D-1
y 16D-I). En este caso, el dato mas interesante fue el encontrar en los cultivos de
BO, un 0% de células Gsh2", sobre el total de neuronas gabaérgicas, siendo, sin
embargo, un 53,3% el de células DIx2". En cultivos de EG los porcentajes fueron de
16,1 y 70,4% respectivamente (Fig. 17B). Ademas, en los cultivos de BO se observo
que del total de células Gsh2" ninguna era GAD", y del total de células DIx2", un
41,5% era GAD". Por su parte, en los cultivos de EG del total de las Gsh2" un
49,1% coexpresd6 GAD, y del total de las DIx2", un 75,5% coexpres6 GAD (Fig.
17C).

Estos resultados muestran una mayor correlacion entre la adquisicion del fenotipo
gabaérgico y la expresion de Gsh2 y DIx2, en las EGs que en el BO. La inexistencia de
células marcadas con GAD y Gsh2 en el BO, sugiere que la mayoria de las neuronas
gabaérgicas del BO derivan de precursores celulares localizados en el propio BO, mas
que de precursores procedentes de la EG.

Ademas, se realizaron dos cultivos por separado de la EGL y la EGM, a medio
plazo. El objetivo era caracterizar las neuronas GAD" en cada cultivo, ya que se trata de
partes distintas dentro de una misma estructura, que contribuyen de distinta manera a la
produccion de neuronas gabaérgicas del BO, la corteza, el hipocampo o el estriado

(Marin y Rubenstein, 2003). Los resultados que se obtuvieron fueron:

- 76,3 y 66,5% de neuronas GAD" respecto a neuronas TuJ1" en cultivos de

EGL y EGM, respectivamente.
- 12,2 y 84% de las células GAD' eran Gsh2' para EGL y EGM

respectivamente.



- La inmensa mayoria de las células GAD" eran DIx2" positivas en EGL y
EGM.
Respecto a las células de BO, tras 6 dias en cultivo se observaron neuronas
gabaérgicas (Fig. 18A) y dopaminérgicas (Fig. 18B), formando redes neuronales
densas. Como puede apreciarse, la mayoria de las neuronas poseian un cuerpo celular

ovalado o ligeramente triangular, del que crecieron abundantes neuritas (Fig. 18A-C).
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TuJ1/GAD

Gsh2/GAD

DIx2/GAD

Fig.15. Expresion de Gsh2 y DIX2 y generacion de interneuronas en cultivos de precursores
sin expandir de BO. Suspensiones celulares de BO de E13,5 se sembraron en cubres durante 6 dias.
Tras su fijacion se realizaron tinciones dobles para TuJl y GAD (A-C), Gsh2 y GAD (D-F) y DIx2 y
GAD (G-I). Las flechas indican la existencia de cotincion en las células. Las cabezas de flecha indican
neuronas GAD" que no expresan Gsh2 o DIx2. Ninguna célula Gsh2" (0%) coexpresé GAD" en estos

cultivos de BO. Estos resultados se observaron en 6 cultivos de 3 experimentos. Escala (en I) 25 pum.
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Fig.16. Expresion de Gsh2 y DIx2 y generacion de interneuronas en cultivos de precursores
sin expandir de EG. Suspensiones celulares de EG de E13,5 se sembraron en cubres durante 6 dias.
Tras su fijacion, se realizaron tinciones dobles para TuJl y GAD (A-C), Gsh2 y GAD (D-F) y DIx2 y
GAD (G-I). Las flechas indican la existencia de cotincion en las células. Las cabezas de flecha indican
neuronas GAD" que no expresan Gsh2 o DIx2. Estos resultados se observaron en 6 cultivos de 3

experimentos. Escala (en C) 25 um.
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Fig.17.Cuantificacion de la expresion de Gsh2 y DIx2 y de la generacion de interneuronas
en cultivos de BO y EG. (A) Las medias de los porcentajes de neuronas GAD" sobre el total de
neuronas TuJ1" fueron 22% y 76% en BO y EG, respectivamente. (B) Porcentajes de células que poseen
cotincion Gsh2 y GAD o DIx2 y GAD con respecto a las células GAD" totales. (C) Porcentajes de
células que poseen cotincién Gsh2 y GAD o DIx2 y GAD con respecto a las Gsh2" totales o a las DIx2"
totales, respectivamente. Se observo la inexistencia de cotincion de Gsh2 y GAD en los cultivos de BO.
* Indica diferencias significativas (p<0,05: BO vs EG). En el caso del Gsh2 no se puede hacer
estadistica porque el porcentaje del BO es 0. Los resultados son la media £+ SEM de los datos de 6

cultivos de 3 experimentos.
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Fig.18. Diferenciacion de precursores sin expandir de BO a neuronas gabaérgicas,
dopaminérgicas y mitrales/empenachadas en cultivo. Las precursores sin expandir de
BO E13,5 se sembraron en cubres en condiciones de diferenciacion a medio (6 dias, A-C) y
largo plazo (17 dias, D-I). Tras su fijacion, de realizaron inmunotinciones simples para
detectar GABA (A), TH (B) y B-I1I-tubulina (C), o dobles para detectar MAP2ab y GABA (D,
E), MAP2ab y TH (F, G) y MAP2ab y Tbrl (H, I). Se observo una red densa de neuronas
MAP2ab" en los cultivos (D, F, H), al igual que los principales tipos de neuronas del BO:
interneuronas gabaérgicas (GABA, A, E) y dopaminérgicas (TH, B, G), y neuronas de
proyeccion mitrales/empenachadas (Tbrl, I). Las imagenes son representativas de 3-6 cultivos

de 3 experimentos. Escala (en I) 30 um.

A largo plazo, solo se realizo el estudio en BO. El motivo de este tipo de cultivo,
fue observar la capacidad de estos precursores para diferenciarse y adquirir morfologias
neuronales maduras. Tras 15-20 dias en cultivo, se obtuvieron los tres tipos principales
de neuronas del BO: interneuronas gabaérgicas (Fig. 18E), dopaminérgicas (Fig. 18G) y
neuronas mitrales (Fig. 18I). Los cultivos se cotifieron con anti-MAP2ab, (marcador

neuronal general de dendritas y cuerpos celulares), y GABA o TH o Tbrl (Figs. 18D-I),



I3 + r
observandose que muchas neuronas MAP2ab™ presentaban morfologias maduras, con

un gran numero de dendritas y de ramas dendriticas.

2.2. Diferenciacion de precursores EGFP* (sin expandir) de BO de
E13,5, transplantados en rodajas de BO de E13,5.

Este tipo de estudio permitid observar el comportamiento de estos precursores de
BO, dentro del propio BO embrionario, sin influencia de las EGs.

Los precursores celulares sin expandir de BO de E13,5 que fueron inyectados en
las rodajas, se aislaron de ratones transgénicos EGFP (Okabe et al., 1997; Yusta-Boyo
et al., 2004) y de ratones CDI, siendo inmediatamente infectados con vectores
lentivirales que expresan la EGFP. Ambos, se transplantaron en rodajas de BO de
ratones CD1 de E13,5. A las 48 horas tras la inyeccion, mantenidas las rodajas ese
tiempo en cultivo, se observaron células GFP" (Fig. 19A-C), distribuidas por el interior
de la rodaja, con prolongaciones y aspecto neuronal. Del total de células GFP’, un
31,7% eran gabaérgicas (colocalizaban con GABA, Fig. 19D-F, M) y un 12,1% eran
dopaminérgicas (colocalizaban con TH, Fig. 19G-I, M). Ademads, se encontraron
neuronas mitrales (colocalizaban con Tbrl, Fig. 19J-L). Estos resultados sugieren que

dentro del BO existe generacion local de interneuronas.
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Fig.19. Transplante de precursores EGFP™ (sin expandir) de BO de E13,5 en rodajas de BO de
E13,5. Precursores celulares sin expandir de BO de E13,5 se inyectaron en rodajas de BO E13,5. Tras 48
horas en cultivo, se fijaron y se tifieron con anticuerpos especificos contra GFP y contra GABA, TH y Tbrl.
Del total de las células GFP" halladas en las rodajas, se conté un 31,7% de neuronas gabaérgicas (A-F, M) y
un 12,1% de neuronas dopaminérgicas (G-I, M). También se encontraron neuronas mitrales (J-L).
Resultados representativos de 15 rodajas (GABA) y 2 rodajas (TH). El contaje de neuronas Tbrl"/GFP" sélo
se realiz6 una vez y resulté un 54,8%. Escala (en L) A-C, 40 pm; D-L, 25 pm.



2.3. Diferenciacion de precursores que expresan la EGFP

transplantados en el BO de neonatos P5-P7.

El cultivo de rodajas durante 48 horas no permite estudiar la maduracién neuronal
de las células transplantadas, sino tnicamente sus primeros estadios de diferenciacion.
Para estudiar tanto la diferenciacion de las neuronas generadas a partir de precursores
sin expandir de BO de E13,5, como su migracion desde el lugar de inyecciéon a las
distintas capas del BO, y su posterior maduraciéon a distintos fenotipos neuronales
propios del BO neonatal y postnatal, se transplantaron precursores del BO de E13,5 en
el BO de P5-P7. Por comparacion también se transplantaron precursores sin expandir de
EGL de E13,5. La edad P5-P7 del huésped, se eligid por ser ésta la de maxima
formacion de interneuronas en el BO (Hinds, 1968a, 1968b).

Se prepararon suspensiones celulares de BO y EGL de ratones EGFP de E13,5,
que se inyectaron en la zona subependimal (ZSE, Fig. 20E) del BO P5-P7. Se
analizaron los animales tras 1-10 semanas postransplante.

Desde la primera semana postransplante se observaron células migrando de forma
radial desde el sitio de inyeccion hacia las distintas capas del BO (Fig. 20A-C): la capa
de las células granulares (CCG), la capa plexiforme interna (CPI), la capa mitral (CM),
la capa plexiforme externa (CPE) y la capa glomerular (CG). También se observo
migracion radial en los BO que recibieron células de la EGL (Fig. 20E).

Con el objetivo de encontrar posibles diferencias en la migracion y diferenciacion
de las dos poblaciones celulares transplantadas, de BO y EGL, se realizaron tres tipos de
analisis en los BO de los animales postnatales que recibieron suspensiones celulares:

1) Analisis cuantitativo del porcentaje de células GFP™ encontradas en cada una de las

capas del BO.

Para ello se dividio el BO postnatal en tres zonas: por un lado la CCG, por otro la
zona ocupada por la CM+CPs (correspondiente a CPI+CM+CPE), y por otro la CG. Se
contaron, en un total de 8 animales (4 transplantados con células de BO y otros 4 con
células de EGL), el nimero de células GFP" en cada una de estas tres capas del BO, y
los datos se expresaron como porcentajes sobre el total de células GFP" encontradas en

las tres zonas del BO.
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Fig.20. Transplante de precursores EGFP* (sin expandir) de BO y EGL de E13,5 en BO
neonatal P5-P7. Suspensiones celulares de BO (A-D) y EGL (E-H) que expresan EGFP, se

transplantaron estereotaxicamente en la ZSE del BO neonatal. Los animales se analizaron a las 1-4
semanas postransplante. Una semana postransplante las células EGFP® presentaron una morfologia
migratoria relativamente simple (A). Sin embargo, tras 2-4 semanas, las células EGFP" alcanzaron las
distintas capas del BO del raton huésped, principalmente la CCG (B-C, E-G). Respecto a las otras capas, se
observaron diferencias significativas en la migracion de los dos tipos celulares procedentes del BO y de las
EGL, tendiendo mas estos tltimos hacia la CG, y las de BO hacia la CM y CPs (D, H). Se contaron las
células de las distintas capas y se expresaron como porcentaje sobre el total de las células EGFP*
encontradas en las secciones de cada tipo. Los resultados fueron la media £ S.E.M de los ratones que
reciben células de BO (n=4; 1-4 semanas postransplante) o de LGE (n=4; 1-4 semanas postransplante).
CCQG, capa de células granulares; CPI, capa plexiforme interna; CM, capa mitral; CPE, capa plexiforme
externa; CG, capa glomerular; CPs, capas plexiformes. Escala (mostrada en G), A-C, E, G, 80 um; F, 20

pm.



Como puede apreciarse en la Fig. 20D y H, existia una mayor migracion de las
células GFP" de la EGL hacia la CG, mientras que un porcentaje significativo de las
células GFP" del BO permanecian en las CM+CPs, y un menor porcentaje alcanzaba la
CG. No se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de células GFP"
encontradas en la CCG.

En los transplantes de las células de BO, se obtuvieron (Fig. 20A-D):

-Un 67,1 + 6,5% de células GFP" en la CCG.

-Un 15,5 + 1,8% de células GFP" en la CM+CPs.

- Un 8,9 + 0,5% de células GFP" en la CG.

En los transplantes de las células de EGL, se obtuvieron (Fig. 20E-H):

-Un 78,9 + 2,5% de células GFP" en la CCG.

- Un 4,7 + 1,8% de células GFP" en la CM+CPs.

-Un 17,7 + 1,7% de células GFP" en la CG.

Mediante analisis estadistico, se comprobd que existian diferencias significativas
(p<0,05) entre los porcentajes de las células de BO y de EGL encontradas en la CG y en
la CM+CPs, pero no en la CCG. Esta diferente migracion de las células de EGL y BO

dentro del BO huésped, sugiere que se trata de poblaciones celulares distintas.

2) Andlisis del fenotipo celular mediante inmunotincién para distintos marcadores

celulares.

Para ello se utilizaron marcadores de fenotipos neuronales propios del BO, como
se indica en la tabla I y Figs. 21 y 22.

La mayoria de los precursores de BO y EGL se diferenciaron hacia fenotipos
granulares y periglomerulares, observados no soélo por la morfologia neuronal
caracteristica (ver a continuacion), sino también por la existencia de células GAD" y
GFP" (Fig. 21A-C), GABA" y GFP" (Fig. 21D-F, Fig. 22A-C) y TH' y GFP" (Fig. 21G-
H, Fig. 22D-F). Ademas, se encontraron células procedentes de la EGL que expresaban
marcadores de interneuronas glomerulares y periglomerulares del BO, como
parvalbumina (Fig. 22G-I) y calbindina (Fig. 22J-L). Sin embargo, no se hallaron
células del BO que expresaran estos marcadores (Tabla I). En ningin caso pudo

demostrarse la presencia de células GFP" y calretinina’.



Tabla I. Caracterizacion neuroguimica de las interneuronas derivadas de las células transplantadas

Marcador
GABA/GAD | TH Calbindina | Parvalbumina | Calretinina
Transplantes de + + - - -
BO
Transplantes de + + + + -
EGL

Secciones coronales de BO de animales P5-P7, que reciben transplantes de precursores EGFP" de BO y EGL,
fueron inmunotefiidos con anticuerpos para detectar marcadores de interneuronas de BO a las 2-4 semanas

postransplante.

Estas diferencias inmunohistoquimicas entre las neuronas procedentes de BO y de
EGL, indican nuevamente que en el BO existen precursores de interneuronas distintos a
los de la EGL.

En los animales transplantados con células de BO, que se mantuvieron durante 10
semanas, se encontraron neuronas con espinas dendriticas en las prolongaciones GFP”,
tras su analisis al microscopio confocal (Fig. 21J-M). En secciones de dichos
transplantes, se realizaron tinciones para sinaptofisina (Fig. 21L, M), una proteina
presindptica, cuyo patréon punteado reveld la maduracién de estas neuronas (Vicario-
Abejon et al., 1998). Ademas la cotincion GFP y sinaptofisina, mostrd espinas
dendriticas muy préximas a los botones de sinaptofisina’, lo que sugiere que podrian
establecerse contactos sinapticos entre las células transplantadas y las del huésped. Sin
embargo, para demostrarlo habria que realizar un analisis electrofisioldgico y de

microscopia electronica.



Sinaptofisina/GFP

Fig.21. Diferenciacion y maduracion neuronal de precursores EGFP* (sin expandir) de BO
de E13,5, transplantados en BO neonatal. Suspensiones celulares de BO se transplantaron
estereotaxicamente en la ZSE del BO neonatal. Dos-diez semanas postransplante, se analizaron las
secciones de BO neonatal, encontrandose neuronas granulares y periglomerulares, con morfologias
caracteristicas y con tinciones especificas para GAD (A-C), GABA (D-F) y TH (G-I). La colocalizacion
GFP y GABA (F) se observo en determinadas areas del cuerpo celular con un color amarillo (marcado con
la flecha). Sin embargo, en el caso de GAD y GFP (C), y en el de TH y GFP (I), se observo la tincion para
marcadores de interneuronas, rodeando el cuerpo celular EGFP". En secciones analizadas a las 10
semanas postransplante se observaron neuronas granulares, muy maduras, con ramificaciones que
alcanzaban la CPE (J) y con espinas dendriticas GFP" (inserto de K). La tincién para sinaptofisina (L, M),
proteina presinaptica, revel6 la proximidad entre la espinas y los botones presinapticos sinaptofisina®,
sugiriendo la posibilidad de la formacién de sinapsis entre las neuronas derivadas del transplante y las
neuronas del BO huésped. Imagenes representativas de 8 animales. Escala (en C), A-C, 8 um; D-F, 15

pm; G-I, 20 pm;J, 25 pm; K-M, 10 um; inserto, 4 pm.
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Fig.22. Diferenciacion y maduracion de precursores EGFP* (sin expandir) de EGL de
E13,5, transplantados en BO neonatal. Suspensiones celulares de EGL se transplantaron
estereotaxicamente en la ZSE del BO neonatal. Dos-cuatro semanas postransplante se analizaron las
secciones de BO neonatal tifiéndolas con anticuerpos especificos de marcadores de interneuronas: GABA
(A-C), TH (D-F), Parvalbimnina (PARV, G-I) y Calbindina (CALB, J-L), para los cuales se observo
doble tincion. Las flechas indican las células GFP' que expresan los marcadores mencionados. Iméagenes

representativas de 4 animales. Escala (en C) 15 pm.
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3) Anélisis morfolégico mediante microscopia confocal de las neuronas GFP-.

Para ello se tomd como criterio el analisis de las tres morfologias principales de
las neuronas encontradas en las capas granular, mitral y plexiformes: neuronas con una
unica dendrita apical, neuronas con dos dendritas apicales y neuronas multidendriticas
(Fig. 23). En general, el cuerpo celular de las neuronas con una o dos dendritas era

ovalado, mientras que el de las neuronas multidendriticas era poligonal.



Para poder comparar las neuronas de ambas poblaciones celulares, BO y EGL, se
clasificaron 50 células de cada poblacion, atendiendo a las tres categorias morfoldgicas
mencionadas mencionadas.

En los transplantes de las células de BO, se obtuvieron (Fig. 23A-F):
- 50% de neuronas GFP" con una dendrita apical (Fig. 23A, B).
- 44% de neuronas GFP" con dos dendritas apicales (Fig. 23A, C).

- 6% de neuronas GFP" multidendriticas (no mostrado).

Ademas de estas morfologias, se observo que en animales analizados 3-4 semanas
postransplante, la dendrita o dendritas apicales, caracteristicas de la mayoria de las
neuronas granulares, crecieron longitudinalmente, de modo que atravesaron la CM y
extendieron ramas dendriticas (con espinas) en la CPE. Asi llegaron hasta el limite entre
la CPE y la CG, donde el crecimiento dendritico se detuvo y aumentd el nimero de
ramificaciones (Fig. 23A y 20C). Las neuronas granulares tenian ademds dendritas
mucho mas cortas que las apicales, orientadas hacia las partes mas profundas de la
CCQG. Estas caracteristicas son similares a las ya descritas por otros autores para las
neuronas granulares del BO (Shipley yEnnis, 1996; Bailey et al., 1999; Carleton et al.,
2003; Lemasson et al., 2005; Lledo ySaghatelyan, 2005). En algunas secciones, también
se observaron células cuyo cuerpo estaba situado en posicion horizontal, entre la CPI y
la CM (no mostrado).

En lo que se refiere a las neuronas periglomerulares también se encontraron varios
tipos morfologicos, en los transplantes de células de BO. Unas células, que a medida
que iban migrando radialmente hacia la CG iban adquiriendo una orientacion horizontal
y una morfologia caracteristica de las células dopaminérgicas del hospedador (Fig. 23D
y su inserto), situandose proxima a la CPE. Y otras mas pequefias, que se situaban entre
los glomérulos, y poseian gran cantidad de dendritas cortas (Fig. 23E).

En los transplantes de las células de EGL, se obtuvieron (Fig. 23G-K):

- 58% de neuronas GFP con una dendrita apical (Fig. 23H, I).

- 16% de neuronas GFP con dos dendritas apicales (no mostrado).

- 26% de neuronas GFP multidendriticas (Fig. 23J).

En estos transplantes de EGL, al igual que en los de BO, las células granulares
extendian su prolongacion o prolongaciones, con espinas dendriticas, a lo largo de la
CPI, CM y CPE, vy al llegar a la CG, su crecimiento se frenaba, siendo caracteristica la

amplia ramificacion dendritica en la CPE.
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Fig.23. Diferencias morfoldgicas entre las neuronas procedentes de precursores sin expandir
de BO y de EGL, transplantados en BO neonatal. Dos-cuatro semanas postransplante se
observaron en las capas CCG y CM+CPs tres tipos de morfologias principales: neuronas con una dendrita
apical (A, B, H, I); neuronas con dos dendritas apicales (A, C) y neuronas multidendriticas (J). F-G son
graficas con los datos representativos de los tres tipos de neuronas sobre un total de 50 células analizadas
en transplantes de BO y EGL, respectivamente. D, E, K son neuronas periglomerulares, representativas de
BO y EGL. No se realizé ningin analisis morfolégico detallado de estas neuronas periglomerulares,

aunque se observaron posicionamientos muy similares a las del huésped, (horizontal de E, similar a las
endogenas del inserto), sugiriendo una integracion de las neuronas transplantadas con las del huésped.
Escala (mostrada en C), A, E, 1, 20 um; B, C, 40 um; H, 35 um; D, J, K, 15 um.

Respecto a las células periglomerulares, observadas en el transplante de EGL, se

encontrd variedad en cuanto a su disposicion en la CG. Unas estaban situadas en zonas



proximas a la CPE, dispuestas horizontalmente a las capas, y generalmente eran
parvalbumina” o calbindina’ (Fig. 22G-L); otras mas proximas a la capa del nervio
olfativo, y otras situadas entre los glomérulos. Por lo general, estos dos ultimos tipos
celulares poseian cuerpos mas redondeados que el primer tipo (Fig. 23K).

Todos estos resultados indican que los precursores de interneuronas de BO y EGL
de E13,5 pertenecen a dos poblaciones celulares distintas, cuyas neuronas difieren en
morfologia, expresion de marcadores inmunohistoquimicos y migracion en el BO
postnatal. Sin embargo, ambas poblaciones de precursores poseen la capacidad de
diferenciarse in vivo a los principales tipos de interneuronas del BO, y de situarse en sus
correspondientes capas neuronales. De esta forma, es posible deducir la capacidad de
los precursores de E13,5, para responder a sefiales extracelulares del BO, y a la vez,
corroborar la capacidad del BO neonatal para incorporar nuevas neuronas a su
estructura. Nuestros resultados sugieren que, tanto las interneuronas generadas en el
propio BO, como las procedentes de la EGL, contribuyen junto con las neuronas
mitrales y empenachadas, al establecimiento de un circuito sinaptico funcional (ver

discusion).

3. Células madre (troncales) neurales de BO y EG de E13,5-
14,5,

Las dos caracteristicas fundamentales, aceptadas en el campo de las células madre
(o troncales) neurales, para ser consideradas como tales son su capacidad de
autorrenovacion y su multipotencialidad (Anderson et al., 2001; Temple, 2001) Estas
dos caracteristicas ya fueron demostradas en el laboratorio anteriormente, mediante
analisis clonal de células de BO en cultivo, y su diferenciacion a corto plazo a neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos (Vicario-Abejon et al., 2003; Yusta-Boyo et al., 2004) Nos
referiremos a estas células como CMBO. Respecto a las células de EG, crecidas en
presencia de mitdgenos, otros autores ya habian demostrado con anterioridad sus
caracteristicas de células madre o troncales (Vescovi et al., 1993; Reynolds y Weiss,
1996). Nos referiremos a ellas como CMEG.

Por tanto, partiendo de estos antecedentes, nuestro objetivo se centré en la
caracterizacion de la respuesta a mitdgenos de las dos poblaciones de CMBO y CMEQG,
y en la comparaciéon de su potencialidad para generar neuronas con alto grado de

maduracion, desde el punto de vista morfologico y de expresion de proteinas



presindpticas, ademas de células de la glia. Asimismo, quisimos analizar si las células
de BO, con caracteristicas de CMN, eran capaces de dar lugar a interneuronas
gabaérgicas y dopaminérgicas, ademds de neuronas mitrales/empenachadas. Por otra
parte, dado que una caracteristica general de las neuronas gabaérgicas de varias regiones
cerebrales, es la dependencia de la neurotrofina BDNF, para su maduracion y
supervivencia (Vicario-Abejon et al., 2003; Pineda et al., 2005), estudiamos el efecto
del BDNF sobre la maduracion de las neuronas derivadas de las CMBO y CMEG.
También se estudiaron los efectos de los factores extracelulares, que se indicaran en los

siguientes apartados.

3.1. Potencialidad de las CMBO y CMEG para generar neuronas y glia.

Para este tipo de estudio, se realiz6 la proliferacion y expansion del cultivo de
CMBO y CMEG con los factores mitogenos EGF y FGF2, y también, con EGF so6lo, la
expansion del cultivo de CMEG. Se habia probado previamente en el laboratorio
(Vicario-Abejon et al, 2003) que las células de BO soélo respondian a EGF, si antes se
las habia tratado con FGF2. Todas estas condiciones se probaron en dos edades
embrionarias, E13,5 y E14,5.

Se obtuvieron neuroesferas en flotacion en cultivos de BO y EG, mientras se
mantuvieron los factores de crecimiento FGF2 y EGF (Fig. 9 de Material y Métodos).
Para inducir la diferenciacion de las CMBO y CMEG a neuronas (TuJ1"), astrocitos
(GFAP") y oligodendrocitos (O4"), se sembraron las células en un sustrato adherente,
retirando los factores de crecimiento durante 3-4 dias (Fig. 24A-F). Como se muestra en
las graficas de la Fig. 24G-H, el porcentaje de neuronas TuJ1" obtenidas a partir de las
CMBO, tanto de E13,5 (31%) como de E14,5, (42%) fue significativamente mayor
(p<0,05) que el obtenido a partir de las CMEG, procedentes de cualquiera de las edades
y expandidas en las distintas condiciones (24% y 25% cuando el cultivo se expandio
con EGF y FGF-2, de edades de E13,5 y E14,5, respectivamente; y 24% y 22% cuando

el cultivo se expandid solo con EGF, de edades de E13,5 y E14,5, respectivamente).
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Fig.24. Comparacion de la potencialidad de las CMBO y CMEG de E13,5-14,5 para
generar neuronas y glia. Las células madre neurales de BO y de EG (CMBO y CMEG,
respectivamente) , crecidas previamente con EFG + FGF2, o solamente con EGF, se sembraron sobre
un sustrato adherente durante 3-4 dias, se fijaron y se tifieron con anticuerpos especificos para los tres
tipos celulares diferenciados del SNC: neuronas (TuJl, A, D), astrocitos (GFAP, B, E) y
oligodendrocitos (O,4, C, F). Las graficas G y H muestran la media + S.E.M de los porcentajes
obtenidos de cada tipo celular, en cada condicidn, a partir de CMBO (G) y CMEG (H). Se observé un
potencial neurogénico significativamente mayor en las CMBO que en las CMEG, en ambas edades (a).
De la misma forma, se observo una diferenciacion a oligodendrocitos significativamente mayor en las
CMEG de ambas condiciones (EGF + FGF2 y EGF) que las CMBO, a la edad de E14,5. La
diferenciacion a astrocitos fue significativamente mayor en las CMEG de E14,5, tratadas unicamente
con EGF. a: p<0,05 BO (TuJ1) de E13,5 vs EG (TuJ1) de E13,5 y BO (TuJ1) de E14,5 vs EG (TuJ1) de
E14,5. b: p<0,05 EG (04) de E14,5 vs BO (O,) de E14,5. c: p<0,05 EG (GFAP) de E14,5 en
condiciones de EGF vs EG (GFAP) de E14,5 en condiciones de EGF + FGF2. Los resultados son la
media = SEM de 4 cultivos. Escala (en F) 50 pm.



No hubo diferencias significativas en el porcentaje de astrocitos entre los cultivos
de CMBO (36% y 20% para las edades de E13,5 y E14,5, respectivamente) y CMEG
(24% y 22%, para E13,5 y E14, 5, respectivamente) en condiciones de expansion con
los dos factores mitogenos. Sin embargo, los cultivos de CMEG de E14,5 tratados con
EGF so6lo, presentan un porcentaje de astrocitos (44%) significativamente mayor
(p<0,05) al del resto los cultivos de CMEG en las distintas condiciones y edades (en
concreto, 29% en E13,5 con EGF so6lo y 22% con ambos en E14,5).

El porcentaje de oligodendrocitos fue bastante similar en los cultivos de CMBO y
CMEG de E13,5: para el BO fue de 11% y para la EG fue de 8 y 10% en CMEG
crecidas con EGF s6lo y con EGF+FGF2, respectivamente. Sin embargo, se
encontraron diferencias significativas entre los datos obtenidos a partir de CMEG en
ambas condiciones (9% con EGF y 10% con ambos mitégenos) y los obtenidos a partir
de CMBO (6%) en la edad de E14,5.

Estos resultados mostraron dos poblaciones distintas de CMN, la de BO y la de
EG, con respuestas distintas frente a los factores mitogenos EGF y FGF2, teniendo las
CMBO un mayor potencial neurogénico, especialmente las aisladas a la edad
embrionaria de 14,5 dias, y las CMEG de E14,5, un mayor potencial para generar
oligodendrocitos. Ademas, los resultados muestran que, en ausencia de FGF2, el EGF
promueve la diferenciacion de astrocitos, sin afectar a la producciéon de neuronas y

oligodendrocitos.

3.2. Expresion de los factores de transcripcion Gsh2 y DIx2

La expresion de los factores de transcripcion Gsh2 y DIx2, se analizaron en ambas
poblaciones de células madre, CMBO y CMEG, mediante RT-PCR en condiciones de
proliferacion e inmunocitoquimica en condiciones de diferenciacion. Los cultivos se
expandieron con los dos factores mitdgenos EGF y FGF2. Tras varios pases (3 y 4),
parte de las células se analizaron por RT-PCR, con el objeto de observar una posible
activacion o apagamiento de la expresion de Gsh2 con la expansion. En ambas
poblaciones y a ambos pases, se detectdé el mRNA de Gsh2 (Fig. 25H y 26H). Los
niveles de Gapdh fueron similares en todas las muestras, indicando que era posible la

comparacion de los niveles de Gsh2.
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Fig.25. Diferenciacion de las CMEG a neuronas gabaérgicas. Tras el crecimiento de las CMN de
EG de E13,5 y E14,5 con EGF + FGF2, se sembraron durante 15-20 dias en ausencia de los factores
mitégenos. Tras su fijacion se realizaron dobles inmunotinciones con anticuerpos especificos para GAD y
DIx2 (A, B) y para MAP2ab y GABA (C-F). Se observaron neuronas GAD/DIx2", que se indican con las
flechas y neuronas GAD/DIx2, que se indican con las cabezas de flechas (A-B). C, D son campos
representativos de las neuronas gabaérgicas cultivadas en condiciones control, cuyos porcentajes medios,
56 y 67% en cultivos de E13,5 y E14,5, respectivamente, se representan en G. Estos valores son la media
+ SEM de los datos de 4 cultivos de 2 experimentos. Algunos cultivos se trataron con 20 ng/ml de BDNF
(E, F), que no produjo cambios significativos en el nimero de neuronas gabaérgicas (G). H, I) representan
los resultados de las reacciones de RT-PCR realizadas para detectar Gsh2 y Gapdh. El mRNA de Gsh2 se
hallé en las CMEG de E13,5 en proliferacion (pases 3 y 4, EGps3 y EGps4, respectivamente). El de
Gapdh solo se us6 como control de carga de cada muestra. CT, control de tejido de BO de E18,5. Escala

(en B) 40 pm.
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Fig.26. Diferenciacion de las CMBO a neuronas gabaérgicas. Tras el crecimiento de las
CMBO de E13,5 y E14,5 con EGF + FGF2, se sembraron durante 15-20 dias en ausencia de los
factores mitégenos. Tras su fijacion, se realizaron dobles inmunotinciones con anticuerpos
especificos para GAD y DIx2 (A, B) y para MAP2ab y GABA (C-F). Se observaron neuronas
GAD'/DIx2", que se indican con las flechas, y neuronas GAD'/DIx2", que se indican con las cabezas
de flechas (A-B). C, D son campos representativos de las neuronas gabaérgicas crecidas en
condiciones control, cuyos porcentajes medios, 64 y 57% en cultivos de E13,5 y El4,5,
respectivamente, se representan en G. Estos valores son la media = SEM de los datos de 4 cultivos de
2 experimentos. Algunos cultivos se trataron con 20 ng/ml de BDNF (E, F), que no produjo cambios
significativos en el niimero de neuronas gabaérgicas (G). H, I) representan los resultados de las
reacciones de RT-PCR realizadas para detectar Gsh2 y Gapdh. EIl mRNA de Gsh2 se hall6 en las
CMBO de E13,5 en proliferacion (pases 3 y 4, BOps3 y BOps4, respectivamente). El de Gapdh solo
se us6 como control de carga de cada muestra. CT, control de tejido de BO de E18,5. Escala (en B),

40 pm.



Otra parte de las células se sembrd en condiciones de diferenciacion, y tras su
fijacion, las células se tifieron con anticuerpos especificos para DIx2 y GAD. Tanto en
los cultivos de CMEG (Fig. 25A-B) como de CMBO (26A-B), se observaron células
DIx2" y GAD" y células DIx2" y GAD", como ocurrié en los cultivos de precursores sin
expandir (Figs. 15-17).

Estos resultados muestran la capacidad de las CMN de BO y EG para expresar

factores de transcripcion caracteristicos de interneuronas.

3.3. Maduracion de neuronas derivadas de CMN.
Para promover la maduracidon neuronal, tras la expansion estandar de las CMN, se

sembraron éstas durante 15-20 dias en presencia de 5% de FBS, sobre un sustrato

adherente y sin EGF y FGF2.

3.3.1. Generacion de neuronas gabaergicas.

En los cultivos de CMEG, un 56% de las neuronas (MAP2ab") de E13,5 y un 67%
de E14,5, eran gabaérgicas (Fig. 25C, D, G). Porcentajes similares se encontraron en los
cultivos de CMBO a las mismas edades, 64 y 57% para células de E13,5 y E14,5,
respectivamente (Fig.26C, D, G). Algunos de los cultivos se trataron con BDNF,
observandose una mayor maduracion morfologica, pero ningun tipo de cambio
numérico significativo (Fig. 25E-G y 26E-G. Ver mds adelante).

Para el evitar una posible contaminacion de las suspensiones celulares de BO con
células procedentes de la EGL, también se realizaron cultivos de CMBO a partir de la
mitad rostral del BO de E13,5. Una vez diferenciadas, dieron lugar a un 57,2 + 2,9%
(n=4) de neuronas gabaérgicas.

Con el mismo objetivo, se realizaron cultivos de CMBO, también a la edad de
E12,5, para asegurarnos de la obtencion de células gabaérgicas en embriones en los que,
probablemente, no habia comenzado la migracion celular por la CMR. De esa forma, se
podria afirmar que las células gabaérgicas que se encontraban en los cultivos de CMBO,
eran generadas principalmente por el neuroepitelio del propio BO. Efectivamente se

obtuvo un 58,7 + 3,9% (n=4) de neuronas gabaérgicas.



Fig. 27. Obtencién de neuronas gabaérgicas a partir de neuroesferas clonales de
CMBO. Células tnicas, procedentes de neuroesferas de CMBO de E13,5 se sembraron en pocillos
de placas de 96 (A). Algunas de ellas dieron lugar a neuroesferas clonales (B), que se diferenciaron
(C) mediante la retirada de los factores mitdgenos. Tras su fijacion, se tifieron con anti-GABA,
obteniéndose neuronas gabaérgicas (D, E) en un 67% de los clones. Son resultados representativos de

2 experimentos. Escala (mostrada en E), A, 9 um; B, C, 30 pum; D, E, 20 pm.

Posteriormente, con el objetivo de mostrar que las neuronas gabaérgicas que se
encontraban en los cultivos en diferenciacion, se generaban a partir de las CMBO de
E13,5, y no a partir de progenitores gabaérgicos, que ya se encontraban en el BO a esa
edad, se llevo a cabo un andlisis clonal (Fig.27). Para ello, se sembr6 una suspension de
CMBO disociadas a partir de esferas primarias, en placas de 96 pocillos, a razon de 2
células/ 200 pl /pocillo. Al dia siguiente, el 31,4% (n=2 experimentos) de los pocillos
poseian una célula unica (Fig. 27A). Tras 7-10 dias, el 72,2% de las células tnicas
formaron esferas (Fig. 27B), las cuales fueron inducidas a diferenciarse durante 10-14
dias (Fig. 27C-E). Posteriormente, se fijaron y se tifieron para detectar GABA,
observandose que un 67% de los clones se generaron neuronas gabaérgicas (Fig. 27D,
E). La mayoria de los clones también dieron lugar a células gliales.

Estos resultados confirman que precursores del neuroepitelio del BO, que poseen

caracteristicas de CMN en cultivo, son una fuente de neuronas gabaérgicas.

3.3.2. Generacién de neuronas mitrales



Para completar el estudio sobre la generacion de las distintas las principales
neuronas del BO, se tifieron los cultivos de CMBO en diferenciacion con el anticuerpo
anti-Tbrl, marcador de neuronas mitrales y empenachadas, obteniendo un 9,2% en los
cultivos de E13,5 (Fig. 28A-B y 28E). En este ensayo, s6lo se realizaron tinciones de
cultivos de E13,5, puesto que, como hemos visto, la diferenciacion de las CMBO de
13,5 y 14,5 produjo porcentajes similares de neuronas. La adicion de BDNF caus6 un

aumento del 26% (no estadisticamente significativo) en el nimero de neuronas Tbrl".
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Fig.28. Diferenciacion de las CMBO a neuronas mitrales/empenachadas. Tras el crecimiento
de las CMBO de E13,5 con EGF + FGF2, se sembraron durante 15-20 dias en ausencia de los factores
mitdgenos. Tras su fijacion, se realizaron dobles inmunotinciones con anticuerpos especificos para Tbrl
y MAP2ab (A-D). Se observaron neuronas mitrales/empenachadas (MAP2ab" y Tbrl"), que se indican
con las flechas, que correspondieron a un 9,2% del total de neuronas (MAP2ab"), en los cultivos
crecidos en condiciones control (E). Este valor es la media £ SEM de los datos de 4 cultivos de 2
experimentos. Algunos cultivos se trataron con 20 ng/ml de BDNF (C, D), sin obtenerse diferencias

significativas en el nimero de neuronas mitrales/empenachadas (E). Escala (en B) 40 pum.
3.3.3. Generacién de neuronas dopaminérgicas
Dentro del estudio sobre la generacion de diversos tipos de neuronas, se  estudio

la diferenciacion de las CMN a neuronas dopaminérgicas, centrandonos



fundamentalmente en las CMBO, puesto que uno de los objetivos que se pretendia era
la bisqueda de porcentajes elevados de neuronas dopaminérgicas a partir de células de
BO, con el fin de emplearlas como modelo de terapia celular en ratones
hemiparkinsonianos, estudio que se esta desarrollando en colaboraciéon con la Dra.

Rosario Moratalla del Instituto Cajal (CSIC).
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Fig.29. Diferenciacion de las CMBO a neuronas dopaminérgicas. Tras el crecimiento de las
CMBO de E13,5 con EGF + FGF2, se sembraron durante 15-20 dias en ausencia de los factores
mitdégenos. Tras su fijacion, se realizaron dobles inmunotinciones con anticuerpos especificos para
TH y MAP2ab (A-D). Se obtuvieron un 18 y un 16% de neuronas dopaminérgicas (MAP2ab" y
TH") en cultivos de E13,5 y E14,5 respectivamente (E). Estos valores son la media + SEM de los
datos de 4 cultivos de 2 experimentos. Algunos cultivos se trataron con 20 ng/ml de BDNF (C-D), no
obteniéndose diferencias significativas en el nimero de neuronas dopaminérgicas con respecto al

control. Escala (en B) 40 um.

Sin ningun tipo adicional de factor extracelular afiadido al cultivo, se obtuvieron

un 18 y un 16% de células TH', en cultivos de CMBO de E13,5 y El4,5



respectivamente (Fig. 29A, B, E). Adicionalmente, se diferenciaron CMEG de E13,5 y
se analiz6 el porcentaje de células dopaminérgicas, obteniéndose un 34,8 + 2,7 % (n=3).

Posteriormente, mediante la adicion de factores extracelulares, se traté de producir
un mayor numero de este tipo neuronal. Como se ha mencionado anteriormente, las
neuronas dopaminérgicas se identificaron por la expresion de TH. En estudios que se
estan llevando a cabo en el laboratorio, se utilizaran otros marcadores y técnicas con
objeto de determinar el tipo exacto de neuronas dopaminérgicas y su funcionalidad.

A) Mediante neurotrofinas: BDNF y NT3

Se sabe que tanto el mRNA del BDNF como de su receptor de alta afinidad, el
TrkB, se expresan en el BO (Nef et al., 2001). Ademas, las neuronas
dopaminérgicas son capaces de responder a BDNF, una neurotrofina que promueve
su diferenciacion y maduracion (Vitalis et al., 2005).

Para determinar si la proteina TrkB se expresaba in vivo, secciones de criostato
se inmunotifieron con un anticuerpo especifico contra el dominio tirosina quinasa
del receptor (Vicario-Abejon et al., 1998). Las tinciones mostraron su presencia en
el BO postanatal (P5 y P21), mas concretamente en las células mitrales y en las
periglomerulares (Fig. 30A, B). La doble tincion para TrkB y SV2 mostr6, ademas,
que TrkB se expresaba en los terminales sinapticos de los glomérulos (Fig. 30C-E),
ya que se observd colocalizacion de TrkB™ en botones SV2°, siendo ésta una
proteina presinaptica, involucrada en la siaptogénesis y la funcion sinaptica (Chin et
al., 1995; Crowder et al., 1999).

En consonancia con este patrén de expresion, en los cultivos de CMBO de
E13,5, en diferenciaciéon a largo plazo, una dosis de 20 ng/ml afiadida en dias
alternos, promovi6é la maduraciéon neuronal. Dicha maduracion se observd en la
morfologia de las células TuJ1" (Fig. 31A, B) y de las interneuronas gabaérgicas
(Fig. 31E-H) y dopaminérgicas (Fig. 31I-L), en particular. Algunas células poseian
cuerpos neuronales més grandes, con mas ramificaciones neuriticas (Fig. 31A-D), al
igual que una mayor expresion de las proteinas presindpticas sinapsina-I y SV2 en
un patréon punteado, tipico de neuronas maduras (Fig. 31C-L). Sin embargo, el
BDNF no produjo aumentos significativos del nimero de neuronas TH', que siguio
siendo similar al del control. En cultivos tratados con BDNF, se obtuvo 21 y 17% de
neuronas dopaminérgicas a partir de CMBO de E13,5 y E14,5 respectivamente (Fig.

29C-E). Tampoco se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de



neuronas gabaérgicas entre cultivos control y tratados con la neurotrofina (Fig.

26E).
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Fig.30. Expresion de TrkB y SV2 en el BO. Secciones coronales de BO de ratones P5 y P21, se
tifleron con anticuerpos especificos para TrkB y SV2. Se observé expresion de TrkB en las neuronas
mitrales (A) y glomerulares (B), y cotincién de TrkB en terminales presinapticas SV2' de los
glomérulos (C-E). Se muestran tinciones representativas de 2 animales de P21. Escala (en B), A, B, 25

um; C-E, 30 pm.

Estos resultados muestran que el BDNF promueve la maduracion morfologica
y sinaptica de las neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas obtenidas a partir de las
CMBO embrionario en cultivo, sin influir significativamente en el numero de
neuronas.

Ademas del BDNF, en otros cultivos se afiadid6 NT3 (neurotrofina 3), que
ejerce sus acciones principalmente por activacion del receptor TrkC (Vicario-
Abejon et al., 1998). En los cultivos de CMBO, el efecto fue similar al del BDNF, la
adiciéon de NT3, aumentdé la maduraciéon morfoldgica, pero no el nimero de
neuronas. Por otra parte, en cultivos de CMEG, la adicion de BDNF, pero no la de
NT3, modificé el porcentaje de neuronas dopaminérgicas con respecto al control
(34, 8 £ 2,7%). Siendo 46,9 + 2,1% y 38,8 = 2,9%, para BDNF y NT3

respectivamente (n=3).



Sinapsina-l

Fig. 31. Papel del BDNF en la diferenciacién y maduracién de neuronas derivadas de
CMBO de E13,5. Las CMBO se sembraron en un sustrato adherente durante 15-20 dias. Tras su
fijacion, se tifieron con anticuerpos especificos para observar expresion de la B-tubulina (Tull),
sinapsina-I, SV2, GABA y TH. La columna de la izquierda de la figura representa cultivos control (A,
C,E, F, 1,J), ylade la derecha cultivos tratados con BDNF (B, D, G, H, K, L). En los cultivos tratados
con BDNF se observaron morfologias neuronales mas maduras (B, D, G, K), mayor tincion de
marcadores presinapticos en neuronas en general (comparar D vs C) y en interneuronas gabaergicas
(comparar H vs F) y dopaminérgicas (comparar L vs J), en particular. Los resultados son

representativos de 4 cultivos de 2 experimentos. Escala (en B), A-D, 40 pm; E-L, 20 pum.

B) Mediante la adicion de FGF8 y SHH, en combinacion con BDNF
El FG8 es un factor difusible, que interviene en la organizacion temprana de
distintas estructuras del telencéfalo, controlando la expresion de determinados

factores de transcripcion, entre ellos los implicados en la diferenciacion de neuronas



dopaminérgicas (Barberi et al., 2003; Vitalis et al., 2005). Se ha descrito como

factor ventralizante del tubo neural (Garel et al., 2003). De la misma forma, el Shh,

también esta implicado directamente en la neurogéneis temprana, concretamente en

la especificacion de poblaciones ventrales en el tubo neural (Machold et al., 2003).

Con el objetivo de obtener células dopaminérgicas a partir de las CMBO,
estructura que recibe células de origen ventral (Marin y Rubenstein, 2001), se

afladieron dichos factores extracelulares, en distinta combinacioén y concentracion, a

los cultivos de CMBO en proliferacion y diferenciacion.

B1) Se afiadi6 FGF8 (50 ng/ml) en dias alternos, durante 4 dias, en condiciones de
proliferacién, para probar si el FGF8 podia inducir la diferenciacion de las
CMBO, en presencia de los mitogenos EGF y FGF2. No se observaron
diferencias significativas con los cultivos control (Unicamente tratados con
FGF2 y EGF), ya que la inmensa mayoria de las células nestina” eran BrdU"

(Fig. 32A-D).

Nestina

Nestina E+F+FGF8

Fig. 32. Efecto del FGF8 sobre las CMBO en fase de proliferacion. Las CMBO se sembraron
en sustrato adherente con factores de crecimiento durante 4 dias, en presencia de EGF + FGF2 (E + F;
A, B) y de EGF + FGF2 + FGF8 (C, D), siendo la dosis de éste ultimo 50 ng/ml. Veintidos horas antes
de la fijacion, se afiadiéo BrdU (5 pM), para marcar las células proliferativas. Tras la fijacion, se tifieron
con anticuerpos especificos para BrdU y nestina. No se observaron diferencias claras entre los cultivos
control y los tratados con FGF8. Resultados representativos de 3 cultivos de un experimento. Escala (en

B) 50 pm.
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Fig.33. Efecto del FGF8 sobre las CMBO en fase de diferenciacion. Las CMBO se
sembraron en sustrato adherente y se retiraron el FGF2 y el EGF. Se afadieron distintas dosis de
FGFS8: 0 (Control, A, B), 10 ng/ml (C, D) y 50 ng/ml (E, F) en dias alternos, durante 4 dias.
Veintidos horas antes de la fijacion, se afiadié BrdU para marcar las células proliferativas. Tras la
fijacion, se tifieron con anticuerpos especificos para BrdU y nestina. La grafica G muestras los
distintos porcentajes de células BrdU" con respecto al total de nestina®, 0,7%, 2,8% y 16,1% a dosis
de 0, 10 y 50 ng/ml de FGFS, respectivamente. La grafica H muestra el porcentaje de células
nestina’, con respecto a las células totales, a distintas dosis de FGF8, 0 (control), 5, 10, 20, 50, 100
ng/ml, no habiendo diferencias significativas entre ninguna de ellas, aunque si una tendencia a la
disminucién de células nestina’ en cultivos tratados con FGF8 a dosis mayores de 20 ng/ml. Los

resultados son la media = SEM de 6 cultivos de un experimento. Escala (en B) 45 um.



B2)

B3)

A continuacion, se probo el efecto de varias dosis de FGF8 sobre las CMBO en
condiciones de diferenciacion, durante 4 dias. No se encontré ninguna célula
BrdU" en ausencia de FGF8, probablemente debido a que los cultivos carecian
de factores mitogenos. Sin embargo, se observo que el nimero de células BrdU"
aumentaba con el incremento de la dosis de FGF8 (0, 10, 50 ng/ml. Fig. 33A-F).
Sin embargo, el porcentaje de nestina con respecto a las células totales, aunque
parecia tener una tendencia a disminuir con el aumento de dosis de FGF8, no
sufri6 cambios significativos a las distintas dosis de FGF8 (0, 5, 10, 20, 50, 100
ng/ml). Fig. 33H.

Se realiz6 un experimento de combinacion de los factores FGF8, BDNF y SHH,
a distintas dosis, en condiciones de diferenciacion, en presencia y ausencia de
suero se alcanzo el 15-17% de células TH™ de cultivos controles o tratados
unicamente con BDNF (Fig. 29). Sin embargo, si se encontraron diferencias
entre los distintos tratamientos con respecto a las células TuJ1" (Fig. 34 y Tabla
IT). A pesar de que ningln tratamiento produjo aumento de neuronas respecto al
correspondiente control, se observé el mayor nimero de células TuJ1" con el
tratamiento de SHH (200 ng/ml) mas un 2% de FBS, y en segundo lugar, la
combinacion de FGF8 + BDNF (50 ng/ml y 20 ng/ml, respectivamente), en
ausencia de suero. Los demas tratamientos, con y sin FBS, dieron lugar a un
nimero similar de células TuJ1" al del control sin suero (Tabla IT). En presencia
de los tres factores y suero, se observo el menor nimero de neuronas Tull
positivas, aunque algunas desarrollaron una morfologia mas compleja, lo que

podria sugerir una mayor maduracion neuronal (Fig. 34).

Tabla Il. Efecto de SHH, FGF8, BDNF y sus combinaciones sobre la diferenciacion de CMBO a
neuronas.
Control | SHH | FGF8 | SHH+FGF8 | SHH+BDNF FGF8+BDNF | FGF8+SHH+BDNF
Sin FBS 169 145 184 139 117 260 150
2% FBS 349 334 153 158 - - 106

Las CMBO se sembraron en condiciones de diferenciacion durante 5 dias. Se anadi6 en dias alternos los distintos factores

mencionadas y sus combinaciones, llevando como control el cultivo sin factores. Los resultados representan el niimero de

células TuJ1" encontradas en 10 campos. Son resultados de dos cultivos. Se emplearon dosis distintas de los factores, sin

encontrar ningun efecto significativo, especialmente en la induccion de neuronas dopaminérgicas: FGF8 (50 y 100

ng/ml), SHH (100 y 200 ng/ml) y BDNF (20 ng/ml).
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Fig.34. Efecto del FGF8, SHH y BDNF en la diferenciacion neuronal de CMBO de

E13,5. Las CMBO se sembraron en condiciones de diferenciacion, durante 11 dias, afiadiendo en
dias alternos SHH, FGF8 y BDNF, solos o en distintas combinaciones, a concentraciones de 200,
50 y 20 ng/ml, respectivamente. Tras su fijacion, las células se tifieron para TuJ1. Los resultados,
son representativos de dos cultivos de un experimento. La presencia de FGF8 produjo un aparente
alargamiento de las neuritas TuJ1* (B, D). La presencia de SHH solo, disminuyé el niimero de
células TuJ1", pero parecié promover la maduracién morfoldgica de algunas neuronas, como se
indica con las flechas (C, E, F). La presencia de los tres factores promovié la maduracion
morfologica de algunas neuronas (F). Las imagenes son representativas de los cultivos crecidos sin

suero. Escala (en B) 55 pm.

C) Mediante el protocolo descrito por Barberi et al (2003), modificado.

El tratamiento consecutivo de células ES con: suero (0-5 dias), suero + FGFS8
+ SHH (5-8 dias), medio DMEMN2 con FGF2 + FGF8 + SHH (8-11 dias),
DMEMN?2 con 4cido abscorbico + BDNF (11-14 dias) fueron las condiciones
especificas, utlizadas por el grupo de Lorenz Studer (Barberi et al., 2003) para
obtener el mayor porcentaje de neuronas dopaminérgicas. Por ello empleamos este
protocolo y modificaciones del mismo, en cultivos de CMBO. Sin embargo, en

. N
nuestras condiciones no hubo aumento de neuronas TH' con respecto al control.



D) Mediante el protocolo descrito por Bosch et al (2004), modificado.

El grupo Jordi Alberch (Bosch et al., 2004) obtuvo neuronas gabaérgicas,
tras el tratamiento de una linea celular de células madre neurales de estriado
embrionario con acido retinoico (AR), seguido de una serie de moléculas como KCI.
Por este motivo, junto con la descripcion de Wang et al (2005) de que el AR
promovia la diferenciacion hacia fenotipos neuronales y la neurogénesis in Vivo,
quisimos probar si un pretratamiento con AR de las CMBO, podria favorecer la
generacion de neuronas, y en concreto, dopaminérgicas como otros grupos habian
conseguido a partir de células ES humanas (Park et al., 2004). Asimismo el KCI, se
utiliza en algunos protocolos de diferenciacion porque incrementa la actividad
neuronal, y este hecho promover diferenciacion (Bosch et al., 2004; Moriyasu et al.,
2006).

Sin embargo, las CMBO de E13,5 fueron demasiado sensibles al tratamiento
con AR (a pesar de emplear dosis muy bajas de 0,01, 0,1 y 0,5 uM) y al DMSO en
el que fue disuelto, provocando en todos los casos la muerte de las células, creando
un halo de células muertas en el lugar donde se anadio el AR o el DMSO. Por lo
tanto, en ninguno de las pruebas, ni siquiera con dosis bajas de AR se consiguid
obtener un mayor numero de células dopaminérgicas, ni tampoco de células TuJ1",

respecto al control.

E) Mediante prediferenciacion seguida de la adicion de FGF2.

La idea fue inducir la diferenciacion de las CMBO mediante la retirada de
mitogenos y adhesion al sustrato y, una vez comenzado su proceso de
diferenciacion, anadir FGF2, ya que este factor promueve la diferenciacion neuronal
en células postmitoticas (Vicario-Abejon et al., 1995; Barberi et al., 2003). Bajo
nuestras condiciones, con el FGF2 se obtuvo mayor cantidad de células TuJ1", que
en el control, pero no se demostrd diferenciacion dopaminérgica.

En general, con estos resultados podriamos decir, que ninguno de los
tratamientos utilizados indujo la diferenciacion de CMBO de E13,5 hacia neuronas
dopaminérgicas, mas alld de la induccion obtenida en condiciones controles, es
decir, en presencia de suero y sin ningin factor extracelular definido. Los datos
preliminares obtenidos tras el tratamiento con FGF2, sugieren que podria emplearse
como un primer paso o pretratamiento interesante para la generacion de neuronas, y

subsecuentemente, de los fenotipos buscados. El BDNF promovi6 la maduracion,



por lo que su adicion in vivo o la prediferenciacion con BDNF antes del transplante,
podria promover la maduracion neuronal, mejorando también su supervivencia
postransplante.

Una vez analizados los distintos ensayos, podemos concluir, que las CMBO son
capaces de generar en cultivo, las principales neuronas del BO, tanto interneuronas
gabaérgicas y dopaminérgicsa, como neuronas de proyeccion. Y el mayor o menor
porcentaje de cada tipo neuronal, dependera de encontrar los distintos factores

extracelulares, e intracelulares, que induzcan la diferenciacion neuronal.

3.3.4. Efecto del IGF-1 sobre las interneuronas gabaérgicas y

dopaminérgicas del BO.

Ademas de los factores mitdgenos EGF y FGF2, necesarios para la proliferacion y
expansion de las CMN de BO y EG, la insulina, es uno de los componentes principales
del medio DMEMFI2N2, necesaria para la proliferacion, supervivencia y
diferenciacion de las CMN. Debido a que el IGF-I es un factor de la familia de la
insulina, a su importancia en el desarrollo de algunas estructuras del SNC (Varela-Nieto
et al., 2003), y a los estudios previos realizados en el laboratorio con células del raton
nulo para Igf-1, (Pichel et al., 2003; Vicario-Abejon et al., 2003) estudiamos su
influencia en la generacion y diferenciacion de las interneuronas del BO. Hasta ahora se
sabia que la falta de IGF-I en el raton, provocaba reduccion del tamafio del cerebro,
hipomielinizacion, reduccion del didmetro axonal y pérdida selectiva de algunas
poblaciones neuronales (Cheng et al., 1998; Russo et al, 2005). Concretamente en el
BO, la poblacion mas afectada fue la de las neuronas mitrales, que se encontraban
disminuidas en nimero y dispuestas de forma desordenada en su capa (Pichel et al.,
2003; Vicario-Abejon et al., 2003).

Se analizo el fenotipo del raton nulo para Igf-1 frente al salvaje, en las poblaciones
de interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas del BO (Fig. 35). Ademas, se observo si
la falta de IGF-I afect6 a la poblacion de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra. El andlisis se realiz6 a la edad embrionaria de E18,5, y a edades postnatales (PS5,
P21 y P49). En general, se observo una disminucion de los distintos tipos neuronales en
el mutante, frente al animal salvaje. En concreto, se aprecié una menor tincién para
GAD en la CPE y en los glomérulos (Fig. 35A, B) y de TH, principalmente en la CG

del BO (Fig. 35C-H). Respecto a las neuronas TH', se observé una moderada



desorganizacion de las mismas, no estando todas las neuronas alineadas en su
correspondiente CG, ni tampoco en la zona CPI-CM, como ocurre en el BO del raton
salvaje (Fig. 35C-H). Una de las capas mas afectadas fue la CG, donde las neuronas
periglomerulares dopaminérgicas fueron contabilizadas en dos animales postnatales
(P49) de cada tipo. Se obtuvieron 44.159 + 351 neuronas dopaminérgicas por animal,
en el salvaje, y 22.205 + 650 en el mutante, lo que supone que mediante el test
estadistico de la t-student, se observan diferencias significativas entre los dos tipos de

animales (Fig. 351).
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Fig.35. Diferencias fenotipicas en las interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas del
BO entre el raton mutante nulo y el salvaje para Igf-1. Secciones coronales de BO del animal
salvaje (A, C, E, G) y mutante (B, D, F, H) para Igf-l, de distintas edades, E18,5, P7 y P49, se tifieron
con anticuerpos especificos para neuronas gabaérgicas (GAD: A, B) y dopaminérgicas (TH: C-H). Se
observo, una disminucién en la tincién de GAD y TH, un menor nimero de neuronas TH' (grafica
G) y una disposicion mas desorganizada de estas interneuronas en sus correspondientes capas del BO

en el mutante, como se indica con las flechas (D, F). Los resultados se expresan como numero total



de células TH" £ SEM por animal salvaje (n=2) o mutante (n=2) para IGF-I. Imagenes

representativas de 4 animales. Escala (mostrada en B), A, B, 35 um; C, D, 80 pm; E-H, 45 pm.

Todos estos resultados muestran las diferencias entre la organizacion del BO del
ratoén nulo para el IGF-1 y el del salvaje en animales embrionarios y postnatales. Estas
diferencias pueden apreciarse a nivel celular en las interneuronas gabaérgicas y
dopaminérgicas, tanto en la disminucién de su nimero, especialmente de neuronas TH',
disminuciéon de su diferenciacién, asi como en la desorganizacion de sus
correspondientes capas. Aparte, la falta de IGF-I no produjo cambios apreciables en la

poblacion de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra.

3.4. Diferenciacion de CMBO in vivo: transplante en el BO de P5-P7.

El objetivo de este experimento era conocer la capacidad de diferenciacion de las
CMN de BO de E13,5 en un ambiente distinto del suyo propio embrionario, pero
también neurogénico, como es el BO de P5-P7. Se trataba de saber, por una parte, si esa
capacidad para diferenciarse a los distintos fenotipos celulares del SNC, observada in
vitro, era reproducible in vivo. Y por otra parte, si eran capaces, ademas, de migrar a
distintas capas del BO neonatal.

En estos experimentos so6lo se transplantaron CMBO de E13,5, y no CMEG,
puesto que el estudio de las células de BO era el principal interés del laboratorio,
mientras que la EG se estudié como fuente de células que contribuyen al desarrollo del
BO. Estos transplantes se realizaron siempre con células de ratones EGFP para poder
visualizarlas, inyectandolas en la ZSE del BO. Los animales transplantados se
analizaron tras 1-10 semanas. A su vez, se tratd de transplantar estas misma células en
embriones de E15,5, pero la falta de un ecégrafo, no permitio la inyeccion precisa de las
células en el BO del embrion.

Se observo que las CMBO, recogidas en su fase de proliferacion, eran capaces de
diferenciarse in vivo a los distintos fenotipos neurales del SNC: neuronas (MAP2ab’,
Fig. 36A-C), astrocitos (GFAP", Fig. 36D-F) y oligodendrocitos (04", Fig. 36G-I),
quedando algunas como células neuroepiteliales (nestina’, Fig. 36J-L). Sin embargo, su
capacidad de migracion e integracion en las distintas capas del BO neonatal fue
limitada. La mayoria de las CMN transplantadas permanecieron cercanas al lugar de
inyeccion (ZSE), sin realizar migracion apreciable (Fig. 37A-C), salvo en algunos casos

contados. Siendo justamente, estas células que lograron salir del lugar de inyeccion, las



que se diferenciaron hacia neuronas mas maduras, que, incluso desarrollaron espinas

dendriticas (Fig. 37D e inserto).

CMBO (E13,5) ——) BO
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Fig.36. Transplante de las CMBO E13,5 in vivo, en el BO neonatal. Las CMBO de E13,5
que expresan EGFP, se transplantaron en la ZSE del BO de P5-P7. Una-cuatro semanas
postransplante, se procesaron los animales y se analizaron los BO. Se tifieron secciones coronales de
vibratomo con anticuerpos especificos: MAP2ab, GFAP, O, y nestina. Se observaron las células
GFP' que expresaban MAP2ab (A-C), GFAP (D-F) y O, (G-I), respectivamente. Otras quedaron
como células indiferenciadas nestina” (J-L). Resultados representativos de 4 animales analizados.

Escala (en C), A-C, G-I, 15 um; D-F, 40 um;J-L, 20 um.

En comparacion con los precursores transplantados sin expandir (Figs. 20-23), se
pensd que una posible razéon de esa falta de migracion estaria relacionada con la
inyeccion de las CMBO en fase de proliferacion. Por ello, se realizd6 una
prediferenciacion en cultivo antes de transplantarlas, consistente en sembrarlas sobre
sustrato adherente, sin factores mitégenos durante 1-2 dias, recogerlas y transplantarlas.

De esta forma, algunas de las células que se transplantaban ya expresaban TuJl, GFAP



y O4, hecho que comprobamos mediante inmunotinciones, y por tanto, supuestamente
podrian poseer una mayor capacidad de diferenciacion y migracion. Sin embargo, las
CMN prediferenciadas en cultivo y transplantadas, no migraron apreciablemente fuera
del lugar de la inyeccion (Fig. 37E-F), aunque si expresaron marcadores de

diferenciacion neuronal, como MAP2ab (no mostrado).

CMBO (E13,5) ——) BO

2 semanas 3 semanas

4 semanas 10 semanas

CMN prediferenciadas

1 semana 2Semanas

Fig.37. Analisis de la migracién de las CMBO y las CMBO prediferenciaadas de E13,5
transplantadas en el BO neonatal. Las CMBO de E13,5 que expresan EGFP, se transplantaron en
el BO de P5-P7. A las 1-10 semanas postransplante, se observd que la mayor parte de las células
permanecian en el lugar del transplante (en la ZSE: A-C). Solamente algunas de ellas migraron hacia
capas mas periféricas, donde una minoria se diferencié hacia fenotipos neuronales maduros, y
desarrollaron espinas dendriticas (D e insertos). E, F) se prediferenciaron las CMBO en cultivo

retirando los factores mitdgenos durante 1-2 dias y posteriormente, se transplantaron en el BO neonatal.



Se observo, que de forma similar a los transplantes de CMBO, las células permanecian,
mayoritariamente, en el lugar de inyeccion, en la ZSE. Secciones representativas de 3-5 animales.

Escala (en B), A, D, E, 80 um; B, C, 50 um; F e insertol, 20 um; inserto2, 10 um.

Estos resultados nos indican que a pesar de esa capacidad de diferenciacion en
cultivo e in vivo de las CMBO E13,5 hacia los distintos fenotipos neuronales del SNC,
su capacidad de migracion e integracion en el tejido fue limitada. Estos aspectos se
estan estudiando en el laboratorio con el objetivo de mejorar el potencial de las CMBO

y asi poder ser empleadas en terapias regenerativas, en modelos animales.

4. Células madre (troncales) neurales de BO adulto.

El BO adulto es una de las pocas estructuras del SNC que mantiene su capacidad
para seguir recibiendo y, probablemente, generando neuronas, en pequefia cantidad, y
glia durante toda la vida del individuo (Hinds, 1968a; Luskin, 1993; Gritti et al., 2002;
Bedard y Parent, 2004).

La busqueda de CMBO adulto tienen como objetivo, en primer lugar, encontrar
una fuente de CMN relativamente accesible para su posible empleo en terapias de
enfermedades neurodegenerativas, pudiéndose realizar un autotransplante, evitando asi
el rechazo; y en segundo lugar, evitar los problemas éticos que llevan consigo la

utilizacion de CMN embrionarias.

4.1. Caracterizacion in vitro.

Las CMBO adulto, obtenidas de animales de 1,5-5 meses de edad, crecieron, al
igual que las embrionarias en forma de neuroesferas en flotacion en presencia de EGF y
FGF2 (Fig. 38B y Fig. 41A). Sin embargo, su tasa de renovacion fue inferior a la de las
embrionarias, lo cual se observod en los dias transcurridos hasta realizar un pase, 7-10
dias, principalmente en los 2-3 primeros pases. A partir del cuarto-quinto pase, la tasa
de renovacion iba aumentando, acercandose a la de las embrionarias, siempre que las
CMBO adulto se sembraran a una densidad algo mayor (8.000-10.000 células/ cm?). Por
las caracteristicas mencionadas, el cultivo de estas células, parece mas complicado de
sacar adelante, que el de las embrionarias. Haciendo uso del protocolo de Gritti et al
(2002) modificado, conseguimos aumentar la eficacia del crecimiento de CMBO,

obteniendo neuroesferas de un 57,1% de los animales adultos empleados.

4.1.1. Analisis clonal.



Con el objetivo de observar la capacidad de autorrenovacidon que caracteriza a las
células madre individuales, se sembraron las CMBO adulto como se describe en el
apartado 3.1.1, a razén de 2 células/ pocillo. Al dia siguiente, un 25% de los pocillos
tenian una célula unica (Fig. 38A), de las cuales, a los 7-10 dias un 29,1% formaron
neuroesferas (Fig. 38B), y se sometieron a las condiciones de diferenciacion (Fig. 38C).
Tras 7-10 dias se inmunotifieron para los distintos fenotipos neurales del SNC, neuronas
(TulJ1), astrocitos (GFAP) y oligodendrocitos (O4). En un numero reducido de cultivos
(n=3), solamente se pudieron detectar astrocitos a partir de dichos clones (Fig. 38D).
Sin embargo, en los cultivos de alta densidad se pudo observar la diferenciacion de las
CMBO adulto a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (ver mas adelante. Fig. 41B-D).

Aun asi, estos resultados demostraron la capacidad de autorrenovacion a partir de

una unica célula de BO adulto.

Fa

Fig. 38. Andlisis clonal de CMBO adulto. Las CMBO de ratones adultos se sembraron a una
densidad de célula unica (A). Un 29,1% de ellas formaron neuroesferas (B), de las cuales el 85,7% se

diferenciaron (C) mayoritariamente a astrocitos GFAP" (D). Resultados representativos de 3 cultivos.

Escala (en B), A, 9 um, B, C, 60 pm, D, 45 pm.

4.1.2. Caracterizacion de los cultivos en fase de proliferacion

La capacidad proliferativa de las CMBO adulto, medida por el ensayo de
incorporacion de BrdU, fue muy alta, tanto en el pase 3 como en el 8. Se hall6é un 89,7%
de células BrdU" (Fig. 39A, C). Ademas, un 96,3% de células expreso nestina (Fig.
39B, C).



La grafica 39D muestra esta tasa de renovacion o numero de veces que va
aumentando el nimero de células con la realizacion de pases (del 2 al 19), siendo en los
primeros relativamente bajo, y yendo aumentando hasta estabilizarse en un valor de

aproximadamente 6-8 veces.
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Fig.39. Capacidad proliferativa de las CMBO adulto. Las CMN de BO adulto se
sembraron en presencia de FGF2 y EGF, durante 4 dias. Veintidos horas antes de la fijacion se
afiadio BrdU para marcar las células proliferativas. Tras la fijacion, las células se tifieron con
BrdU (A) y nestina (B). La grafica C muestra los porcentajes medios = SEM (n=8 cultivos de 2

experimentos) de las células nestina® y BrdU’, respectivamente, con respecto a las células



totales. La grafica D muestra el aumento, en veces, del numero de células entre los distintos

pases. Escala (mostrado en B) 40 um.

También se lograron aislar CMN de BO de ratones C57B1/6 que expresaban la
proteina EGFP, las cuales crecieron en forma de neuroesferas en flotacion, todas ellas
expresando altos niveles de EGFP, muy utiles a la hora de realizar transplantes (no
mostrado).

Otro de los experimentos realizados fue el andlisis del cariotipo de las CMBO
adulto, debido a que como han publicado algunos autores (Karpowicz et al., 2004) las
c¢lulas madre tras 10-11 pases pueden sufrir alteraciones cromosomicas. El objetivo de
este experimento fue el andlisis de los cromosomas de las CMBO tras 14 pases en
cultivo, mediante el protocolo SKY. El cariotipo fue completamente normal (Fig. 40),
sin ningin tipo de alteracion cromosomica. Cada cromosoma presentaba su color
correspondiente, sin existir ninguna combinacion de colores en un mismo cromosoma,
lo que supondria alteraciones cromosdmicas, probablemente por permanecer 3,5 meses
en cultivo y ser expandidas tantas veces. Estos resultados apoyan seguir estudiando el
potencial las CMBO adulto como una posible fuente celular para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas en modelos animales.
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Fig.40. Analisis del cariotipo de las CMBO adulto. Las CMBO adulto de pase 14, mantenidas en
proliferacion, con factores FGF2 y EFG, se sometieron a un analisis de su cariotipo, siguiendo el

protocolo denominado SKY. No se observd ninguna alteracion cromosémica.



4.1.3. Diferenciacion de las CMBO adulto a neuronas y glia

Se midi6 la capacidad de las CMBO de adulto, crecidas como neuroesferas (Fig.
41A) de diferenciarse a los distintos fenotipos neurales del SNC (Fig. 41B-D). Para ello,
se sembraron las células sobre poliornitina y fibronectina, retirando los factores de
crecimiento y dejandolas crecer durante 3-4 dias. Se obtuvieron un 20,1% de neuronas
TuJ1, un 59,2% de astrocitos GFAP" y un 10,8% de oligodendrocitos O4" (Fig. 41B-
E). Es decir, el potencial neurogénico de las CMN de BO adulto (Fig. 41) fue menor
que las de BO embrionario (Fig. 24), al contrario que el potencial de generacién de

astrocitos.
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Fig.41. Diferenciaciéon de las CMBO adulto a neuronas y glia. Las células de BO se
sembraron en cultivos a una densidad de 6.000-8.000 células/cm® con factores mitégenos, FGF2 y
EGF, y crecieron en forma de neuroesferas (A), de forma similar a las embrionarias. Tras su

proliferacion, se sembraron en ausencia de mitdgenos durante 4 dias. Posteriormente se fijaron, se



tifleron con anticuerpos especificos, observandose su capacidad de diferenciarse hacia los tres
fenotipos neurales del SNC: neuronas (TuJ1, B), astrocitos (GFAP, C) y oligodendrocitos (O4, D). La
grafica E muestra la media de los porcentajes + SEM de los distintos fenotipos celulares. Los
resultados son representativos de 8 cultivos de 2 experimentos. Escala (en B), A, 55 pm ;B-D, 50

pm.

4.1.4. Fenotipos neuronales caracteristicos del BO.

La diferenciacion a medio plazo, con el objetivo de conseguir fenotipos
neuronales caracteristicos del BO, fue algo problematica por la escasa supervivencia de
las células. Solo se pudieron tener 10 dias como maximo en cultivo. Se tratd de reducir
también el FBS al 2 y al 0%, para evitar la excesiva formacion de astrocitos, fenotipo al
que por defecto tendian a diferenciarse, mayoritariamente, las CMBO adulto.

Se obtuvo una cantidad notable de oligodendrocitos tras 10 dias en cultivo con 5%
y 2% de FBS (no mostrado). Sin embargo, fue mas complicado la obtencién de
neuronas muy diferenciadas, concretamente, las neuronas positivas para MAP2ab eran
muy escasas (Fig. 42A), y las interneuronas GABA" y calretinina” también (Fig. 42B y
C). Estos datos indican que es necesario el uso de factores extracelulares definidos o la
sobreexpresion génica para la obtencion de un alto numero de neuronas y

oligodendrocitos.
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Fig.42. Diferenciacion de las CMBO adulto a fenotipos neuronales caracteristicos
del BO. Las CMBO adulto se sembraron en ausencia de factores mitdgenos durante 10 dias.
Tras su fijacion, se tifieron con anticuerpos especificos para neuronas en general (MAP2ab", A)
e interneuronas en particular (GABA”, B y calretinina”, C). Se observo expresion para todos
esos tipos celulares, aunque la proporcion de células positivas fue baja. Resultados

representativos de 4 cultivos. Escala (en D), A, 20 um; B, C, 8 um.

4.2. Caracterizacion in vivo: Transplante de las CMBO de adulto en el
BO de P5-P7.

En este ensayo, al igual que se realiz6 anteriormente con las CMN embrionarias y
los precursores embrionarios sin expandir, se trataba de analizar la capacidad de
diferenciacion de las CMBO adulto in vivo, en un ambiente neurogénico real, asi como
su capacidad de migracion y de incorporacion a las distintas capas del BO neonatal.

Para ello se transplantaron en la ZSE del BO de P5-P7, CMBO adulto de ratones
CD1 infectadas con vectores lentivirales que expresaban la EGFP (Fig. 43A, B). Con
estos vectores, aunque la eficiencia de la infeccion es muy alta, alrededor de un 80%, se
observo una disminucién de la viabilidad del cultivo tras la infeccion. En préximos
experimentos se transplantardn células aisladas de ratones transgénicos EGFP. Los
animales se analizaron 4-7 dias postransplante, sobre todo con el objetivo de observar la
supervivencia de las CMBO. Las células transplantadas se detectaron sin necesidad de
anticuerpo, debido a la intensidad de la EGFP.

Se observaron células en el lugar del transplante, sin ninguna migracioén aparente,
pero con morfologias diferenciadas, aparentemente gliales (Fig. 43C). Algunas células
salieron del lugar de inyeccion, alcanzando la CCG, la CM o la CG (Fig. 43D-F) y
adquiriendo morfologias granulares (Fig. 43D, E). Otras, quedaron en la zona
superficial del BO, emitiendo gran cantidad de neuritas, largas y ramificadas (Fig. 43G,
H), mostrando la capacidad de diferenciacion de estas células.

Estos resultados suponen un dato mas para apostar por las CMBO adulto, ya que
parecen ser capaces de diferenciarse in Vivo, y las neuronas resultantes migran a
distintas capas del BO. Lo cual podria ser un primer paso antes de la realizacion de

transplantes en el estriado de animales hemiparkinsonianos.



Fig.43. Transplante de CMBO adulto EGFP* en BO de P5-P7. Suspensiones celulares de
CMBO de adulto infectadas con vectores lentivirales que expresaban la EGFP, se transplantaron en la
ZSE del BO de P5-P7. A y B representan CMBO de ratones CD1 infectadas con vectores lentivirales, y
mantenidas 3 dias en cultivo, con EGF y FGF2, después de iniciarse el protocolo de infeccion. A los 4-
7 dias postransplante, se analizaron secciones del BO, observandose: células que permanecian en la
ZSE, sin migrar aparentemente, pero que poseian procesos, sugiriendo diferenciacion celular (C);
células que migraban alcanzando la CCG (D), la CM-CPI (E) o la CG (F), con morfologias granulares
(D, E) y posiblemente glomerulares (F); y células que quedaron en la capa del nervio olfativo, que
emiten una serie de neuritas muy ramificadas hacia la CG y otras capas internas del BO. A juzgar por
su aspecto morfologico, algunas de estas células podrian haber alcanzado un alto grado de
diferenciacion. Resultados de 5 animales. Escala (mostrada en B), A, B, D, E, 40 p; C, 20 um; F-H, 25

pm.



V. DISCUSION



1. Generacion de interneuronas y neuronas mitrales/empenachadas en

el BO

En roedores, primates y humanos, las neuronas excitatorias de la corteza cerebral
(neuronas piramidales) y del BO (neuronas mitrales y empenachadas), se generan
localmente en zonas germinales del telencéfalo rostral embrionario. En concreto, en
zonas que rodean el ventriculo lateral, desde donde migran principalmente de un modo
radial, hasta su zona destino (Hinds, 1968b, 1968a; Rakic, 1971; Nomura y Osumi, 2004;
Blanchart et al., 2006). Sin embargo, el origen de las interneuronas durante el periodo
embrionario, parece ser mas diverso y dependiente de la especie estudiada. Por lo
general, se piensa que la mayoria de la interneuronas del BO embrionario, al igual que las
interneuronas corticales, no se generan localmente en el BO o en la zona ventricular
cortical, sino que proceden de las EG (Marin y Rubenstein, 2003; Stenman et al., 2003).
Desde éstas, por migracion tangencial, alcanzan su destino final correspondiente (De
Carlos et al., 1996; Anderson et al., 1997; Pencea y Luskin, 2003; Wichterle et al., 2003).
Mediante una serie de técnicas de inyeccion de trazadores, de transplante de progenitores
celulares especificos y de analisis de ratones nulos o knockouts para determinados genes,
como Nkx2.1, Gsh2, DIx2, Pax6 y Arx, ha sido posible determinar las rutas de migracion
tangencial que siguen las progenitores celulares desde la EGM, el area entopeduncular
ventral (AEV), la EGC y la EGL en el raton embrionario. Asi, se determind que las tres
primeras son fuente de interneuronas corticales y la ultima (EGL) es fuente de
interneuronas del BO. Incluso se defini6 mas de una ruta de migracion tangencial a
distintos niveles de profundidad del tejido (de Carlos et al., 1996; Marin y Rubenstein,
2001; Wichterle et al., 2003; Yoshihara et al., 2005).

Sin embargo, parece ser que no todas las interneuronas corticales tienen su origen
en esas estructuras, y alcanzan la corteza por migracion tangencial. Algunos autores
como (Letinic et al., 2002) defienden que en el hombre, la principal fuente de neuronas
gabaérgicas corticales es la zona ventricular cortical. Y al igual que la corteza, el BO
probablemente posea una fuente endégena de interneuronas, como se podria deducir de
algunos trabajos de ratones nulos para Gsh1/2, DIx1/2, Arx o Sp8. En ellos, se muestra
una reduccion de la expresion de marcadores gabaérgicos y dopaminérgicos en la CCG y
CG del BO, pero no una pérdida completa de estas neuronas (Qiu et al., 1995; Anderson

et al., 1997; Bulfone et al., 1998; Corbin et al., 2000; Toresson y Campbell, 2001; Yun et



al., 2001; Stenman et al., 2003; Yun et al., 2003; Yoshihara et al., 2005; Waclaw et al.,
2006).

En esta tesis, uno de los principales objetivos es mostrar una serie de evidencias que
permitan proponer que el neuroepitelo del BO es una fuente local de interneuronas, tanto
en edades embrionarias como adultas, adicional a la fuente mayoritaria procedente de la
EGL o de la ZSV, respectivamente. Seglin datos de otros autores (Pencea y Luskin, 2003;
Yoshihara et al., 2005) y de esta tesis, a la edad de E13,5, las células migratorias de la
EGL no han alcanzado el BO.

Asi, mediante una combinacion de técnicas, de analisis in situ del BO en desarrollo
por inmunotinciones para distintos marcadores celulares, de transplantes celulares en
rodajas y en BO neonatal de P5-P7, y de cultivos celulares de precursores celulares sin
expandir y de CMN, tratamos de mostrar la generacion de interneuronas gabaérgicas y
dopaminérgicas a partir de los precursores del BO de E13,5.

1) Por una parte, los precursores de BO de E13,5 cultivados sin factores
mitdgenos, es decir, sin expandir, dieron lugar a un 22% de neuronas gabaérgicas
(GAD") a los 6 dias y un 13% de neuronas dopaminérgicas (TH") a los 15 dias. Entre
ambas constituyeron un porcentaje considerablemente elevado de interneuronas.

2) Por otra parte, esos mismos precursores transplantados ex Vvivo, en rodajas
de BO de E13,5, que preservan gran parte del microambiente que existe in vivo,
generaron un 31% de neuronas gabaérgicas (GABA") y un 12% de neuronas
dopaminérgicas (TH").

3) Los precursores de BO de EI13,5 transplantados in vivo, en el BO de
ratones postnatales (P5-P7), edad distinta a la suya propia, pero con elevada
neurogénesis, dieron lugar a gran cantidad de interneuronas, principalmente
granulares y algunas periglomerulares, que expresaban GAD', GABA" y TH', y
morfologicamente muy maduras. Concretamente, en algunas neuronas granulares se
encontraron espinas dendriticas, muy proximas a botones sinapticos positivos para
sinaptofisina. Con ellos se podria proponer la existencia de sinapsis entre las neuronas
transplantadas GFP" y las pertenecientes al circuito del hospedador, y en ultima
instancia la existencia de integracidon, aunque para asegurarnos de ello habria que
recurrir a la electrofisiologia y a la microscopia electronica.

Los resultados obtenidos en estos tres sistemas experimentales tan distintos, indica
que la generacion de interneuronas locales en el BO es cuantitativamente significativa,

por lo que puede considerarse como un resultado consistente. Asi, la importancia de estos



resultados radica en la observacion de la capacidad de las interneuronas precursoras,
nacidas en el propio BO embrionario, para integrarse en circuitos sindpticos, de la misma
forma que lo hacen las nuevas neuronas generadas en la ZSV del telencéfalo neonatal y
adulto (Belluzzi et al., 2003; Carleton et al., 2003; Lemasson et al., 2005).

El andlisis inmunohistoquimico de las secciones de criostato revel6 la existencia de
una intensa inmunotincion para Gsh2 y DIx2 en la EGL y EGM de embriones de E12,5-
E13,5, pero no en el BO de esa misma edad. Lo que llevd a pensar que las células
migratorias de la EGL que expresaban Gsh2 y DIx2, no habian alcanzado todavia a esas
edades el BO. Estos resultados coinciden con recientes estudios que defienden que las
células derivadas de la EG no son detectadas en el BO hasta la edad de E14,5 (Pencea y
Luskin, 2003; Yoshihara et al., 2005). Tampoco se observo la expresion de doblecortina
(DCX) en una ruta migratoria continua desde la EGL hasta el BO a la edad de E13,5, sino
incipiente, probablemente formada por grupitos de células comenzando a migrar. Sin
embargo, si se encontré6 marcaje de neuronas gabaérgicas (GABA) y dopaminérgicas
(TH) en el BO de E13,5, lo que sugiere la existencia de precursores de interneuronas,
generados en el propio BO a esa edad embrionaria. Los resultados de la RT-PCR
mostraron le existencia del mRNA de Gsh2 y de DIx2 tanto en el BO y como en la EG.
Estos datos, junto con los obtenidos por inmunotincion, indican que estos factores de
transcripcion se expresaban en los precursores endogenos del BO, pero los niveles de
proteina solo son detectables a edades posteriores a E13,5-E14,5. Esto pudo corroborarse
con los cultivos de medio plazo de BO, en los que se encontr6 expresion de Gsh2 y DIx2,
lo cual puede explicarse por los 6 dias en cultivo, en condiciones de diferenciacion, que
pasan estos precursores, lo que permite la expresion de determinadas proteinas que a una
edad inicial determinada no expresa. Este ensayo mostrdé que el BO ademas de las que
recibe de la EGL (Stenman et al., 2003), posee sus propias células Gsh2" y DIx2".
Notablemente, y al contrario que las neuronas gabaérgicas de la EGL en cultivo, las
células del BO, no expresan Gsh2 (ver a continuacion).

Para confirmar que existian interneuronas generadas enddégenamente en el BO, con
caracteristicas moleculares propias, se estudiaron las células de BO independientemente
de las células de EGL, de forma que analizando sus caracteristicas fuera posible
determinar si se trataba o no de una poblacion distinta a la procedente de la EGL. Para
ello, los precursores de BO de E13,5 se aislaron de la mitad rostral del BO, es decir, de
solo un 50% del BO, asegurandonos de que no existiera contaminacion por la parte mas

rostral de la EGL, que en esas edades tiende a extenderse dentro de la parte caudal del



BO (Jiménez et al., 2002). Asi en los cultivos de medio plazo, de 6 dias, tanto de BO
como de EGL, se observaron células Gsh2" y GAD", asi como DIx2" y GAD", pero en
distintos porcentajes y con distinto patréon de expresion, siendo la colocalizacion de GAD
en las células Gsh2" de BO y EGL, de 0% y 49% respectivamente, y de 41,5% y 75,5%
en las células DIx2", respectivamente (Fig. 44). Con estos resultados puede sugerirse la
existencia de, al menos, dos poblaciones distintas de interneuronas, una de BO y otra de
EGL, basandonos en la identidad molecular de precursores de E13,5 en cultivo. Para
corroborarlo, se realizaron transplantes de precursores de BO y EGL en el BO neonatal
de P5-P7, lo que afiadié una evidencia mas de que se trataba de dos poblaciones distintas
(Fig.34), debido a los diferentes comportamientos en:

- Su migracion a las distintas capas del BO neonatal y postnatal, tendiendo los
precursores de BO a migrar hasta la CCG y la CM+CPs, y los de EGL hasta la
CCG y la CG, principalmente.

- Su diferenciaciéon a los distintos tipos de interneuronas, encontrando en
transplantes de ambos precursores, neuronas GABA", GAD" y TH", pero sélo en
transplantes de EGL neuronas calbindina’ y parvalbumina’.

- Su maduracion morfoldgica, siendo mas abundantes las neuronas granulares con
una y dos dendritas apicales, generadas a partir de precursores de BO, y las de una
dendrita y multidendriticas, las generadas a partir de precursores de EGL.

Estos resultados indican la existencia en el BO embrionario de una poblacién de
precursores que generan interneuronas, y sugiere la importancia que puede tener el origen
espacial de los precursores de interneuronas, en la adquisicion de su fenotipo final, como
ya han propuesto otros autores (Butt et al., 2005; Yuste, 2005).

En relacion con este aspecto, algunos autores (He et al., 2001; Parmar et al., 2002)
han defendido la existencia de una subpoblacién enddgena de interneuronas corticales, al
observar la diferenciacion de las CMN corticales a neuronas DIX' y GAD', datos
apoyados por la presencia de neuronas gabaérgicas DIx2" y Mashl1”, en la parte dorsal de
la zona ventricular cortical de humanos y roedores (Letinic et al., 2002; Bellion et al.,
2003). Con todos estos hallazgos podria proponerse el concepto de que las interneuronas
se originan, tanto en zonas ventriculares corticales o bulbares dorsales, como en las zonas
telencefalicas ventrales, y que la contribucion cuantitativa de cada una de estas zonas
germinales al namero total de interneuronas del embrién es especie-dependiente (Gotz y

Sommer, 2005).
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Fig.44. Diferencias entre las poblaciones de precursores de interneuronas de BO y
EGL. Tanto en cultivo, por inmunotincion para detectar factores de transcripcion de interneuronas
migratorias (Gsh2, DIx2), como in vivo, tras el transplante en BO neonatal, encontramos
diferencias entre las dos poblaciones neuronales. En los cultivos de EGL observamos células
gabaérgicas Gsh2", pero no en los de BO, pero si encontramos en ambos células gabaérgicas DIx2".
In vivo, el patron de migracion hacia las distintas capas del BO, depende del origen de los
precursores: mas frecuentemente migran las del BO a las CM+CPs y las de la EGL a la CG. La
inmunotincién de interneuronas, revela células calbindina’ y parvalbimina® en las de EGL, pero no
en las de BO. Las neuronas morfolégicamente mas caracteristicas, ademas de las que poseen una
unica dendrita apical, son las que poseen dos dendritas apicales en los transplantes de BO, y las
multidendriticas en los de EGL. CM, capa mitral; CCG, capa de células granulares; CPs, capas

plexiformes.



Con todos estos resultados, es posible hablar de la capacidad de los precursores
locales enddgenos del BO de generar interneuronas durante el periodo embrionario,
hecho que a su vez, parece persistir en el neonato (Lemasson et al., 2005), aunque ira
disminuyendo gradualmente en el adulto. A pesar de ello, es posible encontrar generacion
de interneuronas en el BO de roedor y humano adulto (Gritti et al., 2002; Liu y Martin,
2003; Suzuki y Goldman, 2003; Hoglinger et al., 2004), ademés de en la tan estudiada
ZSV del animal postnatal-adulto, como fuente principal de interneuronas del BO (Lois y

Alvarez-Buylla, 1994; Kornack y Rakic, 2001).

2. Generacion de interneuronas gabaérgicas a partir de CMBO

Respecto a las caracteristicas celulares, en esta tesis se sugiere que algunos
precursores de BO, que dan lugar a interneuronas, podrian tener propiedades de células
madre neurales in vitro. Esta idea se apoya en el analisis clonal de las CMBO de E13,5,
capaces de generar a partir de una neuroesfera clonal, tanto interneuronas gabaérgicas,
como células gliales, demostrandose su multipotencialidad y su capacidad de
autorrenovacion, es decir, sus cualidades de CMN. Para corroborarlo se cultivaron células
de BO de E12,5, edad a la que probablemente no existe CMR desde la EGL hasta el BO
(Pencea y Luskin, 2003; Yoshihara et al., 2005), y por otra, células de la mitad rostral del
BO de E13,5, asegurando la ausencia de contaminacion por parte de la EGL. En ambos
casos los porcentajes de células gabaérgicas fueron muy elevados, similares entre si y a
los obtenidos a partir de las CMEG (60-70%).

Las células madre aisladas de las EGs y del BO embrionario muestran diferencias
en su comportamiento en cultivo al igual que los precursores sin expandir, corroborando
que se trata de poblaciones celulares distintas. La primera diferencia fue observada en su
respuesta temprana a mitogenos. En las CMBO se observo una generacion mas temprana
de células sensibles a FGF2, que con la realizacion de pases sucesivos van adquiriendo la
capacidad para responder a EGF también (Vicario-Abejon et al., 2003), de acuerdo con
datos obtenidos en otras poblaciones de CMN (Ciccolini y Svendsen, 1998; Tropepe et
al., 1999). Sin embargo, las CMEG son capaces de responder desde un principio a ambos
mitdgenos, por separado. Actualmente, se estd investigando en el laboratorio sobre la
expresion de genes en CMBO y CMEG, que puedan explicar la distinta potencialidad de
las dos poblaciones. Ademas, en esta tesis observamos un mayor potencial neurogénico

de las CMBO que de las CMEG, que son mas gliogénicas, especialmente cuando son



expandidas en presencia unicamente de EGF. Estos resultados coinciden con estudios de
otros autores, que defienden que el mantenimiento de la especificaciéon molecular de las
CMN depende de la region de origen (Parmar et al., 2003). En nuestros estudios, la
obtencion de neuronas gabaérgicas que eran DIx2", a partir de cultivos de CMBO y
CMEG en diferenciacion, sugiere que las condiciones de expansion con factores
mitégenos, no producen cambios significativos en la expresion de genes que les confieran
un patron neural dorsoventral. Asi encontramos en cultivos de CMBO en diferenciacion
neuronas que expresaban Tbrl, marcador telencefalico dorsal, al igual que su RNA
mensajero (Yusta-Boyo, 2003), y neuronas que no expresan GAD, pero si Gsh2 (datos no
mostrados) de la misma forma que ocurria en los cultivos de precursores de BO sin
expandir. De forma que se corroboraban nuestros datos sobre la capacidad del
neuroepitelio del propio BO, como fuente local de interneuronas gabaérgicas, y coinciden
con otros autores acerca del mantenimiento de la especificidad molecular de las CMN
segiin la subregion telencefalica de origen (Parmar et al., 2003). Sin embargo, otros
autores observan que aunque las distintas CMN y precursores poseen especificidad
regional, no estan totalmente determinados, y responden a senales de otra region cerebral,
adquiriendo nuevos fenotipos (Vicario-Abejon et al., 1995; Hitoshi et al., 2002; Klein et
al., 2005).

La especificacion molecular de las células es tanto espacio como tiempo-
dependiente, siendo la edad del tejido clave para la obtencién de distintos fenotipos
celulares. Asi, un tejido adulto posee una mayor capacidad gliogénica, concretamente
para generar astrocitos, que uno embrionario, mas neurogénico (Palmer et al., 1997;
Vicario-Abejon et al., 2000; Lie et al., 2005, y esta tesis). Esos resultados se ven
reflejados en nuestros cultivos de CMBO adulto, siendo de un 58% y un 20% los
porcentajes de astrocitos y neuronas respectivamente, frente al 32 y 40% en los cultivos
de CMBO embrionario (Fig.35). Sin embargo, la capacidad de las CMBO adulto para
generar neuronas y glia, asi como su autorrenovacion, observada mediante analisis clonal,
hacen de este tipo celular una herramienta accesible y 1til para su estudio y manipulacion

con el fin de ser empleado en terapias neurorregenerativas.



3. Diferenciacion y maduracion de las neuronas derivadas de

CMBO. Papel de BDNF, IGF-Iy otros factores extracelulares

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la capacidad tanto de los
precursores sin expandir como de las CMBO para generar fenotipos neuronales maduros.
Asi, como hemos comentado en el punto 1, los precursores de BO de EI13,5
transplantados en BO neonatal desarrollan una morfologia madura, que incluye espinas
dendriticas en las neuronas granulares, posiblemente en contacto con botones sinapticos
positivos  para  sinaptofisina. Ademds, en cultivo, tanto las neuronas
mitrales/empenachadas, como las gabaérgicas y dopaminérgicas derivadas de precursores
de BO sin expandir, desarrollan una morfologia madura, formando una densa red
neuronal. Consistentemente con estos resultados, las neuronas derivadas de CMBO
expresan proteinas presinapticas con un patron punteado, caracteristico de neuronas
maduras. Ademas, en los transplantes neonatales de CMBO de E13,5 pudimos observar
algunas neuronas EGFP" con morfologia madura y que incluia la presencia de espinas
dendriticas. Y en los de CMBO de adulto, algunas células EGFP" con morfologias
granulares, que migraban a las capas CCG y CPI-CM del BO neonatal (Fig. 45). Estos
resultados indican una posible integracion sinaptica en el circuito del huésped, de las
neuronas derivadas de CMBO embrionario y adulto, hecho que se tiene que corroborar.
Los resultados apoyan seguir investigando con CMBO de adulto en modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson (Yusta-Boyo et al.,
2004), por su capacidad de adquirir morfologias diferenciadas, maduras y posiblemente,
también de integracion. Si bien tenemos que demostrar que las CMBO de adulto,
sobreviven y se integran en una region, el estriado lesionado, distinta de la de origen.

El BDNF tiene un efecto importante en la maduracién neuronal, de las neuronas
gabaérgicas y dopaminérgicas derivadas de CMBO, puesto que los cultivos tratados con
esta neurotrofina presentaban una mayor expresion de sinapsina-1'y SV2 que los cultivos
control (Fig.35). Sin embargo, no afectd a la supervivencia neuronal en cultivo. Otros
autores (Zigova et al., 1998; Nanobashvili et al., 2005), no obstante, mostraron un efecto
del BDNF sobre la generacion y/o supervivencia de nuevas neuronas en la ZSV rostral y
el BO del adulto. De la misma forma, el tratamiento con 200 ng/ml de BDNF de
precursores EGFP" de BO transplantados en rodajas de BO, dio lugar a morfologias
neuronales aparentemente mas maduras, con cuerpos mas triangulares y mas procesos

neuriticos que en las rodajas control, en s6lo 48 horas de cultivo, pero no produjo cambio



apreciable en el numero de las células GFP" y GABA™ (datos no mostrados). Asi, las
distintas respuestas celulares al BDNF, en los cultivos derivados de CMBO y en las
rodajas, junto con la abundancia del receptor de alta afinidad del BDNF en la CM y CG
del BO, y concretamente en los lugares sinapticos, sugiere un papel especifico de esta
neurotrofina como promotor de la maduracién morfologica y sinaptica de las neuronas
del BO. Esta especificidad de efecto sinaptogénico se ve apoyada por la falta de acciones
del BDNF en la formacién de nuevas neuronas derivadas de CMBO (Vicario-Abejon et
al., 2003; esta tesis). La posible accion de esta neurotrofina en el BO in vivo, como
promotora de la formacion y estabilizacion de sinapsis, esta de acuerdo con sus efectos en
otras regiones del SNC (Martinez et al., 1998; Vicario-Abejon et al., 1998; Rico et al.,
2002; Vicario-Abejon et al., 2002; Hu et al., 2005).

Otro factor importante en la diferenciacion de las neuronas del BO es el IGF-1
(Russo et al., 2005). Ya se describié con anterioridad en el laboratorio su efecto en la
diferenciacion neuronal y glial en cultivo, de la misma forma que la alteracion en la capa
de las neuronas mitrales y en la glia radial del BO en ratones carentes de IGF-I (Pichel et
al., 2003; Vicario-Abejon et al., 2003). En esta tesis estudiamos el efecto, tanto en la
diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas del BO, como en la
organizacion de éstas en sus correspondientes capas. Se encontré un menor nimero de
neuronas TH', una alteracion en el posicionamiento y una menor expresion de TH y
GAD en el animal mutante para IGF-1. La disminucion del nimero y de la expresion de
marcadores de las neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas, podria ser debido, bien al
menor tamafio del BO del animal mutante (Pichel et al., 2003), bien a una menor
migracion por la CMR hasta el BO, o bien a una falta de diferenciacion de las neuronas,
sin descartar la disminucion de la supervivencia. Resultados obtenidos recientemente en
el laboratorio, mediante tinciones de DCX y BrdU, sugieren que la migracion radial de
neuroblastos en el BO podria estar parcialmente inhibida en el raton nulo. La
modificacion del posicionamiento celular, podria deberse, ademas, a la alteracion de la
glia radial del mutante, por tratarse de un elemento celular clave en la migracion radial de

las neuronas dentro del BO (Puche y Shipley, 2001; Vicario-Abejon et al., 2003).
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Fig.45.Cambio en la potencialidad para proliferar y diferenciarse de las CMBO con
su edad de origen. Tanto las CMBO embrionarias como adultas, responden a EGF y FGF2
formando neuroesferas, siendo mayor la tasa de renovacion de las embrionarias (indicado con
doble flecha). Al retirar los factores, se observa un mayor potencial neurogénico (indicado por el
signo ++) de las CMBO embrionario que adulto, que genera mas astrocitos. La adicion de BDNF
produce la maduracién neuronal de las CMBO embrionarias, pero no se conoce su efecto sobre
las CMBO adultas. In vivo, tras el transplante en BO neonatal, se observa una mayor
diferenciacion y migracion de las neuronas procedentes de CMBO adulto hacia las distintas capa
del BO. CG, capa glomerular; CM, capa mitral; CCG, capa de células granulares; ZSE, zona

subependimal.



Por ultimo, otros factores y moléculas estudiadas (FGF8, SHH, AR, FGF2, KCI),
que se han descrito como implicados en la diferenciacion dopaminérgica y gabaérgica
(Ye et al., 1998; Barberi et al.,, 2003; Bosch et al., 2004; Zheng et al., 2004), no
parecieron causar efectos destacables sobre las CMBO, pero no descartamos que puedan
ejercer una accion cooperativa junto a otras estrategias que se estan desarrollando en el
laboratorio. Estas incluyen la sobreexpresion mediante vectores retro y lentivirales
(Otaegi et al., 2006) de Nurrl y Pitx3, que algunos autores han analizado, que algunos
autores han analizado en células madre embrionarias y CMN (Wagner et al., 1999; Park
et al., 2004; Lee y Kim, 2006; Martinat et al., 2006).

En definitiva, nuestros resultados muestran una formacién eficiente de
interneuronas gabaérgicas y dopaminérgicas maduras a partir de precursores enddogenos
del BO embrionario, que son molecular y fisiologicamente distintos de los de la EGL
(Fig. 44).

Desde el punto de vista celular, una proporcion de estos precursores, poseen
caracteristicas de CMN. Las CMBO no se extinguen con la finalizacion del desarrollo
embrionario del BO, sino que persisten en el BO adulto del mismo modo que se mantiene
su potencial neurogénico, al menos parcialmente (Fig. 45).

Las interneuronas generadas localmente, pueden contribuir, junto con las neuronas
mitrales y empenachadas, y las interneuronas generadas en regiones distintas al BO, en la

EGL y ZSV-CMR, a la formacion del circuito sinaptico funcional del bulbo olfatorio.



VI «» CONCLUSIONES



Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, hemos

llegado a las siguientes conclusiones:

1. Los precursores celulares sin expandir de BO y EGL, presentan
comportamientos distintos, tanto en cultivo, observable por la distinta expresion
de factores de transcripcion (Gsh2 y DIx2), caracteristicos de interneuronas,
como in Vivo, por su migracion a las distintas capas del BO y su diferenciacion a
diversos tipos de interneuronas, indicando su pertenencia a dos poblaciones

celulares distintas.

2. Los precursores endogenos del BO embrionario generan interneuronas
gabaérgicas y dopaminérgicas con un alto grado de maduracion, tanto en cultivo
como in vivo, tras su transplante en rodajas o en el BO neonatal, lo que sugiere
una fuente local de interneuronas funcionales en el BO, adicional a la ya

caracterizada en la EGL.

3. Las CMBO embrionario son capaces de diferenciarse a neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos tanto en cultivo como in vivo, presentando un mayor potencial
neurogénico que las CMEG. A pesar de ello, la capacidad de migracion y
diferenciacion in vivo de las CMBO es limitada, inferior a la de los precursores

sin expandir.

4. El EGF estimula la produccion de astrocitos derivados de CMEG, pero no tiene
efecto en el porcentaje de neuronas y oligodendrocitos, lo que sugiere que actiia

sobre un progenitor de astrocitos, y no sobre la célula madre o troncal.

5. Las CMBO de E12,5-E14,5 generan en cultivo, ademas de neuronas mitrales, un
alto porcentaje de neuronas gabaérgicas, y un menor, pero considerable
porcentaje de neuronas dopaminérgicas. El BDNF tiene un papel importante en
la maduracion morfoldgica y presinaptica de estas neuronas, pero no en su
supervivencia. Por su parte, el IGF-I es necesario para la correcta migracion y

diferenciacion de las interneuronas del BO.



6. Las CMBO adulto poseen en cultivo capacidad de autorrenovacion,
multipotencialidad y estabilidad cromosémica tras un elevado ntimero de pases,
asi como capacidad para migrar a las distintas capas del BO neonatal y para

diferenciarse in vivo.

En definitiva, nuestros resultados sugieren la existencia de una fuente local de
precursores de interneuronas en el BO, adicional a la de la EGL. Un porcentaje de estos
precursores presentan caracteristicas de CMN en cultivo, manteniéndose parcialmente
dicho potencial en el animal adulto. Asimismo, son capaces de diferenciarse in vivo a
neuronas gabaérgicas y dopaminérgicas. Estos hallazgos abren la posibilidad del empleo
de las CMBO como fuente de neuronas, para estudios de transplantes y de terapias de

neurorregeneracion.
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