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RESUMEN

Por mucho tiempo se pensé que una vez culminado el proceso de desarrollo, las células madre
neurales (CMN) y los progenitores neurales (PN) desaparecian por completo. Sin embargo,
actualmente se sabe que estas células persisten en nichos neurogénicos en el tejido adulto, sirviendo
como fuente de nuevas células nerviosas durante toda la vida, y pudiendo participar en procesos
regenerativos. Debido a esto, el estudio en profundidad de la biologia de las CMN y PN, y en
particular de los factores que regulan la proliferacién, supervivencia, migracion y diferenciacion de
estas células, es indispensable para el desarrollo y el éxito de estrategias terapéuticas. Ademas de los
factores de crecimiento y morfogénicos, otras moléculas estan cobrando interés en la actualidad, este
es el caso de ciertos neurotransmisores, en particular el GABA y de los neuroesteroides, como la
3a0,5a-tetrahidroprogesterona (30,50-THP 0 alopregnanolona), un metabolito neuroactivo de la
progesterona que actla como un potente modulador del receptor GABAA. El objetivo general del
presente trabajo fue el de estudiar el desarrollo postnatal de la extensién caudal de la zona
subventricular (ECZSV) de cerebro de rata. La ECZSV es una extensa zona germinal, aun poco
estudiada, que reviste los ventriculos laterales y que se sitta entre el hipocampo y el cuerpo calloso.
Los objetivos especificos del presente trabajo fueron, 1) evaluar el espesor de la ECZSV y la densidad
celular en la zona intermedia (ZI) asociada a ésta, mediante tinciones con hematoxilina/eosina y DAPI,
2) identificar los diferentes tipos celulares presentes en la ECZSV y en la ZI, mediante
inmunofluorescencia, utilizando marcadores especificos para PN (nestina), astrocitos (GFAP) y
progenitores de oligodendrocitos (NG2), y 3) determinar por inmunofluorescencia, la expresion de la
30-HSOR, enzima responsable de la sintesis de la 3a,50-THP, en la ECZSV vy en la ZI. Se utilizaron
ratas Sprague Dawley de 1, 4, 7, 12, 15 y 21 dias postnatales (P1, P4, P7, P12, P15 y P21). Los
resultados obtenidos muestran que tanto el espesor de la ECZSV como la densidad celular en la ZI
disminuyen en funcion del desarrollo, lo que sugiere la salida de células de la ECZSV y su migracion
a través de la ZI, hasta llegar al sitio de destino. La expresion de nestina en la ECZSV y en la ZI es
considerablemente alta en la primera semana postnatal y luego disminuye. En P1, se observa una alta
densidad de fibras nestina® en la ZI, posiblemente asociadas a procesos de migracion. La expresion de
GFAP es considerablemente alta en la ECZSV en P1 y P4, luego disminuye drasticamente hasta
desaparecer por completo. En la ZI, la expresion de GFAP incrementa en funcién del desarrollo,
presentando un maximo cerca de P12. La morfologia de los astrocitos en la ZI se va haciendo mas
compleja. Esto sugiere la produccion de astrocitos a partir de la ECZSV que migran a la ZI y se
diferencian. La expresion de NG2 incrementa en la ECZSV vy en la ZI conforme avanza el desarrollo y
presenta un maximo entre P12 y P14. Luego, la expresién de NG2 desaparece completamente. Esto
indica un pico de produccion de progenitores de oligodendrocitos en el momento en que ocurre el
proceso de mielinizacion. La expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV incrementa en los primeros dias
postnatales y alcanza un maximo en P12. Posteriormente, comienza a disminuir sin desaparecer por
completo. En la ZI, la enzima presenta una alta expresion en los primeros dias postnatales en los
progenitores migratorios y luego comienza a disminuir. En términos generales, los resultados
obtenidos muestran que la ECZSV presenta grandes cambios estructurales durante el desarrollo
postnatal y que constituye una fuente de células gliales durante el desarrollo postnatal. La expresion de
la 30-HSOR en la ECZSV vy en los progenitores migratorios y células gliales de la ZI es significativa,
lo que constituye una evidencia anatomica sobre el posible papel de la 3a,50-THP en el control de la
biologia de las CMN y de los progenitores gliales in vivo durante el desarrollo postnatal en esta zona
germinal.

Palabras clave: células madre neurales, progenitores neurales, neuroesteroides, 3a,5a-THP
(alopregnanolona), extension caudal de la zona subventricular, desarrollo del sistema nervioso central
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INTRODUCCION

l. DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO

El desarrollo del sistema nervioso se inicia durante el periodo embrionario, en la fase de
gastrulacion. Durante esta fase, las neuronas y las células gliales, se producen a partir de una capa de
células ectodérmicas localizadas a lo largo de la linea media dorsal del embrion. Estas células, durante
un proceso denominado induccion neural, reciben sefiales inductivas provenientes de células
mesodérmicas que conforman la notocorda, lo cual genera que un subgrupo de células ectodérmicas se
diferencie en células madre neurales (CMN), formandose asi la placa neural (Jessell y Sanes, 2001;
Purves y col., 2008). Una vez formada la placa neural, los margenes laterales de ésta se pliegan y se
forma el tubo neural que discurre a todo lo largo del eje del animal (Fig. 1). Después del proceso de
induccidn neural, se inicia la diferenciacion de los ejes anteroposterior y dorsoventral, formandose asi

todo el sistema nervioso central (SNC) (Jessell y Sanes, 2001; Purves y col., 2008).

Durante el desarrollo del SNC, la neurogénesis o produccion de nuevas células nerviosas, es
llevada a cabo por las CMN y por los progenitores neurales (PN), responsables de los procesos de

proliferacion, migracién y diferenciacion celular.

Las CMN son células multipotentes que se caracterizan por tener una gran capacidad de
proliferacion y de autorrenovacion. Estas forman el neuroepitelio también denominado zona
ventricular (ZV), el cual rodea la luz del tubo neural. Estas células neuroepiteliales se encuentran
dispuestas radialmente y en contacto con las superficies apical (ventricular) y basal (pial) del tubo

neural (revisado por Merkle y Alvarez-Buylla, 2006; revisado por McKay, 1997).

Inicialmente, las CMN se dividen simétricamente, incrementando asi la cantidad de células.
Luego, se dividen asimétricamente, es decir, a partir de cada CMN se forma otra CMN que permanece
adyacente al ventriculo en la ZV, y otra célula, un PN que permanece en una region justo por encima

de la ZV, denominada zona subventricular (ZSV), en donde continta dividiéndose simétricamente.

Los PN son células con un cierto grado de multipotencialidad, y con una alta capacidad de
proliferacion y de migracion. Los PN presentan una potencialidad menor que la de las CMN, debido a
que se van diferenciando hacia linajes celulares especificos (Lillien, 1997). A diferencia de las CMN,
los PN no presentan divisiones asimétricas, por lo que no son capaces de autorrenovarse (revisado por
Merkle y Alvarez-Buylla, 2006; Haubensak y col., 2004) (Fig. 2).

Una vez formados los PN éstos migran fuera de las zonas germinales y se dirigen hacia su
sitio de destino. Una de las estructuras cuyos fendmenos migratorios se conocen mejor es la corteza
cerebral. En efecto, durante el desarrollo de la corteza, los PN presentan dos grandes modos de

migracion; una migracion radial, con una orientacion perpendicular con respecto a la superficie
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ventricular, y una migracion tangencial, con una orientacion paralela a la superficie ventricular (Fig.
3A).

Placa neural ﬁ‘
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Figura 1. Desarrollo embrionario del tubo neural. Esquema del desarrollo embrionario del tubo
neural durante la fase de gastrulacién (izquierda). Micrografias de microscopia electronica del tubo
neural en desarrollo (derecha) (Modificada de Jessel y Sanes, 2001).
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Figura 2. Tipos de division celular de las células madre neurales. Una célula madre neural (CMN),
inicialmente se divide de forma simétrica dando origen a dos células hijas idénticas (no se muestra en
la figura). Posteriormente, la CMN comienza a dividirse de manera asimétrica y origina dos células
hijas diferentes: una CMN y un progenitor neural. La primera continda dividiéndose asimétricamente,
mientras que el progenitor neural se divide de manera simétrica para dar origen a dos células idénticas
capaces de diferenciarse en neuronas, astrocitos u oligodendrocitos. DA: division celular asimétrica;
DS: division celular simétrica (Modificada de Knoblich, 2001).
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En la migracion radial participa la glia radial como células guia, la cual se origina a partir de
una transformacion morfoldgica que sufren las CMN (revisado por lhrie y Alvarez-Buylla, 2008). La
glia radial es una célula bipolar que se orienta ortogonalmente al tejido en crecimiento, posee el soma
en la ZV, y extiende una larga prolongacion hacia la superficie pial y ésta es utilizada como sustrato
para la migracion de las neuronas inmaduras que van a dar origen a las neuronas piramidales (revisado
por Rakic, 2007; Cayre y col., 2009). La migracion de los diferentes tipos de neuronas piramidales
hacia su destino especifico es lo que va a permitir la formacién de la corteza con su organizacion
laminar especifica. Una vez culminada su funcion en el proceso de migracion, la glia radial se
transforma en astrocitos fibrosos y/o protoplasmaticos (revisado Cayre y col., 2009). Actualmente, se
sabe gque ademas de estas funciones, la glia radial es capaz de actuar como un precursor neuronal y de
dar origen a las neuronas de proyeccién de la corteza (revisado Cayre y col., 2009; revisado por
Nadarajah, 2003; Nadarajah y col.,2003) (Fig. 3B)

Con respecto a las interneuronas corticales, éstas se originan a partir de las zonas neurogénicas
ventrales; las eminencias ganglionicas media y lateral (Fig. 3A). Las interneuronas corticales migran
tangencialmente, siguiendo rutas paralelas a los grandes tractos de fibras que van a conformar el
cuerpo calloso y el cingulo, luego giran y migran radialmente hacia la corteza (revisado Cayre y col.,
2009; revisado por Nadarajah, 2003; Nadarajah y col.,2003; Fig. 3).

En el momento del nacimiento la neurogénesis y los procesos de migracion neuronal se
encuentran practicamente culminados con la excepcién de las neuronas granulares del giro dentado del
hipocampo y de la capa granular del cerebelo las cuales se forman durante las primeras semanas de
vida postnatal (revisado por Cayre y col.,2009; Morgane y col., 2002). Existe también en este periodo
una intensa produccion de interneuronas para los bulbos olfatorios (BO) a partir de la porcion anterior
de la ZSV (revisado Cayre y col., 2009; ver introduccion punto I1). Es importante mencionar que la
neurogénesis a nivel del hipocampo y de los BO persiste en realidad durante toda la vida (ver punto II,

introduccién).

Con respecto a las células gliales, en el momento del nacimiento se ha reportado, en cambio,
una importante produccion y migraciéon de éstas (revisado Cayre y col., 2009). A partir de toda la
extension rostro-caudal de la ZSV se observa un intenso proceso de migracion hacia las estructuras
vecinas, corteza, estriado, hipocampo y cuerpo calloso, en donde los progenitores gliales se
diferencian en astrocitos y en oligodendrocitos (revisado Cayre y col. 2009; Suzuki y Goldman, 2003).
La migracién dorsal de los progenitores gliales hacia la corteza y cuerpo calloso ocurre en gran
medida de manera radial, aparentemente mediante la interaccién con la glia radial (Goldman y col.,
1997). Sin embargo, en la actualidad, se dispone ain de poca evidencia a favor de la participacién de
la glia radial en la migracion de los progenitores gliales, y aunque se ha establecido el papel de
algunas moléculas en el control de la migracion glial, en términos generales se conoce aln poco sobre

las sefiales que regulan este proceso (revisado por Cayre y col., 2009).
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Figure 3. Principales eventos del desarrollo estructural del telencéfalo. (A) Esquema de un corte
sagital de cerebro de rata de 17 dias embrionarios (E17). Los progenitores neurales (PN)
originados a partir de la zona ventricular (ZV) de la neocorteza (CTX) y de las eminencias
ganglionicas (EG) lateral (EGL) y medial (EGM), migran siguiendo diferentes rutas hasta sus lugares
de destino donde se diferencian. Los PN originados de la ZV cortical migran radialmente (flechas
rojas), en cambio, los PN originados en la EG migran tangencialmente (flechas naranja). De esta
forma, los PN colonizan las capas externas de la corteza, el hipocampo y los bulbos olfatorios
(modificado de Corbin uy col., 2001). (B) Tipos de migracion durante el desarrollo de la corteza.
La glia radial (GR) se forma a partir de células madre neurales. Luego, la GR se divide
asimétricamente y produce neuronas migratorias (NM, células rosadas) y PN (células mitdticas
rosadas) que se encuentran en la ZV y en la zona subventricular (ZSV). Los PN posteriormente dan
origen a todas las neuronas de proyeccién de la corteza y a la mayoria de las interneuronas. Por otro
lado, se originan neuronas de las eminencias gangliénicas (NEG, células azules), las cuales migran
tangencialmente en la ZSV y en la zona marginal (ZM), y posteriormente, migran radialmente hacia la
corteza. Eventualmente, la glia radial muere por apoptosis (APP) o genera células ependimales,
astrocitos fibrilares (AF), astrocitos protoplasmicos (AP), progenitores gliales (PG) o células madre
astrocitica (PN) las cuales tienen un potencial neurogénico (figura modificada de Rakic, 2007).
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Originalmente, se pensaba que una vez culminado el proceso de desarrollo se agotaban las
CMN. Sin embargo, hoy en dia se sabe que en el SNC adulto persisten CMN y PN en zonas
restringidas, denominadas nichos neurogénicos (Altman y Das, 1965; Alvarez-Buylla y Temple, 1998;
revisado por Taupin, 2006). En estos nichos existe un microambiente que permite la proliferacion y
autorrenovacion de las CMN; sustentandose asi la neurogénesis en el cerebro adulto (Scadden, 2006;
Spradling y col., 2001).

1. NEUROGENESIS EN EL SISTEMA NERVIOSO ADULTO

La neurogénesis en el adulto ocurre principalmente en la zona subventricular (ZSV) de los
ventriculos laterales y en la zona subgranular (ZSG) del giro dentado (GD) del hipocampo. Sin
embargo, se han descrito otras zonas neurogénicas menos conocidas en el cerebro adulto, tales como:
el area CAL del hipocampo, el estriado, la amigdala, la médula espinal, el hipotdlamo, la sustancia
negra, entre otras (revisado por Taupin, 2006) (Fig. 4).

Girodentado

sV
Estriado
oS Neocorteza < \
y \\ : /i )
I’!
BO y VMR \ / SD
) ( / /
B \/’}y‘ 4\

Corteza piriforme

Tubérculo olfatorio

Amigdala ¢

Hipotalamo

Sustancianegra
Nucleo vago

Figura 4. Zonas neurogénicas del cerebro de la rata adulta. Se muestran las principales zonas con
actividad neurogénica descritas hasta el momento, en un esquema de corte sagital de cerebro de rata
adulta. Las regiones coloreadas en rojo, tales como la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo (ZSG), la zona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV), la via de migracion
rostral (VMR) y los bulbos olfatorios (BO), son las regiones mas estudiadas y con mayor actividad
neurogénica. Aquellas que se encuentran coloreadas de morado claro, tales como la neocorteza, el
estriado, la corteza piriforme, la amigdala y el hipotdlamo entre otras, corresponden a regiones menos
estudiadas. VL: ventriculo lateral. (Modificado de Gould E., 2007).

1. Zona subventricular de los ventriculos laterales
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La ZSV se forma a partir de la ZV, por lo que es considerada como una zona neurogénica
secundaria (revisado por Merkle y Alvarez-Buylla, 2006; Inta y col., 2008). Esta zona es considerada
el area con la mayor reserva de CMN y de PN, asi como una de las zonas neurogénicas de mayor
actividad en el cerebro adulto (revisado por Galli y col., 2003; revisado por Bordey, 2006).

La ZSV se expande durante las Gltimas etapas del desarrollo prenatal, en paralelo con la
reduccion progresiva de la ZV. Esta ultima continta reduciéndose durante los primeros dias
postnatales, hasta que desaparece completamente, permaneciendo solamente la ZSV, asociada a las
paredes de los ventriculos laterales del cerebro anterior (Bonfanti y Peretto, 2007).

En la regién mas anterior de los ventriculos laterales, la ZSV presenta una larga extension
rostral denominada via de migracién rostral (VMR), la cual llega hasta los bulbos olfatorios (BO)
(Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996; Doetsch y col., 1997). De la parte posterior de la ZSV, se forma una
extension caudal, ain poco estudiada, que reviste el ventriculo lateral y que se extiende hasta el
hipocampo (Inta y col., 2008; Suzuki y Goldman, 2003). A partir de esta extension, las células migran
radialmente hacia el cuerpo calloso y hacia la corteza (Suzuki y Goldman, 2003). En el presente
trabajo denominaremos a esta zona, extension caudal de la ZSV (ECZSV).

Con respecto a la estructura de la ZSV, ésta contiene tres tipos de células que se distinguen por
sus caracteristicas morfolégicas y ultraestructurales, y por la expresion de distintos marcadores
moleculares. Estas células son las células tipo A o neuroblastos migratorios, las células tipo B o

astrocitos y las células tipo C (Fig. 5).

Las células tipo B son las CMN de la ZSV (revisado por Alvarez-Buylla y col., 2002). Estas
células son ramificadas, de forma irregular y presentan caracteristicas ultraestructurales y marcadores
moleculares similares a las de los astrocitos, como la expresion de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP) (Doetsch y col., 1997; revisado por Galli y col., 2003). Adicionalmente, expresan proteinas
del citoesqueleto como la vimentina y nestina, ademas del transportador de glutamato GLAST v el
transportador de GABA GAT4 (revisado por Bordey, 2006; revisado por Galli y col., 2003; Doetsch y
col., 1997). Las células tipo B interacttan con el resto de las células de la ZSV asi como con el espacio

y el liquido ventricular mediante un pequefio cilio (Doetsch y col., 1999).

Las células tipo C se encuentran en contacto tanto con las células tipo A como con las células
tipo B o astrocitos (Doetsch y col., 1997). Las células tipo C son PN esféricos de gran tamafio, son
inmunopositivas para nestina y poseen la mayor actividad proliferativa de las células de la ZSV por lo
que se considera que desempefian una funcion de amplificacion celular (revisado por Alvarez-Buylla y
Garcia-Verdugo, 2002; Doetsch y col., 1997).

Las células tipo A o neuroblastos migratorios, se caracterizan por tener una morfologia
monopolar o bipolar, con un ndcleo alargado y un citoplasma electrondenso reducido. Estas células

son inmunopositivas para la forma polisialilada de la molécula de adhesion celular neural (PSA-
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NCAM), la B-tubulina, la nestina y la proteina asociada al microtubulo denominada doblecortina
(revisado por Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996; Doetsch y
col.,, 1997). Las células tipo A son progenitores neuronales migratorios que no presentan
autorrenovacion. Estas se disponen en cadena, formando asi una red de cadenas interconectadas que
recorren tangencialmente las paredes del ventriculo lateral. De esta manera, forman la VMR y migran
hasta los BO en donde se diferencian en neuronas. A este mecanismo de migracion se le ha
denominado migracion en cadena, el cual es dependiente de la PSA-NCAM (Doetsch y Alvarez-
Buylla, 1996; revisado por Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; revisado por Cayre y col., 2009).

Las cadenas migratorias de los neuroblastos se encuentran envainadas por una red tubular
formada por las células tipo B o astrocitos, aislandolas de la capa ependimal en la ZSV vy del
parénquima del estriado en la VMR (revisado por Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Doetsch y
col., 1997).

C
(m—o8o—-nm

Figura 5. Composicion y estructura de la ZSV. A: esquema de un corte coronal de cerebro de rata
que muestra la ubicacion de los ventriculos laterales y de la ZSV. B: Disposicién de las células que
conforman la ZSV; las células tipo A, las células tipo B y las células tipo C. También se observa la
disposicion de las células ependimales (tipo E). Las células migratorias tipo A se encuentran envueltas
por las células tipo B y tipo C. Las células multiciliadas tipo E se encuentran revistiendo la pared del
ventriculo. C: Secuencia de la formacion de los tipos de células de la ZSV, en donde destaca la
autorrenovacion de las células tipo B. (Modificada de Alvarez-Buylla y col., 2002).

En términos generales se considera que las células tipo B o astrocitos de la ZSV adulta, son las
CMN a partir de las cuales se forman las células tipo C, que por su alta tasa de proliferacion actuaria

como un estadio amplificador, y a partir de éstas se van a originar las células tipo A o neuroblastos
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migratorios (Fig. 5C), los cuales migran a través de la VMR hasta los BO en donde se diferencian en

neuronas (revisado por Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Doetschy col., 1997).

Existen otras células que interactdan con las células de la ZSV, este es el caso de las células
ependimales y de las células endoteliales de los vasos sanguineos. La ZSV se encuentra separada de la
cavidad ventricular por una capa de células ependimales o células tipo E. Esta células interactian
directamente con las células tipo B (revisado por Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Doetsch y
col., 1997). Por otra parte, la superficie de las células tipo E que queda expuesta hacia la luz del
ventriculo, presenta multiples cilios (Doetsch y col., 1997).

La estrecha relacion entre las células de la ZSV y los vasos sanguineos, sugiere que éstos
podrian desempefiar un papel importante en el nicho neurogénico, probablemente en la regulacion de
la neurogénesis y de la migracion celular (revisado por Cayre y col., 2009; revisado por Bordey,
2006).

2. Zonasubgranular del giro dentado del hipocampo

El GD del hipocampo comienza a formarse a mediados del periodo de gestacion, donde las
células progenitoras de la ZV, migran hacia la superficie pial; organizdndose en una zona neurogénica
transitoria, denominada zona subpial. De ésta manera, los progenitores neurales quedan bordeando la
fisura hipocampal (Li y col., 2009). Posteriormente, las nuevas células recién formadas en la zona
subpial, comienzan a migrar hacia el interior del polo dentado (hilus) y comienzan a organizarse en el
GD, formando asi la capa de células granulares (Li y col., 2009). Por otro lado, durante el desarrollo
postnatal, a partir del GD se forma una zona germinativa secundaria, que se ubica entre el hilus y la
capa de células granulares, denominada ZSG. La ZSG persiste en el adulto, y a partir de ésta se
forman PN que luego daran origen a células granulares maduras del GD (Li y col., 2009; revisado por

Ihrie y Alvarez-Buylla, 2008; revisado por Cayre y col., 2009).

Las células que se originan a partir de la ZSG no presentan la migracion en cadena
caracteristica de la ZSV. Estas células en cambio migran pequefias distancias, desde la ZSG hasta la
capa de células granulares del GD, en donde se integran a los circuitos neuronales y se vuelven

funcionalmente activas (revisado por Cayre y col., 2009).

La ZSG contiene dos tipos de células que se distinguen por sus caracteristicas morfolégicas y
por la expresion de distintos marcadores moleculares. Estas células son los astrocitos, las cuales
comparten caracteristicas ultraestructurales con las células tipo B de la ZSV, y las células tipo D, o
progenitores transitorios, homélogas a las células tipo C de la ZSV (revisado por Cayre y col., 2009;
Seri y col., 2001) (Fig. 6).



Figura 6. Composicién y estructura de la ZSG del GD. A: esquema de un corte coronal de cerebro
de rata que muestra la ubicacion del GD del hipocampo y de la ZSG. B: Disposicion de las células que
conforman la ZSG; las células tipo B, las células tipo D y las células granulares (G). Los astrocitos de
la ZSG (tipo B) tienen largas prolongaciones radiales que penetran la capa granular, y prolongaciones
cortas tangenciales que discurren paralelas a la ZSG. C: Secuencia de formacién de los tipos de células
de la ZSG, donde destaca que los astrocitos por una parte son capaces de autorrenovarse y por otra
parte generan progenitores transitorios, tipo D, que se dividen y dan origen a nuevas células granulares
(Modificada de Alvarez-Buylla y col., 2002).

Los astrocitos de la ZSG son las CMN de esta zona, y al igual que los astrocitos de la ZSV,
expresan GFAP y nestina (revisado por Cayre y col., 2009; Seri y col., 2001). La ZSG contiene
astrocitos radiales y astrocitos horizontales. Los astrocitos radiales presentan largas prolongaciones
radiales que penetran la capa de células granulares y prolongaciones tangenciales, dispuestas en
paralelo a la capa granular. Por su parte, los astrocitos horizontales no presentan prolongaciones

radiales (revisado por lhrie y Alvarez-Buylla, 2008).

Las células tipo D se producen a partir de los astrocitos de la ZSG. Estas células son pequefias
con un citoplasma electrondenso y probablemente funcionan como un precursor transitorio de células
neurales del GD (Seri y col., 2001). Ademas, estas células expresan PSA-NCAM (Seki y Arai, 1993) y
doblecortina (revisado por Cayre y col., 2009).

Por otra parte, el GD del hipocampo se encuentra altamente vascularizado, y existe una
estrecha relacion entre las células proliferativas de la ZSG con los vasos sanguineos, por lo que al
igual que en la ZSV, las células endoteliales de los vasos sanguineos, pueden formar parte del nicho

neurogénico (revisado por Okano y Sawamoto, 2008).

3. Extension caudal de la zona subventricular
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La ZSV ademés de extenderse rostralmente hasta los BO, presenta una extension caudal que
reviste el ventriculo lateral y que se extiende hasta el hipocampo. Al igual que la ZSV anterior, la
ECZSV disminuye en tamafio a medida que el desarrollo avanza, hasta que en el dia postanatal 21
(P21) desaparece casi por completo (Alcald, 2009).

La ECZSV a diferencia de la extension rostral ha sido aun poco estudiada, sin embargo se ha
descrito que durante etapas tempranas del desarrollo postnatal, las células progenitoras de la ECZSV
migran radialmente hacia la sustancia blanca, a partir de la cual migran nuevamente de forma radial
hacia la corteza (Levison y Goldman, 1993; Zerlin y col, 1995). Adicionalmente, varios
investigadores han encontrado que la migracion de estos progenitores ocurre tanto en la region dorsal,

como en la regidn lateral de los hemisferios (Levison y col., 1993; Kakita y Goldman, 1999).

Levison y Goldman en 1993, encontraron que la mayoria de las células que habian migrado
desde la ECZSV hasta la sustancia blanca, presentaban caracteristicas morfologicas de
oligodendrocitos y que aproximadamente la mitad de éstos eran oligodendrocitos mielinizantes. Por su
parte, observaron muy pocos astrocitos en esta zona, los cuales presentaban algunos contactos con los
vasos sanguineos. En cambio, en la corteza, mas de la mitad de las células migratorias correspondia a

astrocitos, y la mayoria de los oligodendrocitos encontrados era no-mielinizantes.

Por otra parte, Levison y colaboradores en 1993, también encontraron que la mayoria de las
células migratorias que permanecen en la sustancia blanca, se diferenciaban en oligodendrocitos,
mientras que aquellas que se situaban en la sustancia gris, se diferenciaban en ambos tipos de células
gliales (oligodendrocitos y astrocitos). Estos investigadores sugirieron que las distintas sefiales
presentes en la sustancia blanca eran responsables de la diferenciacion en oligodendrocitos y/o de la
inhibicion de la diferenciacion en astrocitos. En conclusion, se podria decir que la ZSV presenta dos
poblaciones de progenitores: una que migra tangencialmente hasta los BO, en donde los progenitores
se diferencian en interneuronas, y otra en donde los progenitores migran radialmente desde la ECZSV
y se diferencian en células gliales. Ademas, ésto sugiere que los progenitores mantienen un cierto
grado de plasticidad durante su desarrollo, incluso después de que ellos hayan migrado de sus zonas

germinales (Levison y Goldman, 1993; Suzuki y Goldman, 2003; revisado por Goldman, 1995).

4. Regeneracion del sistema nervioso central adulto

En el cerebro adulto, las CMN y los PN participan en la neurogénesis en condiciones
fisiologicas normales, por ejemplo generan neuronas para los BO en el caso de los progenitores de la
ZSV, o participan en procesos de memoria y aprendizaje para los progenitores ubicados en la ZSG del
hipocampo (revisado por Cayre, 2009) o constituyen una fuente de células gliales para el cuerpo
calloso en el caso de los progenitores de la ECZSV (Parent y col., 2006). Sin embargo, ademéas de

desemperiar estas funciones, constituyen una fuente de nuevas células nerviosas (neuronas o células



11

gliales) en condiciones patoldgicas. Por ejemplo, se ha establecido que después de una lesion
desmielinizante en el cuerpo calloso aumenta la proliferacion de células ubicadas en la ZSV y en la via
de migracion rostral. Ademas progenitores PSA-NCAM" de la ZSV que normalmente estan destinados
a transformarse en neuronas en los BO, se desvian de su ruta normal y penetran en la lesién en donde
se diferencian en oligodendrocitos y astrocitos (Nait-Ousmesmar y col., 1999). Menn y colaboradores
en 2006, por su parte mostraron que las células tipo B de la ZSV generan un pequefio nimero de
progenitores de oligodendrocitos no mielizantes NG2*, y oligodendrocitos mielinizantes maduros.
Estos investigadores observaron que el nimero de oligodendrocitos derivados de las células tipo B,
incrementaba significativamente luego de una lesién desmielinizante en el cuerpo calloso, indicando
que los astrocitos de la ZSV desempefian un papel importante en la reparacion de mielina en el cerebro
adulto (Menn y col., 2006). Resultados similares fueron observados en ratones a los que se les indujo
una encefalomielitis experimental autoimune que es un modelo animal experimental de esclerosis
maultiple (Picard-Riera y col., 2002). En estos animales se observd que las células de la ZSV ademas
de generar neuronas para los BO en condiciones fisioldgicas normales también representan una fuente

de nuevas células nerviosas para otras regiones del cerebro.

Al igual que los progenitores de la ZSV, los de la ZSG del hipocampo también representan
una fuente para nuevas células. Se ha visto que ocurre un aumento de la neurogénesis a nivel del
hipocampo en situaciones patolégicas particulares como por ejemplo en la isquemia (Sharp y col.,
2002; Felling y Levison, 2003; Kokaia y Lindvall, 2003; Daval y col., 2004) o en la enfermedad de
Alzheimer (Jin y col., 2004), lo cual se interpreta como una respuesta del sistema para tratar de

restituir las neuronas perdidas.

Observaciones similares han sido reportadas para la ECZSV, por ejemplo, Parent y
colaboradores (2006) reportaron que en rata adulta utilizando un modelo de epilepsia inducida por la
administracion de pilocarpina ocurria un aumento de la gliogénesis en la ECZSV. Este modelo de
epilepsia causa la muerte de neuronas hipocampales, y estos investigadores reportaron que las células
gliales recién formadas en la ECZSV eran atraidas hacia las zonas lesionadas del hipocampo,
sugiriendo nuevamente una participacion de los nichos neurogénicos en respuestas de regeneracion del
SNC.

La presencia de estos progenitores neurales representa por lo tanto una fuente importante de
nuevas células nerviosas y ofrece oportunidades interesantes para el desarrollo de estrategias que
permitan la regeneracion y la reparacion del SNC. De manera general, el estudio en profundidad de la
biologia de las CMN y de los PN, y en particular de los factores que regulan la proliferacion,
supervivencia, migracion y diferenciacion de estas células, es indispensable para el desarrollo y el
éxito de cualquier estrategia terapéutica, y constituye, en la actualidad, una de las reas més activas de

investigacion sobre la biologia del desarrollo y sobre la regeneracion y la reparacion del SNC del
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adulto. Estos estudios se llevan acabo tanto en modelos animales durante el desarrollo como en el

adulto.

En la regulaciéon de la neurogénesis intervienen diversos factores que actlan durante el
desarrollo y que persisten en los nichos neurogénicos en la etapa adulta. Estos factores pueden ser
clasificados en factores de contacto, presentes en la superficie de las células, como por ejemplo PSA-
NCAM, o presentes en la matriz extracelular, y en factores difusibles que incluyen factores de
crecimiento y factores morfogénicos como las proteinas morfogéneticas 6seas (BMP), el factor de
crecimiento tipo insulinico (IGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento fibrobléastico (FGF), sonic hedgehog
(SHH) entre otros (revisado por Alvarez-Buylla y Lim, 2004; Hagg, 2005). Ademas de estos factores,
otras moléculas estan cobrando interés en la actualidad, este es el caso de ciertos neurotransmisores,

en particular del acido y-aminobutirico (GABA) y de los neuroesteroides.
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ANTECEDENTES

l. El GABA: SUS RECEPTORES Y SUS EFECTOS

El acido y-aminobutirico o GABA es un aminoécido formado a partir del glutamato, a través
de una reaccion catalizada por la glutamato descarboxilasa. Este aminoéacido actla como un
neurotransmisor en el SNC adulto, generando especificamente corrientes postsinapticas inhibitorias
(revisado por Ben-Ari y col., 2007; revisado por Ge y col., 2006; Ganguly y col., 2001). EI GABA
gjerce su accion a través de 3 clases de receptores: los receptores tipo A (GABA,), los receptores tipo
B (GABAgR) vy los receptores tipo C (GABA(), siendo los receptores principales los GABA, Y los
GABAGg. Los receptores GABAAY los GABAC, son de tipo ionotrdpicos, los cuales presentan un canal
selectivo para el CI" (revisado por Magnaghi, 2007) pero, difieren en su farmacologia (Chew y Gallo,
1998). El receptor GABA, esta constituido por 5 subunidades, que al ensamblarse forman un canal
permeable a los iones CI"y en menor grado a los iones bicarbonato HCO® (revisado por Ben-Ari y
col., 2007). Por su parte, los receptores GABAg son de tipo metabotrdpicos, los cuales se encuentran
acoplados a proteinas G, y su activacion modula la apertura de canales de Ca®*y canales de K"
(revisado por Ben-Ari y col., 2007; Bowery y Enna, 2000).

Las corrientes postsinapticas inhibitorias producidas por el GABA en el SNC adulto, reducen
la probabilidad de que se generen mas potenciales de accién en la célula postsindptica, y en
consecuencia, disminuyen la excitabilidad neuronal (Randall y col., 1998; revisado por Ben-Ari y col.,
2007). EI GABA genera estos efectos mediante sus receptores ionotropicos y metabotrépicos (revisado
por Ben-Ari y col., 2007).

El efecto de la activacion de los receptores GABA, depende del gradiente electroquimico del
ién CI” (revisado por Ben-Ari y col., 2007; Ganguly y col., 2001). Por lo general, la concentracion de
Cl intracelular es mas baja que la extracelular, lo que ocasiona que el potencial de equilibrio para este
i6n sea mas negativo que el potencial de reposo de la membrana (Randall y col., 1998), por lo tanto,
cuando el GABA se une al receptor GABA,, Y se incrementa la conductancia del CI°, se produce una
entrada del ién a favor de su gradiente electroquimico, y en consecuencia el potencial de membrana se
acerca al potencial de equilibrio del CI'; generdndose una hiperpolarizacion (revisado por Ben-Ari y
col., 2007; revisado por Ge y col., 2006).

El efecto de la activacion de los receptores GABAg es similar al de los receptores GABA,,
pero en este caso se reduce la corriente para el Ca** y se abren los canales de K* via proteinas G
(revisado por Ge y col., 2006), ocasionando que el K* fluya hacia el exterior a favor de su gradiente
electroquimico, dejando el interior celular mas negativo e hiperpolarizando la célula (Randall y col.,
1998).
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Al contrario de lo que ocurre en el SNC adulto, donde el efecto del GABA es inhibitorio,
durante el desarrollo del SNC el GABA ejerce efectos excitatorios y no participa en la
neurotransmision, sino que ejerce efectos morfogénicos, tales como la proliferacion, migracion y
diferenciacion de los PN (revisado por Bordey, 2006; Haydar y col., 2000; Gago y col., 2004; Nguyen
y col., 2003; LoTurco y col., 1995). Durante el desarrollo, la unién del GABA al receptor GABAA
produce la despolarizacion de los PN. Esto se debe a que en estas células inmaduras, la concentracion
intracelular de CI" es elevada (revisado por Ben-Ari y col., 2007; Ganguly y col., 2001), por lo tanto, el
potencial de equilibrio para este ibn es menos negativo que el potencial de membrana en reposo. En
consecuencia, cuando el GABA se une a sus receptores GABA, se produce un aumento en la
conductancia del CI', causando la salida de este i6n y la despolarizacién de la célula (Randall y col,
1998). La despolarizacién causada por la activacion de los receptores GABA 4, produce un incremento
del Ca®* intracelular en las neuronas inmaduras, debido a la apertura de canales de Ca*" voltaje-
dependientes (revisado por Ben-Ari y col., 2007). Los efectos morfogénicos del GABA durante el
desarrollo se explican precisamente por el aumento de Ca®" en el citosol, lo que desencadena una serie
de respuestas intracelulares que regulan la proliferacién, migracion y diferenciacion celular
(Leinekugel y col, 1999, Haydar y col., 2000; Gago y col., 2004; Nguyen y col., 2003).

El cambio del efecto del GABA de excitatorio a inhibitorio se debe a la reduccion de la
concentracion de CI intracelular a medida que avanza el desarrollo (Ganguly y col., 2001; revisado
por Ben-Ari y col., 2007).

Los efectos morfogénicos del GABA han sido claramente demostrados en cerebro de rata
(Barker y col., 1998; Ma y Barker, 1995, 1998). Este aminoacido es capaz de modular durante el
desarrollo la proliferacién celular (LoTurco y col., 1995; Haydar y col., 2000; Nguyen y col., 2003), la
migracion (Behar y col., 2000) y el crecimiento de las prolongaciones neuronales (Maric y col., 2001).
La mayoria de estos resultados ha sido obtenida en cultivos organotipicos de rebanadas de cerebro lo
gue no permite establecer si se trata de un efecto directo o de un efecto indirecto. Sin embargo, un
efecto directo del GABA sobre la proliferacion de los progenitores neurales fue recientemente
demostrada en dos tipos de progenitores neurales neonatales PSA-NCAM®, uno aislado de estriado
(Nguyen y col., 2003) y el otro de cerebro entero (Gago y col., 2004). En este Gltimo caso, Gago y
colaboradores describieron la expresion de distintas subunidades del receptor GABA en progenitores
PSA-NCAM" purificados, y demostraron que el GABA incrementa la proliferacion de estas células de

manera dosis-dependiente y de forma especifica via receptores GABA4 (Gago y col., 2004).

En los nichos neurogénicos del cerebro postnatal también se han reportado efectos similares
los del GABA. Por ejemplo, se ha observado que los PN de la ZSV y de la VMR producen GABA y
que expresan receptores GABA, ademas, el GABA es capaz de despolarizar estas células, lo que
sugiere un control autocrino/paracrino del GABA en procesos que modulan la migracion y

proliferacion celular (Wang y col., 2003). Por otra parte, se ha visto que estas sefiales GABAérgicas
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disminuyen la velocidad de migracién de los neuroblastos en la ZSV y la VMR, y que también
disminuyen la proliferacion de neuroblastos y astrocitos (Bolteus y Bordey, 2004; revisado por
Bordey, 2006).

Actualmente se considera que el GABA actla como un factor morfogénico importante durante
el desarrollo del SNC y que esta sefial esta conservada en el adulto en los nichos neurogénicos, en
donde, mediante mecanismos autocrinos y/o paracrinos, modula una serie de aspectos de la biologia de
las CMN y de los PN tales como la proliferacion, la migracion y la diferenciacion celular.

1. NEUROESTEROIDES

El efecto excitatorio del GABA estd ampliamente mediado por los receptores GABA, l0s
cuales son el blanco de un cierto nimero de drogas psicoactivas, como las benzodiazepinas, los
barbitaricos, el alcohol, asi como de los neuroesteroides (NE) (revisado por Sieghart, 1995; revisado
por Ito y col., 1996; Lambert y col., 2003).

Los NE son esteroides sintetizados de novo en el SN a partir del colesterol o a partir de
esteroides circulantes, capaces de ejercer un efecto autocrino o paracrino (Robel y Baulieu, 1994;
Schumacher y col., 2000).

La biosintesis de los NE se inicia con la formacién de pregnenolona (PREG) a partir de
colesterol, reaccién catalizada por el citocromo P-450scc, el cual se localiza en la membrana interna
mitocondrial y remueve 6 carbonos de la molécula de colesterol. La PREG que se forma pasa de la
mitocondria al reticulo endoplasmatico, en donde es convertida a progesterona (PROG) por la enzima
3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5-A4 isomerasa (33-HSD). La PROG luego es reducida por la
Sa-reductasa, convirtiéndose en Sa-dihidroprogesterona (Sa-DHP). A partir de ésta se forma la 3a,50-
tetrahidroprogesterona (3a,5a-THP) ¢ alopregnanolona y el isémero 3B (3B,5a-THP), debido a la
accion de la 3a-hidroxiesteroide oxidoreductasa (30-HSOR) y de la 3B-hidroxiesteroide
oxidoreductasa (33-HSOR), respectivamente (Gago y col., 2001; Schumacher y col., 2000). La
3B,50-THP también puede formarse a partir de la 3a,50-THP gracias a la accion de la 3(a—p)

hidroxiesteroide epimerasa (3(a—B)HSE) (Schumacher y col., 2012).

Los NE ejercen sus efectos a través de diversos mecanismos de accion: el mecanismo
genoémico y el no genémico (Schumacher y col., 2000; revisado por Compagnone y Mellon, 2000).
En el mecanismo gendmico, los NE actlan regulando la transcripcion de genes sensibles a hormonas.
Cuando se unen a receptores intracelulares especificos, éstos interactGan con elementos que
generalmente se encuentran en la region promotora de los genes (Schumacher y col., 2000). En cuanto
al mecanismo no genomico, los NE pueden actuar a través de receptores especificos de membrana
(revisado por EI-Etr y col., 2000) o actuar a traves de varios receptores para neurotransmisores en la
membrana plasmaética, como por ejemplo el receptor GABA, vy el receptor NMDA (revisado por

Compagnone y Mellon, 2000). Un ejemplo de este mecanismo es el caso del sulfato de PREG
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(SPREG) que actiia como modulador positivo de los receptores NMDA. También se ha visto que actla
como modulador negativo de los receptores GABA, Y que inhibe la accién de canales de Ca®* voltaje-
dependientes (revisado por Mellon, 2007).

Ciertos metabolitos de la PROG presentan la capacidad de modular procesos de
neurotransmision y de neurogénesis via receptores GABA, (revisado por Compagnone y Mellon,
2000). Tal es el caso de la 3a,50-THP, la cual actia como un modulador alostérico positivo de los
receptores GABAA (revisado por Mellon, 2007: revisado por Brinton y col., 2008). Es interesante
mencionar que la 3a,50-THP a altas concentraciones del orden del micromolar, puede actuar como un

agonista capaz de abrir el canal i6nico en ausencia del GABA (revisado por Lambert y col., 1996).

Debido al efecto de la 3a,5a-THP sobre el receptor GABA, este NE es capaz de disminuir la
excitabilidad neuronal y de generar una serie de efectos fisiologicos y farmacoldgicos, tales como
efectos anticonvulsivantes, analgésicos, anestésicos, ansioliticos y efectos sobre el estrés, el suefio, la
depresién y la memoria (Schumacher y col., 2000). Por otro lado, también se le han atribuido a los NE
efectos tréficos y de regeneracion sobre el sistema nervioso (Schumacher y col., 2000). Dentro de los
efectos neurotréficos destacan los que ejercen la PROG y sus metabolitos sobre la sintesis de mielina
en el SNC y SN periférico. Por ejemplo, se ha demostrado que la PROG, la 5a-DHP y la 3a,50-THP,
estimulan la produccion de mielina por parte de las células de Schwann de los nervios periféricos,
mediante la activacién de los genes que codifican para varias de las proteinas de la mielina (Koening y
col., 1995; Melcangi y col., 1999).

En el SNC, Gago y colaboradores en 2001, mostraron que progenitores neurales PSA-NCAM”*
aislados de cerebro de rata recién nacida eran capaces de sintetizar in vitro dos esteroides
biol6gicamente activos, la PROG y grandes cantidades de 30,5a-THP. Estos investigadores reportaron
que los progenitores PSA-NCAM" eran capaces de sintetizar in vitro PROG a partir de PREG y que
podian metabolizar la PROG en 5a-DHP y posteriormente en 3a,50-THP y en 3f,50-THP.
Adicionalmente, observaron que en estos progenitores, la actividad de la enzima encargada de la
sintesis de la 30,50-THP, la 3a-HSOR, era particularmente elevada con respecto a la que presentaban
los progenitores de oligodendrocitos y los oligodendrocitos diferenciados, lo cual sugiere un papel de
la 30,50-THP en estadios tempranos del linaje de oligodendrocitos. Estos resultados sugieren que la

3a,50-THP puede modular algunos aspectos de la biologia de los progenitores neurales.

En efecto, Gago y colaboradores en 2004, mostraron que la proliferacion de los progenitores
PSA-NCAM™ aislados de ratas recién nacidas, se ve aumentada por efecto de la 3a,5a-THP. Por otra
parte, demostraron que el efecto estimulatorio de la 3a,5a-THP estaba mediado por receptores
GABA, debido a que era abolido por la bicuculina (antagonista de los receptores GABA,). En este
mismo trabajo, encontraron que los progenitores PSA-NCAM" sintetizaban GABA y que expresaban
las subunidades bésicas del receptor GABAA requeridas para la union de los NE y del GABA.

Adicionalmente, demostraron que el GABA tenia un efecto estimulatorio en la proliferacion de los
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progenitores, efecto que también fue sensible a la bicuculina. En conclusion, los progenitores PSA-
NCAM" aislados de ratas recién nacidas son capaces de sintetizar tanto GABA como 30,5a-THP, y
éstos pueden modular de manera autocrina y/o paracrina la proliferacion de estas células via receptores
GABAA.

Wang y colaboradores confirmaron en 2005 los resultados obtenidos por Gago y
colaboradores (2004), ya que demostraron que la 30,50-THP estimulaba la proliferacion celular via
receptores GABA, en células con capacidad neurogénica aisladas del hipocampo.

Otro efecto neurotrofico interesante es el que ejerce la PROG sobre la proliferacion y la
diferenciacion de los oligodendrocitos y sus precursores en cultivos de rebanadas de cerebelo
(Ghoumari y col., 2005).

En la actualidad, se estan desarrollando estudios en el laboratorio, que tienen como objetivo el
de establecer el efecto de la 3a,50-THP sobre la biologia de las CMN y de los PN en condiciones in
vivo. En este sentido, se establecio recientemente la distribucion de la 3a-HSOR en el cerebro de rata
adulta (Gago y col., manuscrito en preparacion) (Fig. 7) y durante el desarrollo embrionario y
postnatal (Alcald, 2009). Los resultados obtenidos en rata adulta muestran que la 3a-HSOR se expresa
ampliamente en todo el cerebro, lo cual concuerda con el efecto modulatorio de la 3a,5a-THP sobre
los receptores GABAAa. Por otra parte, también se observo que la 3a-HSOR se expresa en zonas
neurogénicas como la ZSV, la via de migracién rostral y la ZSG. De igual forma, también se observo
la expresion de la 3a-HSOR en estructuras dotadas de una alta plasticidad como lo son los BO, los
bulbos olfatorios accesorios, el hipocampo y la fimbria del hipocampo, lo que sugiere que la 3a,5a-
THP pudiese contribuir a la remodelacion de los circuitos neuronales. En conjunto estos resultados
aportan evidencias anatomicas de que la 3a,5a-THP pudiese participar en el control de la biologia de
los PN que residen en los nichos neurogénicos del cerebro adulto y que de manera mas amplia,

pudiese participar en la plasticidad neural.

Con respecto a la distribucion de la 3a-HSOR durante el desarrollo embrionario y postnatal
los resultados obtenidos fueron también particularmente interesantes (Alcala, 2009). Al igual que en el
adulto, la 30-HSOR se expresa ampliamente durante el desarrollo pero siguiendo un patrén espacio-
temporal especifico. Se observo que, en general, la expresion de la enzima tiende a disminuir a
medida que el desarrollo avanza. La expresion de la 3a-HSOR es considerable en las zonas
neurogénicas, desde las etapas embrionarias hasta las etapas postnatales, siendo mas alta al comienzo
del desarrollo embrionario y durante el periodo comprendido entre los dias postnatales 7 y 12 (P7 y
P12). Durante el desarrollo, la 3a-HSOR también se expresa en zonas no neurogénicas clasicas, como

en la corteza y en el cerebelo.

En conjunto, los resultados obtenidos con respecto a la distribucién de la 3a-HSOR en el

cerebro de rata adulta y durante el desarrollo embrionario y postnatal, aportan evidencias anatomicas
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sobre el posible papel de la 3a,50-THP como modulador de la proliferacion, migracion y

diferenciacion de los PN en las zonas neurogénicas.

—
PSA-NCAM /3a-HSOR um

T e —
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Figura 7. Distribucion de la enzima 30-HSOR en el cerebro de la rata adulta.
Inmunofluorescencia para la 3a-HSOR (Alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina) en cortes sagitales de
cerebros de ratas macho adultos, a nivel de la zona subventricular (ZSV) (A, B, C) y de la via de
migracion rostral (D, E, F). Se puede observar que la ZSV, adyacente al ventriculo lateral (VL) asi
como la VMR, ambas caracterizadas por la expresion de PSA-NCAM (A y D, respectivamente),
expresan también la 3a-HSOR (B y E, respectivamente). En las fotografias C y F es posible apreciar la
expresion de PSA-NCAM y de 30-HSOR simultaneamente. A la izquierda, se muestra, en un esquema
de corte sagital de rata, el nivel en donde se realizaron las fotografias. (Gago y col., manuscrito en
preparacion). 3a,5a-THP: 3a,5o-tetrahidroprogesterona; 30-HSOR: enzima 3a-hidroxiesteroide
oxidoreductasa.

Adicionalmente, cabe destacar dos resultados particularmente interesantes que se obtuvieron a
partir de estos trabajos, primero, la alta expresion de la 3a-HSOR en las células endoteliales siguiendo
un patron espacio-temporal definido y segundo, la alta expresion de la enzima en la ECZSV. En
efecto, se observd, durante el desarrollo postnatal, una muy alta densidad de células 30-HSOR" que
formaban cadenas radiales que penetraban en el cuerpo calloso. Estas cadenas desaparecieron en P21,
quedando so6lo células 30-HSOR™ aisladas, dispersas en la sustancia blanca. La expresion de la 3a-

HSOR en la ECZSV y en las cadenas radiales que se derivan de ésta, sugiere que la 3a,5a-THP
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pudiese modular ciertos aspectos asociados a la funcidon de esta zona neurogénica, como son la
produccion de células gliales (oligodendrocitos y astrocitos), y la mielinizacién. Estos resultados junto
con toda la evidencia acumulada en favor de un efecto de la PROG y de sus metabolitos, en particular
de la 30,50-THP, en la biologia de las células del linaje oligodendrocitario (Gago y col., 2001;
Schumacher y col., 2000; Ghoumari y col., 2005) y en la sintesis de mielina en el SNC (Schumacher y
col. 2000; Ghoumari y col., 2003; Schumacher y col., 2012), han motivado el presente proyecto cuyo
objetivo es el de aumentar nuestro conocimiento sobre el desarrollo postnatal de la ECZSV y sobre el

posible papel que pudiese jugar la 3a,50-THP en este nicho neurogénico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el desarrollo postnatal de la extension caudal de la zona subventricular del cerebro de rata.

Obijetivos especificos

1. Evaluar los cambios estructurales generales de la ECZSV durante el desarrollo

postnatal del cerebro de rata.

2. Identificar los diferentes tipos celulares presentes en la ECZSV a distintos estadios del

desarrollo postnatal del cerebro de rata.

3. Evaluar la expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV durante el desarrollo postnatal.
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MATERIALES Y METODOS

Las caracteristicas estructurales de la ECZSV del cerebro de rata que se estudiaron fueron: el
grosor de la ECZSV, y el nimero de células que conforman la zona intermedia (ZI). Para ello se
realizaron tinciones con hematoxilina y eosina (H/E), y/o con 4’,6-diamidina-2’-fenilindol
dihidrocloruro (DAPI), de cortes sagitales de cerebro de rata a distintos estadios del desarrollo
postnatal, desde el primer dia postnatal hasta el dia 21. Ambos pardmetros se evaluaron en tres areas
distintas: region anterior, region media y region posterior de la ECZSV, empleando un programa de

procesamiento de imagenes, llamado Image J.

Por otra parte, para identificar los diferentes tipos celulares presentes en la ECZSV a distintos
estadios del desarrollo postnatal, se realizaron pruebas de inmunofluorescencia, utilizando marcadores
especificos para progenitores neurales (nestina), astrocitos (GFAP), y progenitores de oligodendrocitos

(NG2). Adicionalmente, los nicleos de todas las células fueron visualizados con DAPI.

Finalmente, para evaluar la expresion de la 30-HSOR en la ECZSV durante el desarrollo
postnatal, se desarrollaron los siguientes aspectos:
- en un primer tiempo, se estandarizo6 el protocolo de inmunohistoquimica para el marcaje de la 3a-
HSOR utilizando un anticuerpo policlonal desarrollado contra un péptido sintético de la enzima. La
estandarizacion se realizd primero en higado y luego en cerebro de rata. Se estandariz6 la
concentracion del anticuerpo, el tiempo de incubacion y el tipo de corte (corte flotante o corte

congelado).

- luego de la estandarizacion, se empled el anticuerpo contra la 3a-HSOR en las condiciones 6ptimas
establecidas, para evaluar la expresion de la enzima, empleando la técnica de inmunofluorescencia.

Los nucleos de todas las células fueron visualizados con DAPI.

- finalmente, se realizaron dobles marcajes con el anticuerpo anti-3a-HSOR y los distintos marcadores

de células nerviosas, nestina, GFAP o NG2.

l. Recoleccion y procesamiento de los cerebros

1. Animales

Se trabajo con ratas Sprague Dawley mantenidas bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12h-12h,

con acceso ad libitum al alimento y al agua. Se utilizaron ratas postnatales de 1, 4, 7, 12, 15y 21 dias
de nacidas (P1, P4, P7, P12, P15y P21).
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Para la obtencion de los animales postnatales, los apareamientos de machos y hembras se
realizaron por tres dias, conservando los ciclos normales de luz-oscuridad. En ambos casos se realizo

un seguimiento continuo de las hembras, pesandolas 2 veces por semana.

2. Fijacion del tejido

Fijacion de los animales

Los animales postnatales se fijaron por perfusion intracardiaca. Para ello, éstos fueron
anestesiados con ketamina (100mg/ml) por via intrapaeritoneal en una proporcion de 24 mg de
ketamina por 100g de peso del animal. Posteriormente, los animales fueron perfundidos a través del
ventriculo izquierdo con un flujo constante mantenido por una bomba de perfusién. Se realizé primero
un lavado perfundiendo con 20 ml de BP y luego se perfundié con PAF al 4% en BP. El volumen de
fijador que se utilizd fue aproximadamente el doble en mililitros del peso del animal. Después de la
perfusion, se disecaron los cerebros y se sumergieron en PAF al 4% en BP, por 1 hora, para la
postfijacion. Una parte de los cerebros, se sumergid luego en una solucion de sacarosa al 15 % en BP,
y se mantuvo a 4°C toda la noche. Estos cerebros fueron utilizados para realizar cortes congelados.
Para ello, éstos se congelaron sumergiéndolos en isopentano a -70°C y luego se conservaron en papel
de aluminio a la misma temperatura. La otra parte de los cerebros, se transfirio a BP después de la
postfijacion y se almacenaron a 4°C, hasta la realizacién de los cortes flotantes en vibratomo. Los
cortes congelados fueron utilizados para las tinciones con hematoxilina-eosina y DAPI, y los cortes

flotantes fueron utilizados para las inmunofluorescencias.

3. Cortes del tejido

a) Cortes en criostato

Se realizaron cortes sagitales de los cerebros congelados con un criostato LEICA modelo
CM3050S, de 14 pm de espesor. Los cortes fueron recolectados en laminas previamente gelatinizadas

con una solucion de gelatina al 0,5% y luego fueron almacenados a -70 °C.
b) Cortes en vibratomo
Se realizaron cortes sagitales de 30 a 50 um de espes de los cerebros almacenados en BP a 4°C

mediante el empleo de un vibratomo LEICA modelo VT1000S, or. Los cortes se almacenaron en

placas de 24 pozos en BP a 4°C.
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1. Evaluacion de los cambios estructurales generales de la ECZSV durante el desarrollo

postnatal del cerebro de rata

Para estudiar los cambios generales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal se evaluaron
dos parametros, por un lado se midi6 el espesor de la ECZSV y por otro lado se cont6 el nimero de
células que conforman la zona migratoria asociada a la ECSZV correspondiente a la zona intermedia
(Z1). Para ello, se realizaron tinciones con hematoxilina y eosina (H/E) y tinciones con 4’ ,6-diamidina-
2’-fenilindol dihidrocloruro (DAPI), en cortes sagitales de cerebro de rata a distintos estadios del
desarrollo postnatal. Ambos pardmetros se evaluaron en tres areas distintas: region anterior, region

media y region posterior de la ECZSV, empleando el programa Image J.
1. Coloracion histoldgica con Hematoxilina y Eosina

Con los cortes de cerebro de rata congelados, se procedié a hacer la tincién con H/E para
realizar el estudio neuroanatémico. Para ello, se rehidrataron los cortes en BP y se dejé que alcanzaran
la temperatura ambiente. Luego, se incubaron con la solucién de hematoxilina por 1 minuto y se
lavaron con agua corriente. Posteriormente, los cortes se incubaron en la solucién de eosina por 3
minutos y se pasaron por una bateria de alcoholes (70%, 70% y 100%). Finalmente, se sumergieron en
un xilol primario y luego en xilol secundario por 5 minutos cada vez y se montaron con medio de
montaje permanente MAR-TEX. Los resultados fueron observados con luz blanca con un microscopio
invertido de fluorescencia axiovert 25, marca Zeiss y bajo una lupa estereoscopica marca Zeiss para

obtener una visién de conjunto. Las imagenes fueron captadas con una camara digital marca SONY.

2. Tincién de los nucleos celulares con DAPI

De igual forma, también se realizaron tinciones con DAPI de los cortes congelados de cerebro
de rata. Para ello, los cortes fueron incubados por 30 minutos con DAPI (0,1 pg/ml), y luego se
realizaron 3 lavados con PBS, 5 minutos cada vez. Los resultados se analizaron con un microscopio

invertido de fluoresencia axiovert 25, marca Zeiss.

1. Identificacion de los diferentes tipos celulares presentes en la ECZSV a distintos

estadios del desarrollo postnatal del cerebro de rata

La identificacion de los diferentes tipos celulares presentes en la ECZSV se realizé mediante
inmunofluorescencia utilizando marcadores celulares especificos. Se utilizd la expresion del filamento
intermedio nestina para identificar progenitores neurales, del proteoglicano NG2 para identificar los

progenitores de oligodendrocitos y del filamento intermedio GFAP para la identificacion de astrocitos.

El protocolo general utilizado para las pruebas de inmunofluorescencia se describe brevemente

a continuacion. Todas las inmunofluorescencias se realizaron en cortes flotantes. Todas las
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incubaciones se realizaron a temperatura ambiente con agitacion continua y entre cada incubacion se
realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Los cortes se incubaron con suero normal de
cabra (normal goat serum: NGS) al 5% en PBS con 0,3% de Triton X-100 (PBST) durante 30 minutos.
Se realizd la incubacién con el anticuerpo primario diluido en PBST, durante 4 horas. Luego, se
realizo la incubacion con el anticuerpo secundario respectivo (ver Tabla 1) por 2 horas y en oscuridad.
Posteriormente, los cortes fueron incubados en oscuridad con DAPI a una concentracion de 0,1 pg/ml
en PBST por 30 minutos. Finalmente, los cortes se montaron con un medio de montaje para
fluorescencia (Inmunomount). Los resultados fueron luego analizados utilizando un microscopio
invertido de fluorescencia axiovert 25, marca Zeiss y con microscopia confocal Olympus. En cada
prueba de inmunofluorescencia, se realizaron controles negativos, en los que se sustituyé la
incubacion con el anticuerpo primario por una incubacién con PBST. En estos controles no se observé
marcaje para ninguno de los marcadores de interés, lo que comprueba que los anticuerpos secundarios

no producen, en nuestro material, marcajes inespecificos.

Para la realizacion de las inmunofluorescencias fue necesario estandarizar las concentraciones
de los anticuerpos primarios y los tiempos de incubacion. Para el anticuerpo anti-NG2 se probaron las
diluciones 1/50, 1/100, 1/200 y 1/500, obteniéndose el mejor marcaje con la dilucion 1/100. Para los
anticuerpos anti-nestina y anti-GFAP, se probaron las diluciones recomendadas por el fabricante, es
decir 1/100 y 1/200, respectivamente, obteniéndose buenos resultados en ambos casos. Con respecto al
tiempo de incubacidon con el anticuerpo primario, se probaron dos tiempos de incubacion, 2 horas y 4
horas, obteniéndose diferencias significativas para el anticuerpo anti-NG2, el cual dio inmunomarcaje
s6lo con 4 horas de incubacion. De acuerdo a estos resultados, se decidié emplear un tiempo de

incubacion de 4 horas para todos los anticuerpos primarios.

En la tabla 1 se presenta un resumen de los anticuerpos, donde se muestran las diluciones de
los distintos anticuerpos utilizados, las caracteristicas generales de los mismos, y los anticuerpos

secundarios respectivos.

V. Evaluacion de la expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV durante el desarrollo

postnatal

Para el desarrollo de este objetivo, primero fue necesario estandarizar el protocolo de
inmunofluorescencia para la 3a-HSOR, luego, se estudié la expresion de la enzima durante el
desarrollo postnatal y finalmente se realizaron dobles marcajes con la enzima y los distintos

marcadores celulares para identificar el tipo celular de las células 3a-HSOR+.

La inmunofluorescencia para la 3a-HSOR se realizd utilizando un anticuerpo policlonal
desarrollado contra un péptido sintético de la enzima. Este anticuerpo fue realizado en colaboracion

con los doctores Walter Mosca y Yelitza Campos del laboratorio de Fisiopatologia del Instituto de
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Biomedicina, Escuela de Medicina J.M. Vargas. El protocolo consistié en la inmunizacién de conejos
con un péptido sintético, analogo a una region antigénica de la enzima, predicha por métodos
bioinforméticos. Posteriormente, la especificidad del anticuerpo generado fue evaluada por inmunodot

(Fig. 8).

Los parametros que se estandarizaron para la inmunofluorescencia fueron el tipo de corte
(cortes congelados o flotantes), la dilucion del anticuerpo y el tiempo de incubacidon. El anticuerpo
anti-3a-HSOR fue probado en cortes congelados y cortes flotantes de higado y de cerebro de rata (de
P7 a P15), lo que permiti6 determinar que el anticuerpo permite el marcaje de la enzima por

inmunofluorescencia en ambos tejidos, pero Gnicamente en cortes flotantes.

En cuanto a las diluciones del anticuerpo anti-3a-HSOR, se probaron las diluciones 1/1000,
1/500, 1/200, 1/120 y 1/100. EI marcaje obtenido con las tres primeras diluciones fue muy leve, en
cambio con las diluciones 1/120 y 1/100, el marcaje fue mucho mejor, y se decidié trabajar con la
dilucion 1/120, debido a que daba la mejor relacion marcaje/ruido de fondo (Tabla 1).

Con el antisuero

O o &)
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B Con el suero preinmune

Spug 2pg  1ug

Figura 8. Inmunodot del antisuero contra el péptido sintético de la 3a-HSOR. (A)
Inmunoreactividad del antisuero contra el péptido sintético. De izquierda a derecha, las cantidades
empleadas del péptido fueron 5, 2 'y 1 pg. (B) Control negativo utilizando el suero preinmune. No se
observa ninguna inmunoreactividad.

Con respecto al tiempo de incubacion para el anticuerpo anti-3a-HSOR, se probaron tres
tiempos de incubacion, toda la noche, 2 horas y 4 horas, obteniéndose resultados similares en todos los

Casos.

Para la realizacion de los dobles marcajes contra la 3a-HSOR Yy los distintos marcadores
celulares (nestina, NG2 y GFAP), los cortes fueron incubados con una mezcla de los dos anticuerpos
primarios, por 4 horas, y luego con una mezcla de los dos anticuerpos secundarios respectivos por 2

horas. El protocolo general para las inmunofluorescencias fue similar al descrito anteriormente.

En la tabla se muestran las diluciones de los distintos anticuerpos utilizados y las

caracteristicas de los mismos.
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Tabla 1. Tabla resumen de los anticuerpos utilizados para las pruebas de inmunofluorescencia.
Se presentan las caracteristicas generales de los anticuerpos primarios y secundarios, asi como las
diluciones empleadas.

Anticuerpo Caracteristicas Anticuerpo Caracteristicas
primario secundario
respectivo
Anticuerpo comercial, anti-lIgG de | Anticuerpo comercial,
MAB360 Chemicon-Millipore raton AP124R Chemicon-
Anti-GFAP | Anticuerpo monoclonal hecho en | Dilucion: Millipore.
raton, isotipo 1gG1 1/100 Anticuerpo policlonal
o hecho en cabra,
Dilucion: 1/200 acoplado a la rodamina
Anticuerpo comercial, anti-lIgG de | Anticuerpo comercial,
MAB5384 Chemicon-Millipore raton AP124R Chemicon-
Anti-NG2 | Anticuerpo monoclonal hecho en | Dilucion: Millipore.
raton, isotipo 1gG1 1/100 Anticuerpo policlonal
hecho en cabra,
Dilucién: 1/100 acoplado a la rodamina
Anticuerpo comercial, anti-lIgG de | Anticuerpo comercial,
MAB353 Chemicon-Millipore raton AP124R Chemicon-
Anti- Anticuerpo monoclonal hecho en | Dilucion: Millipore.
nestina raton, isotipo IgG1 1/100 Anticuerpo policlonal
hecho en cabra,
Dilucién: 1/100 acoplado a la rodamina
Anticuerpo no comercial, anti-lIgG de | Anticuerpo comercial,
Anticuerpo policlonal hecho en conejo Interchim Molecular
Anti-3a- conejo contra un péptido sintético | Dilucion: Probes.
HSOR de la enzima 1/100 Anticuerpo policlonal
hecho en cabra acoplado
DiIUCién: 1/120 a Alexa 488
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RESULTADOS

1. Evaluacion de los cambios estructurales generales de la extensién caudal de la zona

subventricular durante el desarrollo postnatal

Para el estudio de los cambios estructurales de la ECZSV se realizaron dos tipos de tinciones,
se colorearon los cortes de cerebro con H/E o con DAPI. La evaluacion de los parametros analizados,
a saber el espesor de la ECZSV vy la densidad de células migratorias en la ZI, se efectu6 con DAPI
debido a que el andlisis de las iméagenes era mas sencillo y preciso.

Se observo que el espesor de la ECZSV disminuye notablemente a medida que avanza el
desarrollo, tanto en la region anterior, como en la media (Figs. 9, 10, 11, 12, 13). Sin embargo, el
espesor de la region posterior se comporta de manera diferente, manteniéndose mas 0 menos constante

entre P4y P15, y posteriormente disminuye (Fig. 13).

Por otra parte, se obtuvo que la densidad celular en la ZI disminuye notablemente de P1 a P4,
y posteriormente se mantiene més o menos constante hasta P12 (Figs. 11B, 11D, 13). Las edades P15
y P21 no fueron tomadas en cuenta para el analisis de este pardmetro, debido a que en estas edades la

Z1 como tal ya no existe, y en su lugar se encuentra el cuerpo calloso.

Desde P1 a P12 se observé la presencia de cadenas radiales formadas por células migratorias
en la ZI, cualitativamente, la cantidad de estas cadenas parece disminuir (Figs. 11B, 11D, 11F y 12B).
Adicionalmente, se observo que en P 12 la orientacion de las células comienza a cambiar y en P15
las cadenas se encuentran dispuestas tangencialmente (Figs. 12D, 15). Por otra parte, en P21 se
observo que la disposicion de las células es mas homogénea y no se observaron cadenas celulares
(Figs. 12F, 15).

2. ldentificacion de los diferentes tipos celulares presentes en la extension caudal de la zona

subventricular a distintos estadios del desarrollo postnatal

De manera general, se pudo observar la presencia de progenitores neurales, de astrocitos y de
progenitores de oligodendrocitos, tanto en la ECZSV como en la region de células migratorias
correspondiente a la ZI de la corteza en desarrollo. Adicionalmente, se pudo observar que la presencia

de estos tipos celulares durante el desarrollo postnatal sigue un patrén espacio-temporal definido.
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Figura 9. Cambios estructurales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal. Tincion con
hematoxilina y eosina (H/E) de cortes sagitales de cerebro de rata durante la primera semana del
desarrollo postnatal. (A, C y E) Fotografias tomadas utilizando una lupa estereoscépica. (B, D y F)
Fotografias tomadas utilizando un microscopio invertido con luz blanca. (A, C y E) Vision general de
la ECZSV de P1, P4y P7, también se observan la ZSV, el ventriculo (V) y el hipocampo (H). Nétese
la disminucion progresiva del espesor de la ECZSV conforme el desarrollo avanza. (B, D y F)
Acercamiento de la ECZSV a P1, P4 y P7. En P1 se observa una alta densidad de células que
conforman la ECZSV, la cual va reduciendo su espesor durante este periodo del desarrollo postnatal.
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Figura 10. Cambios estructurales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal. Tincion con
hematoxilina y eosina de cortes sagitales de cerebro de rata durante la primera semana del desarrollo
postnatal. (A, C y E) Fotografias tomadas utilizando una lupa estereoscépica. (B, D y F) Fotografias
tomadas utilizando un microscopio invertido con luz blanca. (A, C y E) Vision general de la ECZSV
de P12, P15 y P21, también se observan la ZSV, el ventriculo (V) y el hipocampo (H). Notese la
disminucién progresiva del espesor de la ECZSV conforme el desarrollo avanza. (B, D y F)
Acercamiento de la ECZSV a P12, P15y P21.
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Figura 11. Cambios estructurales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal. Tincion de los
nucleos celulares con DAPI en cortes sagitales de cerebro de rata durante la primera semana del
desarrollo postnatal. Fotografias tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia. (A, C y E)
Vision general de la ECZSV y de la zona intermedia (Z1) formada por las células migratorias. Notese
la disminucion progresiva del espesor de la ECZSV a medida que el desarrollo avanza. (B, Dy F)
Acercamiento de la ECZSV y de la ZI en P1, P4y P7. En P1 se observa una alta densidad de células
que se dirigen a la subplaca (SP).
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Figura 12. Cambios estructurales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal. Tincién de los
nlcleos celulares con DAPI en cortes sagitales de cerebro de rata durante la primera semana del
desarrollo postnatal. Fotografias tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia. (A, C y E)
Vision general de la ECZSV. Notese la disminucion progresiva del espesor de la ECZSV a medida
que el desarrollo avanza. (B, D y F) Acercamiento de la ECZSV vy de la zona intermedia (ZI) en P12,
y cuerpo calloso (CC) en P15 y P21. Nétese la presencia de cadenas tangenciales en la region del CC
en P15 (D) y la distribucion homogénea de las células en esa misma zona, en P21 (F).
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Figura 13. Espesor de la extension caudal de la zona subventricular a lo largo del desarrollo
postnatal. Se observa la disminucion del espesor de la ECZSV en las regiones anterior y media, a
medida que avanza el desarrollo. El espesor de la region posterior disminuye de P1 a P4, se mantiene
constante de P4 a P15 y posteriormente disminuye.
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Figura 14. Densidad celular en la zona intermedia a lo largo del desarrollo postnatal (desde P1
hasta P12). Se observa la disminucion de la densidad celular de P1 a P4. A partir de P4, la densidad

celular se mantiene méas o menos constante.
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Figura 15. Disposicion de las células en la zona intermedia y cuerpo calloso. Marcaje de los
nucleos celulares con DAPI (A, B y C) en cortes sagitales de cerebro de rata en P4, P15y P21. (A) En
P4 se observan cadenas radiales de células migratorias (sefialadas con lineas amarillas). (B) En P15 se
observan cadenas tangenciales formadas por células en el cuerpo calloso (CC) (sefialadas con I. (C) En
P21 se observan las células de la zona intermedia (ZI) dispuestas de manera homogénea.
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a) Expresion de nestina: identificacion de progenitores neurales

En los resultados obtenidos para las edades postnatales estudiadas se observo que la expresion
de nestina en la ECZSV sigue un patron espacio-temporal definido en el cual disminuye en funcion del
desarrollo (Figs. 16B, 16E, 16H, 17B, 17E, 17H, 18B, 18E, 18H, 19B, 19E, 19H). En P1, la expresion
es moderada (Figs. 16B, 18B) y ésta disminuye en P4, tanto en la region anterior como en la media,
sin embargo, hubo una expresion importante en los limites dorsal y ventral de la ECZSV (Figs. 16E,
18E). Aunque la expresion disminuye con el desarrollo, se siguen observando elementos
inmunoreactivos en P12, P15y P21 (Figs. 17B, 17E, 17H, 23B, 23E, 23H). Por otra parte, la expresion
en la region posterior presenta un patron diferente, la cual es importante y similar en las tres primeras
edades, y posteriormente comienza a disminuir a partir de P12 hasta P21 (Figs. 20B, 20E, 20H, 21B,
21E, 21H).

En la ZI asociada a la ECZSV, se observé una alta densidad de fibras fuertemente
inmunoreactivas para nestina, que disminuyen en funcion del desarrollo (Figs. 22B, 22E, 22H, 23B,
23E, 23H). En P1 se observaron fibras nestina+ dispuestas radialmente (Fig. 22B). La disposicion
radial se va perdiendo en P7 (Figs. 22E, 22H). Adicionalmente, a partir de P7 se observo una fuerte
disminucién de la expresion de nestina (Fig. 22H). Por su parte, P12 y P15 se observo que las fibras
inmunoreactivas presentaban una disposicion tangencial en el cuerpo calloso (Figs. 23B, 23E). En

P21, solo se observaron algunos elementos inmunoreactivos (Fig. 231).

Por otra parte, en la ZI se observé una gran cantidad de células migratorias asociadas a las
fibras nestina” (Figs. 22C, 22F, 22I, 23C, 23F). Pareciera que estas células se encuentran migrando
sobre las fibras, debido a que fue posible apreciar mediante microscopia confocal, la superposicién de

nicleos y fibras (Fig. 24) y la presencia de muchos ndcleos asociados a una sola fibra (Fig. 25).
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ECZSV \ v
DAPI + Nestina DAPI + Nestina DAPI + Nestina

Figura 16. Expresion de nestina en la region anterior de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para nestina
(rodamina) (B, E y H) y superposicién del marcaje con DAPI y del marcaje de nestina (C, F e I) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la region anterior de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E y H) En la ECZSV,
se observa la mayor expresion de nestina en P1, y a partir de P4 comienza a disminuir, observandose
principalmente en los bordes de la ECZSV. (C, F e 1) En la zona intermedia (ZI) se observa una alta
densidad de fibras nestina®, nicleos DAPI" sobres estas fibras.
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Figura 17. Expresion de nestina en la regidn anterior de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para nestina
(rodamina) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI y del marcaje de nestina (C, F e I) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la region anterior de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E y H) Se observa
inmunoreactividad para nestina en la ECZSV en las tres edades postnatales correspondientes y la
disminucién de la misma conforme el desarrollo avanza. ZI: zona intermedia, SP: subplaca, CC:
cuerpo calloso.
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Figura 18. Expresion de nestina en la regién media de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para nestina
(rodamina) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI y del marcaje para nestina (C, F e 1) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la region media de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E y H) En la ECZSV,
se observa la mayor expresion de nestina en P1, y a partir de P4 comienza a disminuir, observandose
principalmente en los bordes de la ECZSV. ZI: zona intermedia, SP: subplaca.
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Figura 19. Expresion de nestina en la regién media de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para nestina
(rodamina) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI y del marcaje para nestina (C, F e I) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la region media de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E y H) Se observa
inmunoreactividad para nestina en la ECZSV en las tres edades postnatales correspondientes y la
disminucién de la misma conforme el desarrollo avanza. ZI: zona intermedia, SP: subplaca, CC:
cuerpo calloso.
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Figura 20. Expresion de nestina en la region posterior de la ECZSV en cortes sagitales de
cerebro de rata. Marcaje de los nicleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para
nestina (rodamina) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI y del marcaje para nestina (C, F
e 1) en cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la region posterior de la ECZSV.
Las fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. Se observa alta
inmunoreactividad para nestina en la ECZSV a P1. (B, Ey H) En P4 y P7, las células de la ECZSV
son nestina” y la expresion de este marcador es mayor que en las regiones anterior y media de la
ECZSV. ZI: zona intermedia, SP: subplaca.
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Figura 21. Expresion de nestina en la region posterior de la ECZSV en cortes sagitales de
cerebro de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para
nestina (rodamina) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI y del marcaje para nestina (C, F
e 1) en cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la region posterior de la
ECZSV. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E'y H) En
estas tres edades, las células de la ECZSV son nestina® y la expresion de este marcador es mayor que
en las regiones anterior y media de la ECZSV. Ademas, la expresiéon de nestina en la ECZSV
disminuye con el desarrollo. ZI: zona intermedia, SP: subplaca, CC: cuerpo calloso.
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Figura 22. Expresion de nestina en la ECZSV vy la zona intermedia (Z1) en cortes sagitales de
cerebro de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para
nestina (rodamina) (B, E y H) y superposicion de las imagenes respectivas para cada edad (C, Fe 1) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la ECZSV y de la ZI. Las fotografias
fueron tomadas con un microscopio confocal. (B) En P1, se observa una alta densidad de fibras
nestina” en la ZI. (E) En P4, se observa que la densidad de fibras nestina” en la ZI disminuye con
respecto a P1. (H) En P7, el nimero de fibras nestina® en la ZI, disminuye con respecto a P4. La barra
situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 um.
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Figura 23. Expresion de nestina en la ECZSV vy la zona intermedia (ZI1) en cortes sagitales de
cerebro de rata. Marcaje de los nicleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para
nestina (rodamina) (B, E y H) y superposicion de las imagenes respectivas para cada edad (C, Fe I) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la ECZSV y de la ZI. Las fotografias
fueron tomadas con un microscopio confocal. (B y E) En P12 y P15, se observa inmunoreactividad
para nestina en las fibras de la ZI y cuerpo calloso (CC). (E) Nétese la disposicion tangencial de las
fibras nestina® en la ZI en P12 y en el CC en P15. (H) En P21, se observan Algunos elementos
inmunoreactivos. La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 pum.
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DAPI + Nestina

Figura 24. Expresion de nestina en células de la zona intermedia (ZI) en cortes sagitales de
cerebro de rata de 7 dias postnatales. Superposicion del marcaje de los nucleos celulares con DAPI
y del marcaje para nestina (rodamina) en cortes sagitales de cerebro de rata en P7 en la ZI. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio confocal. Se observan fibras nestina” asociadas a los
nucleos celulares de las células migratorias presentes en la ZI. La barra situada en la esquina inferior

derecha corresponde a 5 um.

DAPI + Nestina

Figura 25. Expresion de nestina en el cuerpo calloso (CC) en cortes sagitales de cerebro de rata
de 15 dias postnatales. Superposicion del marcaje de los nucleos celulares con DAPI 'y del marcaje
para nestina (rodamina) en cortes sagitales de cerebro de rata en P15 en el CC. Las fotografias fueron
tomadas con un microscopio confocal. Se observan cadenas de células migratorias dispuestas sobre
fibras nestina” en CC. La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 5 pm.
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b) Expresion de GFAP: identificacién de astrocitos

Se observd que la capa de células que conforman la ECZSV son inmunopositivas para GFAP.
Esta expresion, sigue un patron espacio-temporal definido. En efecto, GFAP se expresdé de manera
similar y moderada en P1 y P4, edades donde se observa la mayor expresion de dicha proteina (Figs.
26B, 26E, 28B, 28E, 30B, 30E). En P4 se observo un fuerte marcaje en el borde ventral de la ECZSV
(Fig. 28E). Por su parte, a partir de P7 hasta P21 no se observé inmunoreactividad para GFAP en la
ECZSV (Figs. 26H, 27B, 27E, 27H, 28H, 29B, 29E, 29H, 30H, 31B, 31E, 31H). Esto se pudo

observar en las tres areas analizadas (anterior, media y posterior).

En la ZI, regién de las células migratorias que se originan de la ECZSV no se observaron
células GFAP" en P1 (Fig. 32B), pero la densidad de células GFAP" fue aumentando en funcién del
desarrollo postnatal, alcanzando un maximo cerca de P12 (Figs. 32E, 32H, 33B, 33E, 33H).
Adicionalmente, se encontr6 que conforme avanza el desarrollo, la densidad de astrocitos presentes en
la region proximal al hipocampo de la ECZSV incrementa (Figs. 30B, 30E, 30H, 31B, 31E, 31H, 32B,
32E, 32H, 33B, 33E, 33H). Es interesante acotar que la morfologia de las células migratorias GFAP*
cambia del cuarto al séptimo dia postnatal, pasando de ser células redondas con una morfologia
sencilla, posiblemente progenitores neurales, a células con una morfologia mas compleja formada por
numerosas prolongaciones, lo cual sugiere que son astrocitos diferenciados (Figs. 26E, 26H, 32E,
32H). Adicionalmente, se observaron células GFAP" asociadas a vasos (Fig. 31B, 31C).

c) Expresién de NG2: identificacidn de progenitores de oligodendrocitos

En la ECZSV y en la ZI asociada a ésta, se pudo observar la presencia de progenitores NG2",
asi como de células endoteliales NG2" de vasos sanguineos en desarrollo, siguiendo un patrén espacio-
temporal definido (Figs. 34, 35). La presencia de células endoteliales NG2" de vasos sanguineos en
desarrollo se observé en P1 (Fig. 34B), y en menor cantidad, en P4 (resultados no mostrados). Por otra
parte, la presencia de células NG2", con morfologia de progenitores de oligodendrocitos, se observé en
P1y P4 y posteriormente, el nimero de estas células aument6 en P7 y P12 (Figs. 34B, 34E, 34H,
35B). Adicionalmente, en P12 se observaron algunas células NG2* con morfologia monopolar y
bipolar (Fig. 36). En cambio, en P15y P21, no se observaron células NG2" en el cuerpo calloso, ni en
la ECZSV (35E, 35H).
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Figura 26. Expresion de GFAP en la region anterior de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP
(rodamina) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI y del marcaje para GFAP (C, Fe l) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la regién anterior de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B y E) Se observa un
marcaje moderado en P1y P4. En P4, se observa un fuerte marcaje en el borde ventral de la ECZSV.
(H e 1) En P7 no se observa marcaje para GFAP en la ECZSV. ZI: zona intermedia, SP: subplaca.
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Figura 27. Expresion de GFAP en la region anterior de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP
(rodamina) (B, E y H) y superposicién del marcaje con DAPI y del marcaje para GFAP (C, Fe l) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la regién anterior de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E, H, C, Fe I) En P12,
P15 y P21 no se observa inmunoreactividad para GFAP en la ECZSV. Se observan células GFAP*
tanto en los bordes dorsal y ventral de la ECZSV. ZI: zona intermedia, CC: cuerpo calloso.
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Figura 28. Expresion de GFAP en la region media de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP
(rodamina) (B, E y H) y superposicién del marcaje con DAPI y del marcaje para GFAP (C, Fe l) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la region media de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B y E) Se observa un
marcaje moderado en P1y P4. En P4, se observa un fuerte marcaje en el borde ventral de la ECZSV.
(H e I) En P7 no se observa marcaje para GFAP en la ECZSV. ZI: zona intermedia.
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Figura 29. Expresion de GFAP en la region media de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata. Marcaje de los nicleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP
(rodamina) (B, E y H) y superposicién del marcaje con DAPI y del marcaje para GFAP (C, Fe l) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la region media de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, E, H, C, Fe I) En P12,
P15 y P21 no se observa inmunoreactividad para GFAP en la ECZSV. Se observan células GFAP"
tanto en los bordes dorsal y ventral de la ECZSV. ZI: zona intermedia, CC: cuerpo calloso.
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DAPI + GFAP DAPI + GFAP DAPI + GFAP

Figura 30. Expresion de GFAP en la region posterior de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP
(rodamina) (B, E y H) y superposicién del marcaje con DAPI y del marcaje para GFAP (C, Fe l) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la region posterior de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido(B y E) Se observa un
marcaje moderado en P1y P4. En P4, se observa un fuerte marcaje en el borde ventral de la ECZSV.
(H e l) En P7, se observa un marcaje apreciable en el borde ventral de la ECZSV.
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Figura 31. Expresion de GFAP en la region posterior de la ECZSV en cortes sagitales de cerebro
de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP
(rodamina) (B, E y H) y superposicién del marcaje con DAPI y del marcaje para GFAP (C, Fe I) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la region posterior de la ECZSV. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia invertido. (B, C, E, F, He I) En P12,
P15 y P21 no se observa inmunoreactividad para GFAP en la ECZSV, sin embargo, se observan
células GFAP" en los bordes de la misma. (B) Se observan también células GFAP" asociadas a un
vaso. ZI: zona intermedia, SP: subplaca, CC: cuerpo calloso.
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Figura 32. Expresion de GFAP en la zona intermedia en cortes sagitales de cerebro de rata
Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP (rodamina)
(B, E 'y H) y superposicién de las imagenes respectivas para cada edad (C, F e I) en cortes sagitales de
cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la ECZSV y de la zona intermedia (ZI). Las fotografias
fueron tomadas con un microscopio confocal. (B) En P1, las células migratorias de la ZI, son
inmunonegativas para GFAP. (E) En P4, se observan algunas células GFAP" en la region migratoria.
(H) En P7, el nimero de células GFAP" en la ZI, incrementa con respecto a P4. Ademas, la
morfologia de las células migratorias GFAP" presentes en la ZI cambia del cuarto al séptimo dia
postnatal, pasando de ser células redondas con una morfologia sencilla a células con una morfologia
mas compleja formada por numerosas prolongaciones (E y H). La barra situada en la esquina inferior
derecha corresponde a 20 um.
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Figura 33. Expresion de GFAP en la zona intermedia (ZI) en cortes sagitales de cerebro de rata.
Marcaje de los ndcleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para GFAP (rodamina)
(B, E 'y H) y superposicién de las imagenes respectivas para cada edad (C, F e I) en cortes sagitales de
cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la ECZSV, de la ZI y cuerpo calloso (CC). Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio confocal. (B, E y H) En las tres edades
correspondientes, se observa una cantidad significativa de células GFAP" en la ZI, la cual parece
disminuir desde P12 a P21 La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 um.
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Figura 34. Expresion de NG2 en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de rata. Marcaje de los
nicleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para NG2 (rodamina) (B, Ey H) y
superposicion de las imagenes respectivas para cada edad (C, F e I) en cortes sagitales de cerebro de
rata en P1, P4 y P7 a nivel de la ECZSV y de la ZI. Las fotografias fueron tomadas con un
microscopio confocal. (B, E y H) Se observa la expresion de NG2 en células de la ECZSV y de la
zona intermedia (ZI). La expresion de este marcador celular aumenta de P1 a P7. NG2 se expresa
también en células endoteliales de vasos en desarrollo en el primer dia postnatal. (E) En P1y P4, se
observan algunas células NG2* con morfologia redondeada y otras con morfologia bipolar. (H) En P7,
el nimero de células NG2" en la ZI incrementa con respecto a P4. La barra situada en la esquina
inferior derecha corresponde a 20 um.
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Figura 35. Expresion de NG2 en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de rata. Marcaje de los
nlcleos celulares con DAPI (A, D y G), inmunofluorescencia para NG2 (rodamina) (B, Ey H) y
superposicion de las imagenes respectivas para cada edad (C, F e I) en cortes sagitales de cerebro de
rata en P12, P15 y P21 a nivel de la ECZSV y de la zona intermedia (ZI). Las fotografias fueron
tomadas con un microscopio confocal. (B, E y H) Se observa la expresion de NG2 en células de la
ECZSV y de la ZI. La expresion de este marcador celular disminuye de P12 a P21. (B) En P12, se
observan una cantidad significativa de células NG2* con morfologia bipolar. (E y H) En P15y P21, no
se observan células NG2" en el cuerpo calloso (CC), ni en la ECZSV. La barra situada en la esquina
inferior derecha corresponde a 20 um.
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Figura 36. Expresion de NG2 en células de la zona intermedia (ZI) en cortes sagitales de cerebro
de rata de 12 dias postnatales. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A), inmunofluorescencia
para NG2 (rodamina) (B) y superposicion de las imagenes del marcaje de los nucleos con DAPI con el
marcaje para NG2 (C) en cortes sagitales de cerebro de rata en P12 a nivel de la ZI asociada a la
ECZSV. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio confocal. (B y C) Se observa la
expresion de NG2 en las células migratorias de la ZI. Se observan células monopolares y bipolares
(sefialadas con flechas). Ademas, se observa que el marcaje de NG2 es citoplasmatico.

3. Expresion de la 3a-HSOR en la extension caudal de la zona subventricular a
distintos estadios del desarrollo postnatal

3.1 Estandarizacion del protocolo de inmunofluorescencia para el marcaje de la 3a-HSOR
utilizando un anticuerpo policlonal.

El anticuerpo anti-3a-HSOR fue probado en cortes congelados y cortes flotantes de higado y
de cerebro de rata (de P7 a P15), lo que permiti6é determinar que el anticuerpo permite el marcaje de la
enzima por inmunofluorescencia en ambos tejidos, pero Unicamente en cortes flotantes.
Adicionalmente se probaron distintas diluciones y tiempos de incubacion, determinandose que la
dilucion 1/120 es la que daba la mejor relacion marcaje/ruido de fondo y un tiempo de incubacion de 4
horas, el cual permitia un mejor marcaje.

En términos generales, se observd una fuerte expresion de la 3a-HSOR en las células
endoteliales de higado y de tejido nervioso, y un marcaje de la enzima tanto citoplasmatico como
nuclear en las células hepaticas y nerviosas (Figs. 37, 38). En definitiva, este anticuerpo puede ser
utilizado para el estudio de la expresion de la 3a-HSOR mediante inmunohistoquimica.
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Figura 37. Inmunofluorescencia para la 3a-HSOR (alexa 488) y tincion con DAPI en cortes
flotantes de higado de rata adulta. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A),
inmunofulorescencia para la 3a-HSOR (alexa 488) (B) y superposicion de la imagen obtenida para el
marcaje de la 30-HSOR con la imagen obtenida de la tincion con el DAPI (C). Las fotografias fueron
tomadas en un microscopio confocal. (B) Se observa inmunoreactividad para la 30-HSOR en las
células endoteliales y en las células hepaticas. En las primeras, el marcaje es nuclear, y en las ultimas,
se observa un marcaje tanto nuclear como citoplasmatico. La barra situada en la esquina inferior
derecha corresponde a 10 pum.

e

30-HSOR + DAPI

Figura 38. Inmunofluorescencia para la 3a0-HSOR (alexa 488) y tincion con DAPI en cortes
flotantes de cerebro de rata de 15 dias. Marcaje de los ndcleos celulares con DAPI (A y D),
inmunofulorescencia para la 3a-HSOR (alexa 488) (B y E) y superposicion de la imagen obtenida para
el marcaje de la 30-HSOR con la imagen obtenida de la tincion con el DAPI (C y F). Las fotografias
fueron tomadas con un microscopio confocal, en un mismo campo a dos niveles diferentes de un vaso.
(A 'y D) Se observa inmunoreactividad para la 3a-HSOR en las células endoteliales, asi como un
marcaje nuclear de las mismas. (A, B y C) La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde
a20 um. (D, E y F) La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 5 um.
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3.2 Estudio de la expresion de la 30-HSOR en la extension caudal de la zona
subventricular del cerebro de rata, a distintos estadios del desarrollo postnatal.

La expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV y en la ZI se pudo identificar principalmente en los
nucleos celulares (Figs. 39, 40). Se observo que las células que conforman la ECZSV son altamente
inmunoreactivas para el anticuerpo contra la 3a-HSOR. EI marcaje para la enzima aument6 de P1 a
P4, y se mantuvo similar desde P4 hasta P12, edad a partir de la cual disminuy6 (Figs. 39B, 39E, 39H,
40B, 40E, 40H). Ademaés, se observo que a partir de P4, las células de la ECZSV presentan un marcaje
mas definido. A partir de la ECZSV se observaron cadenas radiales de células 30-HSOR" que penetran
en el cuerpo calloso. A groso modo, se pudo observar que el nimero de estas células disminuye a
medida que el desarrollo avanza. Adicionalmente, se observd en P1, que muchas células de la ZI
presentan prolongaciones inmunoreactivas para la enzima (Fig. 39B). Estas prolongaciones

desaparecen a partir de P4. Es importante acotar que no todas las células de la ZI son 3a-HSOR".

3.3 Identificacion de las células 3a-HSOR" que se originan de la ECZSV, a distintos estadios del
desarrollo postnatal

a) Expresién de nestinay de la 3a-HSOR en la ECZSV

En las células de la ECZSV se observé un marcaje importante para la enzima 3a-HSOR. Por
otra parte, la ECZSV también resultd6 inmunopositiva para el filamento de nestina. Aunque la
expresion de éste se observo principalmente en fibras celulares que se encuentran bordeando las
células que conforman la ECZSV (Figs. 41, 42).

De manera general, en la ZI se observé una alta densidad de células 3a-HSOR, asi como de
fibras nestina® (Figs. 41, 42). La densidad de células 30-HSOR" y de fibras nestina” disminuye a
medida que el desarrollo avanza, (Figs. 41, 42) en concordancia con la disminucion de células

migratorias.

En Pl se observd que las células 3a-HSOR® de la ZI presentan prolongaciones
inmunopositivas para la enzima y para nestina. Adicionalmente, se observaron cadenas de células
migratorias dispuestas sobre algunas fibras 30-HSOR/nestina”, lo que sugiere, que migran utilizando
como soporte estas fibras (Figs. 41B, 41C, 41D). Por su parte, en P4 y P7 también se observaron
prolongaciones nestina®, sin embargo, en estos casos, la mayoria de las prolongaciones no presentaron
inmunomarcaje para la enzima (Figs. 41F, 41G, 41H, 41), 41K, 41L, 43).
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Figura 39. Expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV y en la zona intermedia (ZI) en cortes
sagitales de cerebro de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G),
inmunofluorescencia para la 3a-HSOR (alexa 488) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI
con el marcaje de la enzima (C, F e 1) en cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 y P7 a nivel de la
ECZSV y de la ZI. Las fotografias fueron tomadas mediante microscopia confocal. (B, E y H)
Expresion de la 30-HSOR en P1, P4 y P7 respectivamente. La expresion de la enzima aumenta de P1 a
P4, y es similar en P4 y P7. Notese la alta densidad de células migratorias 30-HSOR" en la ZI, la cual
disminuye a medida que el desarrollo avanza. Ademas, el marcaje en las células de la ECZSV es més
definido en P4 y P7 que en P1. (B) En P1 se observan prolongaciones celulares 30-HSOR". La barra
situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 um.
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Figura 40. Expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV y en la zona intermedia (ZI) en cortes
sagitales de cerebro de rata. Marcaje de los nucleos celulares con DAPI (A, D y G),
inmunofluorescencia para la 30a-HSOR (alexa 488) (B, E y H) y superposicion del marcaje con DAPI
con el marcaje de la enzima (C, F e I) en cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel
de la ECZSV y de la ZI. Las fotografias fueron tomadas mediante microscopia confocal. (B, E y H)
Se observa una fuerte expresion de la enzima en P12, a partir de la cual decae, y se mantiene similar
en P15y P21. Nétese la presencia de células migratorias 3a-HSOR™ en la ZI en P12, y en el cuerpo
calloso (CC) en P15y P21. La mayoria de las células presentes en la ZI y CC son 3a-HSOR". La barra
situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 pm.
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Figura 41. Expresion de la 3a-HSOR y de nestina en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata de P1 a P7. Marcaje de los nticleos celular con DAPI (A, E e I), inmunofluorescencia para la 3a-
HSOR (alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para nestina (rodamina) (C, G y K) y superposicion
del marcaje da la enzima con el marcaje de nestina (D, H y L) en cortes sagitales de cerebro de rata en
P1, P4y P7 anivel de la ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia.
(D, Hy L) La ECZSV es inmunopositiva para la 30-HSOR, y se observan fibras nestina” que bordean
las células de la ECZSV. (B, F, J, C, Gy K) En la zona intermedia (ZI) se observa que la densidad de
células 3a-HSOR™ y de fibras nestina” disminuye a medida que el desarrollo avanza. (B, C'y D) En P1
se observan células 3a-HSOR" con prolongaciones 30-HSOR"/nestina’. También se observan cadenas
de células migratorias 3a-HSOR" dispuestas sobre fibras 3a-HSOR'/nestina*. (F, G, H, J, Ky L) En
P4 y P7 se observan prolongaciones nestina®, sin embargo, la mayoria de las prolongaciones no
presentan inmunomarcaje para la enzima. La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a
20 pm.
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Figura 42. Expresion de la 3a-HSOR y de nestina en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata de P12 a P21. Marcaje de los nucleos celular con DAPI (A, E e 1), inmunofluorescencia para la
30-HSOR (alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para nestina (rodamina) (C, G y K) vy
superposicion del marcaje da la enzima con el marcaje de nestina (D, H y L) en cortes sagitales de
cerebro de rata en P12, P15 y P21 a nivel de la ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio
invertido de fluorescencia. (D, Hy L) La ECZSV es inmunopositiva para la 3a-HSOR, y se observan
fibras nestina” que bordean las células de la ECZSV. Esta expresion disminuye con el desarrollo. (B,
F, J, C, G y K) Se observaon fibras que coexpresan los dos marcadores, aunque algunas fibras son
Unicamente nestina®. La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 pm.
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Figura 43. Expresion de 3a-HSOR y nestina en células en la zona intermedia (ZI) en cortes
sagitales de cerebro de rata de 7 dias postnatales. Inmunofluorescencia para 3a-HSOR (alexa 488)
(A), inmunofluorescencia para nestina (B) y superposicion de la imagen obtenida con el marcaje para
la 3a-HSOR con la imagen obtenida para nestina (C) en cortes sagitales de cerebro de rata en P7 a
nivel de la ZI asociada a la ECZSV. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio confocal. (A)
Se observa un marcaje nuclear para la 3a-HSOR. (B y C) Se observan prolongaciones celulares
nestina® asociadas a la células 30-HSOR".

Con respecto a las edades P12, P15 y P21, se observaron fibras que coexpresan los dos
marcadores, aunque algunas fibras son Gnicamente nestina” (Fig. 44). También, se encontré una alta
densidad de células que coexpresan ambos marcadores; observandose principalmente la 3a-HSOR a
nivel del cuerpo celular y en la parte mas proximal de la prolongacién. Por su parte, la expresion de
nestina se observo principalmente en la prolongacion celular, tanto en la porcion proximal como distal
de ésta (Fig. 44). Adicionalmente, se encontraron cadenas de células migratorias sobre fibras
30-HSOR*/nestina” (Fig. 45).

3a-HSOR + Nestina

Figura 44. Expresion de 3a-HSOR y nestina en células en la zona intermedia (ZI) en cortes
sagitales de cerebro de rata de 12 dias postnatales. Inmunofluorescencia para 3a-HSOR (alexa 488)
(A), inmunofluorescencia para nestina (B) y superposicion de la imagen obtenida con el marcaje para
la 30-HSOR con la imagen obtenida para nestina (C) en cortes sagitales de cerebro de rata en P12 a
nivel de la ZI asociada a la ECZSV. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio confocal. (A)
El marcaje de la 30a-HSOR se observa a nivel del cuerpo celular y en la parte mas proximal de la
prolongacion. (B) La expresion de nestina se observa principalmente en la prolongacién celular, tanto
en la porcidn proximal como distal de ésta. (C) Se observan fibras que coexpresan los dos marcadores,
aunque algunas fibras son Ginicamente nestina®.
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Figura 45. Expresion de 3a-HSOR y nestina en células en la zona intermedia (ZI) en cortes
sagitales de cerebro de rata de 15 dias postnatales. Inmunofluorescencia para 3a-HSOR (alexa
488) (A), inmunofluorescencia para nestina (B) y superposicion de la imagen obtenida con el marcaje
para la 30-HSOR con la imagen obtenida para nestina (C) en cortes sagitales de cerebro de rata en P15
a nivel de la ZI asociada a la ECZSV. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio confocal.
(A) Se observa un marcaje nuclear para la 3a-HSOR. (C) Se observan células 3a-HSOR" dispuestas
sobre fibras 30-HSOR"/nestina’. La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 10 pm.

b) Expresién de GFAP y de la 3a-HSOR en la ECZSV

La ECZSV present6 una inmunoreactividad apreciable tanto para la 3a-HSOR como para la
GFAP en animales de 1y 4 dias postnatales. Sin embargo, a partir de P7 hasta P21, no se observé
inmunomarcaje para GFAP en la ECZSV (Figs. 46, 47).

En la ZI se observo una gran cantidad de células 3a-HSOR", muchas de las cuales expresaron
también la GFAP (Figs. 48, 49), excepto en P1 donde no se observaron células GFAP" (Fig. 48C). Sin
embargo, en P4 se observan células GFAP*/3a-HSOR", cuyo nimero incrementa en P7 (Fig. 48G,
48H, 48K, 48L). Algunas de las células presentes en P4 presentaron una morfologia sencilla y
redondeada, y otras presentaron prolongaciones GFAP®. Por otra parte, en P7 sdlo se observan células
30-HSOR" con una morfologia méas compleja caracterizada por numerosas prolongaciones (Fig. 48K).
De manera general, las células 30-HSOR'/GFAP" presentes en la ZI y CC incrementa en funcion del

desarrollo, alcanzando un méximo cerca de P12 (Figs. 48, 49D, 49H, 49L).

C) Expresion de NG2 y de la 3a-HSOR en la ECZSV

En la ECZSV y en la ZI asociada a ¢ésta, se pudo observar la presencia de progenitores 3a-
HSOR'/NG2", asi como de células endoteliales 3a-HSOR/NG2" de vasos sanguineos en desarrollo,
siguiendo un patron espacio-temporal definido (Figs. 50, 51). En P1 se observé una gran cantidad de
endotelios vasculares 30-HSOR"/ NG2" distribuidos en la ZI, y en menor cantidad en P4 (Figs. 50C,
50H). Por otra parte, se encontraron algunas células 30-HSOR*/NG2* con morfologia de progenitores
de oligodendrocitos, a los 4 dias postnatales y posteriormente, el nimero de estas células aumentd en
P7 y P12 (Figs. 50G, 50H, 50K, 50L, 51C, 51D). En P12 se observaron algunas células
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30-HSOR*/NG2" con morfologia bipolar (Fig. 51D). Adicionalmente, se encontré que no todas las
células 30-HSOR™ son inmunopositivas para NG2. Con respecto a P15 y P21, no se encontraron
células 3a-HSOR*/NG2" ni en la ECZSV ni en la ZI (Figs. 51K, 51L).

Z

- ECZSV. : ECZSV
30.HSOR+ GFAP 400X 3a-HSOR + GFAP

Figura 46. Expresion de la 3a-HSOR y de GFAP en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata de P1 a P7. Marcaje de los nlcleos celulares con DAPI (A, E e 1), inmunofluorescencia para la
30-HSOR (alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para GFAP (rodamina) (C, G y K) y
superposicion de las imagenes obtenidas para el marcaje de la 30-HSOR con las iméagenes obtenidas
para el marcaje de GFAP (D, H y L) en cortes sagitales de cerebro de rata P1 a P7 a nivel de la
ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia. (B, F, Cy G) En P1y
P4 se observa un marcaje apreciable tanto para la 3a-HSOR como para la GFAP en la ECZSV. (K) En
P7 no se observa inmunomarcaje para la GFAP en la ECZSV. ZI: zona intermedia, SP: subplaca.
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Figura 47. Expresion de la 3a-HSOR y de GFAP en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata de P12 a P21. Marcaje de los nlcleos celulares con DAPI (A, E e ), inmunofluorescencia para la
30-HSOR (alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para GFAP (rodamina) (C, G y K) y
superposicion de las imagenes obtenidas para el marcaje de la 3a-HSOR con las imagenes obtenidas
para el marcaje de GFAP (D, H y L) en cortes sagitales de cerebro de rata P12 a P21 a nivel de la
ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia. (B, F y J) La expresion
de la 30-HSOR en la ECZSV disminuye desde P12 hasta P21. (C, G y K) No se observa
inmunomarcaje para la GFAP en la ECZSV en las tres edades correspondientes. ZI: zona intermedia,
SP: subplaca, CC: cuerpo calloso.
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Figura 48. Expresion de la 3a-HSOR y de GFAP en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata P1 a P7. Marcaje de los nucleos con DAPI (A, E e I), inmunofluorescencia para la 30-HSOR
(alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para GFAP (rodamina) (C, G y K) y superposicion del
marcaje de la enzima con el marcaje para GFAP (D, H y L) en cortes sagitales de cerebro de rata en
P1, P4y P7 a nivel de la ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio confocal. (C y D) En P1 se
observan células 3a-HSOR"/GFAP- en la zona intermedia (ZI). (G, H, Ky L) En P4 y P7 se observa
una gran cantidad de células 30-HSOR?, algunas de las cuales expresan también la GFAP. (K 'y L) En
P7 se observa una cantidad mayor de células 3a-HSOR'/GFAP”, y con una morfologia mas compleja
que en P4 (K y L). La barra situada en la esquina inferior derecha corresponde a 20 um.
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Figura 49. Expresion de la 3a-HSOR y de GFAP en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata P12 a P21. Marcaje de los ntcleos con DAPI (A, E e I), inmunofluorescencia para la 3a-HSOR
(alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para GFAP (rodamina) (C, G y K) y superposicion del
marcaje de la enzima con el marcaje para GFAP (D, H y L) en cortes sagitales de cerebro de rata en
P12, P15 y P21 a nivel de la ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio confocal. (D, Hy L)
Se observa una gran cantidad de células 3a-HSOR?, algunas de las cuales expresan también la GFAP.
La densidad de células 30-HSOR*/GFAP" parece disminuir desde P12 a P21. La barra situada en la
esquina inferior derecha corresponde a 20 pum.
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Figura 50. Expresion de la 30-HSOR y de NG2 en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata de P1 a P7. Marcaje de los nucleos con DAPI (A, E e I), inmunofluorescencia para la 3a-HSOR
(alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para NG2 (rodamina) (C, G y K) y superposicion del
marcaje de la enzima con el marcaje para NG2 (D, H y L) en cortes sagitales de cerebro de rata en P1,
P4y P7 a nivel de la ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio confocal. En P1 se observan
endotelios vasculares 3a-HSOR"/ NG2" distribuidos en la ECZSV y en la ZI, y en menor cantidad en
P4 (B, C, G y H). En P4 se observan algunas células 3a-HSOR'/NG2" con morfologia sencilla y
redondeada (G y H). En P7 se observan una mayor cantidad de células 3a-HSOR'/NG2" con
morfologia sencilla y redondeada, con respecto a P4 (Ky L).
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Figura 51. Expresion de la 30-HSOR y de NG2 en la ECZSV en cortes sagitales de cerebro de
rata de P12 a P21. Marcaje de los nucleos con DAPI (A, E e I), inmunofluorescencia para la 3a-
HSOR (alexa 488) (B, F y J), inmunofluorescencia para NG2 (rodamina) (C, G y K) y superposicion
del marcaje de la enzima con el marcaje para NG2 (D, Hy L) en cortes sagitales de cerebro de rata en
P12, P15y P21 a nivel de la ECZSV. Fotografias tomadas con un microscopio confocal. En P12 se
observan células 3a-HSOR/NG2" con morfologia sencilla y redondeada (C y D). En P15y P21, no se
encontraron células 3a-HSOR*/NG2" ni en la ECZSV nienla ZI (Ky L).
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DISCUSION

El estudio de las zonas neurogeénicas reviste gran interés debido al papel que éstas desempefian
en los procesos de plasticidad cerebral, asi como de regeneracidn y reparacion del tejido nervioso. En
el SNC de los mamiferos, se han descrito varias zonas neurogeénicas siendo las dos mas estudiadas la
ZSV y la ZSG del giro dentado del hipocampo. El presente trabajo se centra en el estudio de otra zona
neurogénica, aun poco estudiada, que hemos denominado ECZSV. Se trata de una extensa zona
germinal que bordea los ventriculos laterales y que en su parte anterior forma un continuo con la ZSV,
debido a esto la hemos denominado extension caudal de la ZSV. Esta zona ha recibido otros nombres
en otros trabajos como the posterior periventricle (pPV, Nakatomi y col., 2002), la zona subcallosal
(Seri y col., 2006) o simplemente ZSV, sin establecer diferencias entre la porcion anterior y la porcion
posterior (Suzuki y Goldman, 2003). Consideramos sin embargo, que es mas apropiado establecer la
diferencia entre estas dos porciones debido a que presentan diferencias estructurales y funcionales
importantes. Por otra parte, es conveniente conservar el término de ZSV debido a que existe un claro
continuo entre las dos porciones y el empleo de un nombre completamente diferente como el de zona
subcallosal sugiere que esta zona neurogénica no guarda relacion con la ZSV. Debido a estas razones
hemos decidido denominarla ECZSV.

1. Evaluacion de los cambios estructurales generales de la extensién caudal de la zona

subventricular durante el desarrollo postnatal

La ECZSV corresponde a una zona germinal que bordea a los ventriculos laterales y que se
sitia entre el cuerpo calloso y el hipocampo. Durante el desarrollo del SNC, el hipocampo crece
significativamente de tamafio, lo cual trae como consecuencia que la pared del ventriculo en la parte
ventral de la corteza quede yuxtapuesta con la pared del ventriculo de la parte dorsal del hipocampo,
produciendo que la luz del ventriculo en esta zona colapse. A pesar de que es dificil distinguir entre las
dos paredes ventriculares juxtapuestas, y de que éstas suelen verse como una sola estructura, es
posible en ciertas regiones observar remanentes de la luz ventricular. Incluso se ha podido identificar
en la ECZSV la presencia de células ependimales indicando el origen ventricular de esta estructura
(Seri y col., 2006).

El estudio de los cambios estructurales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal, nos
permitié conocer y comprender los diferentes cambios morfoldgicos que se llevan a cabo en esta zona
durante este periodo de desarrollo. Se observaron grandes cambios morfolGgicos que siguen un patron
espacio-temporal definido, en particular, se pudo evaluar una disminucién importante del espesor de la
ECZSV, y de la densidad de células migratorias en la ZI (Figs. 13, 14).
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El proceso de desarrollo del SNC prosigue durante el periodo postnatal temprano, momento en
el cual se llevan a cabo importantes procesos de produccion y de migracion de células nerviosas,
particularmente de células gliales (revisado por Cayre y col., 2009). A partir de la ECZSV en
particular, se ha reportado que migran células gliales hacia el cuerpo calloso y la corteza, en donde se
diferencian en oligodendrocitos y astrocitos (Levison y Goldman, 1993; Suzuki y Goldman, 2003).
Debido a esto, la disminucion del espesor de la ECZSV se debe a la salida de progenitores gliales que
migran hacia la ZI y la corteza, donde se van posicionando y diferenciando en células gliales.

En la ZI, se pudo observar, desde P1 hasta P12, la presencia de cadenas radiales formadas por
células migratorias. Estas cadenas corresponden a los progeniotres gliales que migran hacia la corteza
(Suzuki y Goldman, 2003). A medida que estos encuentran su sitio de destino y se van diferenciando,
los procesos de migracion van disminuyendo, lo cual es concomitante con la disminucion de la

densidad celular en la ZI a lo largo del desarrollo postnatal.

Por otro lado, la presencia de cadenas radiales formadas por células migratorias, disminuye en
P15. En esta edad se observaron cadenas tangenciales (orientadas paralelamente a la pared del
ventriculo), las cuales corresponden a las fibras que conforman el cingulo. Posteriormente, en P21, no
se observaron cadenas de ningin tipo, en cambio, las células se encuentran dispuestas
homogéneamente, reflejando que ya en esta etapa del desarrollo postnatal, las células provenientes de
la ECZSV se han posicionado en su sitio de destino (Fig. 15).

2. ldentificacién de los diferentes tipos celulares presentes en la extensién caudal de la zona

subventricular a distintos estadios del desarrollo postnatal

Las inmunofluorescencias realizadas contra los marcadores celulares nestina, GFAP y NG2,

permitieron identificar los tipos de células presentes en la ECZSV y en la ZI.

a) Expresion de nestina

En el presente trabajo se empled el marcador de nestina, debido a que este permite identificar
células proliferativas y migratorias, como los PN. Este marcador es una proteina del filamento
intermedio que participa en la organizacion estructural de las células mitéticamente activas (revisado

por Michalczyk y Ziman, 2005).

Se observo que la expresion de nestina tanto en la ECZSV como en la ZI, disminuye con el
desarrollo, siguiendo asi un patron espacio-temporal definido (Fig. 54). Se sabe en términos generales
que el filamento intermedio nestina se expresa en células mitéticamente activas y migratorias, en

donde participa en la regulacion de la organizacion estructural de la célula (revisado por Michalczyc y
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Ziman, 2005). La inmunoreactividad encontrada para nestina en la ECZSV, es evidencia de que esta
zona es una zona dindmica y mitdticamente activa, y una fuente de progenitores de nuevas células

nerviosas.

Mas especificamente, en Pl se observd la expresion de nestina en fibras organizadas
radialmente ubicadas en la ZI (Fig. 22C). Por otra parte, se observé una alta densidad de pequefios
nacleos marcados con DAPI, caracteristicos de ndcleos de progenitores neurales, los cuales se
encontraban en estrecha asociacion con las fibras nestina®, sugiriendo que estos progenitores utilizan
las fibras nestina® como soporte para su proceso de migracion (Fig. 25). Este resultado es altamente
sugestivo de un proceso de migracion radial mediante el empleo de la glia radial. Estos resultados
muestran por una parte, la persistencia de la glia radial postnatalmente y por otra parte, aportan
evidencias sobre el posible papel de ésta en los procesos de migracion postnatal de progenitores
gliales.

Con respecto a la persistencia de la glia radial postnatalmente, Scorza y colaboradores en
2009, observaron en ratas desde P9 a P16, la presencia de prolongaciones radiales nestina® en la
corteza somatosensorial primaria, y reportaron que la expresion de nestina disminuye conforme
avanza el desarrollo. Estos resultados en términos generales son similares a los encontrados en el
presente trabajo, donde la expresion de nestina en la ECZSV vy la ZI disminuye con el desarrollo
postnatal, lo que sugiere que las células que conforman esta zona se van diferenciando en distintos

tipos celulares.

En la ZI, sin embargo, se observé que las fibras nestina®, van perdiendo su clara organizacion
radial mas precozmente, a partir de P4. Esto sugiere por un lado una modificacion estructural de la
célula nestina® con posiblemente acortamiento de sus prolongaciones, y por otra parte, quizas la
existencia de otros mecanismos de migracion puesto que en P4 se observa aun una alta densidad de
progenitores migratorios en la ZI. En efecto, se ha planteado la existencia de distintos mecanismos de
migracion radial para los progenitores neuronales corticales aunque desconocemos si los mismos
existen también para los progenitores gliales postnatales. Estos mecanismos son la translocacion del
soma y la locomocion guiada por glia (revisado por Nadarajah, 2003; Nadarajah y col., 2003). En la
translocacion del soma la célula desarrolla una larga prolongacion hacia la superficie pial y presenta
una corta prolongacion posterior. Al ir el soma avanzando hacia la superficie pial la prolongacion
posterior se acorta y se hace mas fina progresivamente mientras que la otra prolongacion se mantiene
fija en la superficie externa. En cambio cuando la célula migra por locomocién presenta dos
prolongaciones libres de tamario relativamente constante que utiliza para desplazarse sobre una fibra
glial (glia radial) (Fig. 52) (revisado por Nadarajah, 2003; Nadarajah y col., 2003).
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Durante la corticogénesis, las neuronas que migran por translocacion del soma son neuronas
producidas por division asimétrica a partir de la glia radial y que conservan la misma larga
prolongacion que la glia radial, la cual extienden hasta la superficie pial. Estas neuronas han sido
denominadas neuronas radiales. Estas neuronas van a ir progresivamente translocando su cuerpo
celular hacia la superficie pial. Este modo de migracién radial se ha registrado en la fase temprana del
desarrollo cortical cuando el espesor de la corteza es aun pequefio, pero conforme se va desarrollando
esta estructura, las neuronas van adoptando un modo de migracioén por locomocion guiada por glia
(revisado por Nadarajah, 2003; Nadarajah y col., 2003). En este caso, la neurona producida a partir de
la glia radial, utiliza la prolongacion de esta misma como sustrato para migrar en direccion pial hasta

su sitio de destino (Fig. 52).
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Neuronas radiales Migracion de neuronas a lo largo de fibras
(translocacion somal) radiales correspondientes a la glia radial

Figura 52. Modelo que ilustra el papel de la glia radial en la corteza cerebral durante la
corticogénesis. Durante el desarrollo de la corteza, la glia radial produce neuronas y mas células de la
glia radial. (a) En las primeras etapas del desarrollo, las neuronas producidas a partir de la glia radial,
heredan las fibras radiales y usan la translocacion del soma como modo de migracion. (b)
Posteriormente en el desarrollo, las neuronas migran a lo largo de las fibras radiales correspondientes a
la glia radial. (Tomado de Nadarajah 2003).

Aparte, de la migracion radial por translocacién y por locomocion guiada por glia se ha
descrito otro mecanismo migratorio para algunas neuronas corticales las cuales han sido denominadas
neuronas ramificadas (branching cells) (revisado por Nadarajah y col., 2003). Durante el desarrollo de
la corteza, algunas células migratorias son bipolares cuando se encuentran en la ZV, al inicio del
proceso de migracion, pero luego se ramifican y se vuelven multipolares en la ZI. Este
comportamiento aumenta durante la corticogénesis tardia embrionaria. Las prolongaciones de estas
células son altamente dinamicas, las ramas se forman y se retraen rapidamente, lo cual sugiere que
estas células se encuentran explorando activamente el ambiente. Dependiendo de las sefales
encontradas, estas células o bien prosiguen su ascenso radial o bien se desplazan tangencialmente (Fig.

53) (revisado por Nadarajah y col., 2003). Aunque este mecanismo de migracion no ha sido aun
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descrito para los progenitores gliales postnatales, los resultados obtenidos en el presente trabajo
sugieren que un mecanismo de este tipo pudiese estar presente. En efecto, si bien las fibras nestina®
presentan, en P1, una clara organizacion radial en términos generales, estas fibras no constituyen las
clasicas fibras de la glia radial, las cuales son largas prolongaciones practicamente paralelas. En este

caso, las fibras nestina® que se observaron exhiben numerosas ramificaciones (Fig. 22C).

CP

——»)-—4 1z
Células ramificadas V2
Figura 53. Esquema de una célula ramificada mostrando el modo de migracién caracteristico

(branching cells). Las ramas de la célula se forman y se retraen, como explorando activamente el

ambiente. (Tomado de Nadarajah y col., 2003)

En conclusién, con respecto a la migracion de los progenitores gliales durante el desarrollo
postnatal se desconoce si pueden emplear mas de un modo de migracion, sin embargo, las

observaciones realizadas en este trabajo sugieren que esto si sea posible debido a que:

1. en P1, se observaron fibras nestina® organizadas radialmente (tipo glia radial) con una gran
cantidad de progenitores asociados a éstas, sugestivo de un tipo de migracién por locomocién guiada

por fibras gliales (Fig. 22C).

2. en P4, la pérdida de la organizacion radial de las prolongaciones nestina* con el acortamiento de las
mismas sugiere la participacion de algin otro modo de migracion quizds algin proceso de
translocacion del soma considerando que algunas células solo deben migrar cortas distancias, desde la

ECZSV hasta el cuerpo calloso o el cingulo (Fig. 22F).

3. en P1 y P4 las prolongaciones nestina® presentan numerosas ramificaciones lo que sugiere la
existencia de células migratorias ramificadas como se ha descrito durante el desarrollo embrionario
(branching cells) (Figs. 22C, 22F).

Son necesarios otros estudios para establecer el o los modos de migracién de los progenitores

gliales producidos de la ECZSV durante el periodo postnatal.
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b) Expresion de GFAP

En el presente trabajo se utilizd el marcador GFAP, debido a que éste permite identificar
células astrogliales (revisado por Duprey y Paulin, 1995). Este marcador es una proteina del filamento

intermedio, que participa en el arreglo del citoesqueleto durante la mitosis (Tardy y col., 1990).

La expresion de GFAP en la ECZSV sigue un patron espacio-temporal definido,
disminuyendo a partir de P4 (Fig. 54B). Ademas, se observé que la presencia de células GFAP* en la
Z| se observa a partir de P4 y la cantidad de éstas incrementa a medida que avanza el desarrollo
postnatal, al igual que la cantidad de astrocitos presentes en la region ventral de la ECZSV (Fig. 54C).
Por otra parte, la morfologia de las células GFAP* cambia a medida que se van diferenciando y
madurando, incrementando el ndmero de prolongaciones celulares; haciéndose asi mas complejas
(Figs. 26E, 26H, 28E, 28H). El patrén espacio temporal de la expresion de GFAP sugiere que la
ECZSV participa en la produccion de células GFAP™ en los estadios tempranos del desarrollo
postnatal, que estas células luego migran de la ECZSV hacia el cuerpo calloso y la corteza en donde
finalmente se diferencian en astrocitos maduros. Nuestras observaciones estan en concordancia con los
trabajos de Levison y Goldman (1993) y de Suzuki y Goldman (2003) en donde describen que la
ECZSV es una fuente de progenitores gliales que migran hacia el cuerpo calloso y la corteza, en donde
se diferencian en oligodendrocitos y astrocitos. Por otra parte, Seri y colaboradores en 2006,
encontraron que a partir de células aisladas de la ECZSV se generan astrocitos. En general, los
resultados obtenidos en el presente trabajo, aportan evidencias del papel de la ECZSV en la

produccién de astrocitos.

En el presente trabajo, las células GFAP" observadas durante el desarrollo postnatal,
presentaban un nucleo ovalado, y con pocas y delgadas ramificaciones, caracteristico de los astrocitos
fibrosos presentes en la sustancia blanca (revisado por Rajkowska e Hidalgo, 2007). Se ha reportado
que estos astrocitos fibrosos se generan a partir de la glia radial (revisado por Kessaris y col., 2008).
Por otra parte, durante las etapas tempranas del desarrollo postnatal, la glia radial, antes de desaparecer
de la ZSV, genera astrocitos que posteriormente se localizan en la corteza, en la sustancia blanca y en
los bordes de la ZSV (revisado por Cayre y col., 2009; revisado por Kessaris y col., 2008). Los
patrones de expresion de nestina, y de GFAP encontrados en el presente trabajo, sugieren también que
los astrocitos se forman a partir de la glia radial antes de que ésta desaparezca, puesto que el aumento
en el nimero de astrocitos GFAP" se correlaciona con la disminucion de la expresion de nestina y de
la glia radial (Fig. 54).

Es interesante mencionar que aunque se observo una disminucion de la expresion de GFAP en
la ECZSV en funcion del desarrollo postnatal, junto con un aumento concomitante del nimero de
astrocitos GFAP" en la ZI, persisten algunas células GFAP" en la ECZSV en las edades mas
avanzadas estudiadas, de P12 a P21 (Fig. 33). Seri y colaboradores (2006) estudiaron la composicion

celular y estructural de la ECZSV de adulto y pudieron identificar por inmunohistoquimica y por
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microscopcia electronica la presencia de células similares a las de la ZSV, incluyendo a las células
tipo B o astrocitos. En el presente trabajo, las células GFAP* que persisten en las edades avanzadas
pudiesen corresponder a las células tipo B de la ECZSV.

Finalmente, en el presente trabajo, se observaron astrocitos fuertemente asociados a la
superficie de vasos sanguineos. Xu y Ling en 1994, obtuvieron resultados similares, donde la
morfologia de las células GFAP® se hacia mas compleja conforme avanzaba el desarrollo.
Adicionalmente, encontraron que el nimero de astrocitos asociados a la superficie de los vasos del
cuerpo calloso incrementaba durante el desarrollo postnatal, sugiriendo, que estas células estan
involucradas en el mantenimiento de la barrera hematoencefélica, mediante el control del flujo de
sangre, induciendo vasoconstriccion o vasodilatacion (Xu y Ling, 1994; Rajkowska e Hidalgo, 2007).
Por otra parte, algunos investigadores han propuesto la participacion de la vasculatura en la migracion,
supervivencia y diferenciacion en progenitores neurales del cerebro adulto (revisado por Cayre y col.,
2009). Han visto que células endoteliales activadas secretan metaloproteasas las cuales clivan
moléculas de la matriz extracelular, facilitando asi la migracion de progenitores. La inhibicion de estas
metaloproteasas, impide la migracién radial en neonatos y adultos, sugiriendo que son importantes

para la migracién celular individual (revisado por Cayre y col., 2009).

En conclusion el presente trabajo, aporta evidencias a favor del papel de la ECZSV en la
formacion de astrocitos e ilustra la gran diversidad de astrocitos que existen y sus multiples funciones,
asi se pudo observar la formacion de astrocitos fibrosos ubicados en el cuerpo calloso, de astrocitos
asociados a los vasos sanguineos y que desempefian funciones relacionadas con el mantenimiento de
la barrera hematoencefalica y finalmente de astrocitos que persisten en la ECZSV y que pudiesen

corresponder a la célula tipo B de esta zona neurogénica.

C) Expresion de NG2

En el presente trabajo se utilizé el marcador NG2, ya que este permite identificar progenitores
de oligodendrocitos. NG2 es un proteoglicano cuya funcién se ha visto en la migracion de dichos

progenitores (revisado por Cayre y col., 2009).

Se encontraron células NG2* en la ECZSV y en la ZI, cuya densidad aumenté en funcion del
desarrollo, alcanzando un méaximo alrededor de P12 (Fig. 54). Posteriormente, la expresion de NG2
disminuy6 y no pudo observarse en P21. Los resultados encontrados son similares a los reportados por
otros grupos, en particular Niehaus y colaboradores (1999) quienes observaron que la expresion de
NG2 se iniciaba a los 13 dias embrionarios, con un pico entre P8 y P12, a partir del cual comenzaba a

disminuir gradualmente (revisado por Karram y col., 2005).
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En general el patron espacio temporal de la expresién de NG2 que se obtuvo sugiere que en
este periodo de desarrollo postnatal ocurre una importante produccion de oligodendrocitos muy
probablemente a partir de progenitores neurales ubicados en la ECZSV. Estas observaciones coinciden
con los resultados de Levison y Goldman (1993) y Suzuki y Goldman (2003) quienes demostraron la
produccion de progenitores de oligodendrocitos a partir de la ECZSV los cuales migran hacia el
cuerpo calloso y se diferencian en oligodendrocitos. Incluso, se ha reportado, que a partir de células
aisladas de la ECZSV de adulto se forman oligodendrocitos (Seri y col., 2006), lo que indica que

después del desarrollo, la ECZSV preserva la capacidad de producir células gliales.

Con respecto al papel de la ECZSV en la produccion de células gliales es importante
mencionar también que, al igual que para los astrocitos, se ha reportado que los oligodendrocitos de la
neocorteza y de la sustancia blanca, se originan a partir de la glia radial, durante etapas tempranas del
desarrollo postnatal (Ventura y Goldman, 2007; revisado por Cayre y col., 2009). Los patrones
espacio-temporales de la expresion de nestina y de NG2 son congruentes con esta idea.

Es importante destacar igualmente que la mayor densidad de células NG2*, correspondiente a
una mayor produccion de progenitores de oligodendrocitos, se encontré entre P4 y P12, lo cual
coincide con el periodo en el cual ocurre activamente el proceso de mielinizacion (revisado por
Morgane y col., 2002) (Fig. 54).

Es interesante mencionar que en los resultados obtenidos se observaron células NG2* en la ZI
que presentaban morfologia bipolar (Fig. 36). Se ha visto que los oligodendrocitos en sus primeras
etapas de desarrollo presentan una morfologia monopolar, y cuando inician la etapa de migracion,
éstos adoptan una morfologia bipolar e incluso tripolar; caracterizandose por presentar marcadores
especificos como NG2, vimentina, nestina, entre otros (revisado por Bribian y de Castro, 2007). La
expresion de NG2 podria estar implicada en los procesos de migracién de los progenitores
oligodendrocitarios. Algunos estudios han mostrado que moléculas como las integrinas y el condroitin
sulfato glicosaminoglicano interactan con NG2, generando una cascada de sefializacion vy
fosforilacion de proteinas intracelulares y citoesqueléticas, ocasionando la reorganizacion del

citoesqueleto y movilidad de la célula (revisado por Karram y col., 2005).

Finalmente, se observo un fuerte marcaje para NG2 en los endotelios vasculares, tanto en la
ECZSV, como en la ZI en P1 y P4. Este inmunomarcaje corresponde a células denominadas pericitos
o periendoteliales, que se encuentran en la membrana de los capilares o vénulas post-capilares. Estas
células son contréactiles, por lo que ayudan a estabilizar las paredes de los vasos y a regular el flujo
sanguineo. También se le han atribuido funciones en la permeabilidad endotelial, proliferacion,
supervivencia, migracion y maduracion de las células endoteliales (revisado por Shepro y Morel,

1993; revisado por Bergers y Song, 2005).
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En conclusion, se observd un patron de expresion de NG2 que sugiere una produccion de
progenitores de oligodendrocitos por parte de la ECZSV la cual sigue un patron espacio-temporal
coherente con el intenso proceso de mielinizacion que ocurre durante las dos primeras semanas de

vida postnatal.

3. Expresion de la 3a-HSOR en la extension caudal de la zona subventricular e
identificacion de las células migratorias 3a-HSOR" a distintos estadios del desarrollo

postnatal

a) Estandarizacién del protocolo de inmunofluorescencia para el marcaje de la 3a-HSOR

En el presente trabajo se realizo, en un primer tiempo, un estudio de los cambios estructurales
generales de la ECZSV durante el desarrollo postnatal. Posteriormente, se estudi6é el patron de
expresion de algunos marcadores celulares de interés, a saber nestina que permite identificar la glia
radial, GFAP que identifica a los astrocitos y finalmente NG2 que identifica a los progenitores de
oligodendrocitos. Con los resultados obtenidos hemos aumentado nuestro conocimiento sobre esta
extensa zona germinal. Finalmente, y con el objetivo de empezar a conocer aquellos factores o sefiales
gue regulan la neurogénesis en esta zona, se estudid, durante el desarrollo postnatal, la expresion de la

3a-HSOR, enzima responsable de la sintesis del neuroesteroides 3a,50-THP 0 alopregnenolona.

Se realiz6 este Gltimo objetivo mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
policlonal realizado en colaboracién con la Dra. Yelitza Campos y el Dr. Walter Mosca del
Laboratorio de Fisiopatologia del Instituto de Biomedicina y de la Escuela de Medicina J.M.Vargas de
la Facultad de Medicina de la UCV. Para ello, se disefiaron dos péptidos sintéticos que corresponden a
regiones antigénicas de la 3a-HSOR mediante el empleo de métodos bioinformaticos, para luego
utilizarlos como inmundgenos en la generacion de anticuerpos policlonales en conejo. La
especificidad de ambos sueros fue probada por inmunodot encontrando resultados satisfactorios sélo
para uno de ellos con el cual proseguimos el trabajo. El anticuerpo, asi obtenido fue probado en
inmunofluorescencia, primero en un tejido en donde se sabe existe una fuerte expresion de la enzima,
como es el higado y luego en el cerebro. Los resultados obtenidos muestran que este anticuerpo puede
ser utilizado en inmunofluorscencia pero Unicamente en cortes flotantes. Esto representa para el
laboratorio una herramienta de trabajo muy valiosa debido a que no existe en el comercio ningln
anticuerpo contra la 3a-HSOR. Existe sin embargo, otro anticuerpo contra esta enzima realizado por el
grupo del Dr. Trevor Penning del Departamento de Farmacologia de la Universidad de Pensilvania,
USA, el cual fue realizado utilizando la enzima purificada de higado de rata (Penning y col., 1984;
Smithgall y Penning, 1988). Gracias a una colaboracién con el Dr. Guy Mensah-Nyagan de la
Universidad de Louis Pasteur de Estrasburgo, Francia, obtuvimos una pequefia cantidad del mismo

con el que pudimos realizar otros trabajos previos (Gago y col., manuscrito en preparacion; Alcala y
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col., 2012). En términos generales, los resultados obtenidos con nuestro anticuerpo son muy similares

a los obtenidos con el anticuerpo del Dr. Penning.

b) 3a,5a-THP y proliferacién celular

En el presente trabajo se observo que la expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV, aumenta de
P1 a P4, se mantiene similar de P4 a P12 y posteriormente decae (Fig. 54). Ademas, se observo que las
células que se originan a partir de la ECZSV y que conforman cadenas que penetran en el cuerpo
calloso son fuertemente inmunopositivas para la enzima. El marcaje obtenido se observo tanto a nivel

citoplasmético como a nivel nuclear, tanto en la ECZSV, como en ZI.

Por otra parte, se observo que las células que conforman la ZI, disminuyen en ndmero
conforme avanza el desarrollo postnatal, debido a la disminucién del nimero de células migratorias

con el desarrollo (Fig. 54).

La expresion de la enzima fue homogénea a todo lo largo de la ECZSV. El patron de la
expresion de la 30-HSOR durante el desarrollo postnatal en la ECZSV, coincide con la dindmica
espacio-temporal de la proliferacion celular en zonas neurogénicas como la ZSV y la VMR. En estas
zonas, la proliferacion aumenta gradualmente hasta que alcanza un maximo en P12 y luego disminuye
sin desaparecer hasta la etapa adulta (Faiz y col., 2005). Estos resultados sugieren que la 30,50-THP

pudiese modular la proliferacion de las células presentes en la ECZSV, durante el desarrollo postnatal.

A favor de este posible efecto de la 30,5a-THP sobre la proliferacion celular, existen
evidencias directas y evidencias indirectas. En este Ultimo caso lo que se demuestra es un efecto del
GABA via receptores GABA, sobre la proliferaciéon celular y al ser el receptor GABAA el Unico
mecanismo de accion descrito hasta el momento para la 3a,5a-THP, entonces potencialmente este

neuroesteroide pudiese modular el efecto mediado por el GABA.

En efecto, se ha descrito que los PN de la ZSV y de la VMR son despolarizados por el GABA
via receptores GABAA (Wang y col., 2003; revisado por Ben-Ari y col., 2007; Ganguly y col., 2001) y
que estas sefiales GABAérgicas tienen efectos regulatorios en la proliferacién de PN. Adicionalmente,
se describi6 la expresion de distintas subunidades del receptor GABA, en progenitores PSA-NCAM”*
aislados de cerebro de rata recién nacida, y se demostré que el GABA incrementa la proliferacion de
estas células de manera dosis dependiente y de forma especifica via receptores GABAA (Gago y col.,
2004). De igual forma se ha demostrado que el GABA es capaz de disminuir la proliferacion de
neuroblastos y de astrocitos de la ZSV de rata adulta (revisado por Bordey, 2006). En efecto, como los
neuroblastos se originan a partir de células GFAP" en la ZSV, el GABA liberado por los neuroblastos,
mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa, controla la proliferacion de progenitores
GFAP" via receptores GABA, (Liu y col., 2005).
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Con respecto a las evidencias directas, Gago y colaboradores (2004) reportaron que la 3a,5a-
THP era capaz de estimular in vitro la proliferacion celular de progenitores PSA-NCAM™ aislados de
cerebro de rata recién nacida, y que este efecto era abolido en presencia de bicuculina indicando que se
encontraba mediado por el receptor GABA. Por otro lado, Wang y colaboradores en 2005, mostraron
que la 30,50-THP, actuando también via receptores GABA,, estimulaba la proliferacion de PN
aislados de hipocampo de rata y de CMN derivadas de corteza cerebral de humano.

En conclusién, el conjunto de estas evidencias muestran que el GABA es capaz de regular la
proliferacion de CMN y PN via el receptor GABAA y que la 30,5a-THP puede actuar como un factor
modulador de estos efectos

c) 3a,5a-THP y migracion celular

Desde P1 hasta P12 se observé una gran cantidad de células migratorias 3a-HSOR™ que
conforman cadenas que surgen de la ECZSV, y que se disponen perpendicularmente con respecto a
dicha zona (Figs. 39 y 40). Se ha visto que los progenitores que se originan a partir de esta region,
migran hacia el cuerpo calloso y la corteza (Suzuki y Goldman, 2003), donde se diferencian en
oligodendrocitos (Seri y col., 2006; Levison y col., 1993) y en astrocitos maduros (Seri y col., 2006;
Ventura y Goldman, 2007). Los resultados obtenidos para el doble marcaje de nestina/3a-HSOR son
evidencia de que la ECZSV es una fuente importante de PN durante el desarrollo postnatal;
observandose una alta densidad de progenitores migratorios 3a-HSOR™ en la ZI en las primeras edades
postnatales la cual disminuye conforme avanza el desarrollo, lo que sugiere que estos progenitores se

van diferenciando y comprometiendo hacia distintos linajes celulares.

A partir de los resultados obtenidos con el doble marcaje de nestina/3a-HSOR, se puede
plantear, para los progenitores 30-HSOR®, los tres tipos de migracion que fueron mencionados

anteriormente (seccion Discusién, punto 2):

Caso 1: locomocion guiada por fibras gliales. En efecto, los progenitores 3a-HSOR™ parecieran migrar

utilizando como soporte la fibras nestina’.

Caso 2: translocacion del soma. En efecto en P1 los progenitores 30-HSOR" presentan prolongaciones
relativamente largas dispuestas radialmente las cuales retraen en P4 en donde se observan

practicamente como células esféricas.

Caso 3: mecanismo de células ramificadas (branching cells). Esto pareciera ocurrir sobre todo en P1,

en donde los progenitores 30-HSOR™ presentan efectivamente prolongaciones claramente ramificadas.

En el primer caso, podria tratarse de la conocida migracién radial, donde el soma de la glia

radial se encuentra en la ECZSV, y a su vez, extiende una prolongacion o fibra hacia la superficie pial,
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sirviendo de soporte a los PN en los procesos de migracion hacia la neocorteza y cuerpo calloso
(Bonfanti y Peretto, 2007). En el segundo caso, se trataria de un proceso de translocacion del soma
similar al descrito para la glia radial, en donde la glia radial de la ECZSV emite una larga
prolongacion hacia la superficie pial, y el soma celular avanza hacia la superficie pial (revisado por
Nadarajah y col., 2003; revisado por Nadarajah, 2003). Finalmente el tercer caso, podria tratare de
progenitores que presentan prolongaciones, las cuales se extienden y retraen, y en ocasiones
ramificandose, presentando un comportamiento exploratorio, como si respondieran a sefiales de
atraccion y repulsion del ambiente (revisado por Cayre y col., 2009; revisado por Nadarajah y col.,
2003). Ademas, se ha visto que entre los 13 y 16 dias embrionarios, este tipo de migracién se

encuentra presente en la ZI (O’Rourke y col., 1992).

Es interesante mencionar nuevamente que las células nestina® observadas en la ECZSV
podrian corresponder a la glia radial, las cuales serian las CMN de esta zona. La glia radial presenta
divisiones asimétricas, generando tanto neuronas y progenitores neurales intermedios. También, a
partir de la glia radial se generan oligodendrocitos, astrocitos, células ependimales y células tipo B.
Estas altimas, contindan funcionando como CMN en el adulto (revisado por Kriegstein y Alvarez-
Buylla, 2009; revisado por Rakic, 2007).

La fuerte expresion de la 3a-HSOR en los progenitores de la ECZSV y de la Z1, y la existencia
de prolongaciones celulares que coexpresan tanto la 3a-HSOR como nestina (Figs. 41, 42, 44) sugiere
un posible papel de la 3a,5a-THP en los procesos de migracion de los progenitores originados desde la
ECZSV. Aunque no se disponen de evidencias directas sobre el papel de la 3a,5a-THP sobre la
migracion celular, se ha descrito sin embargo que el GABA es capaz de ejercer efectos de este tipo. En
efecto, se ha reportado que, en edades postnatales, en la VMR y en la ZSV, el GABA liberado por los
neuroblastos disminuye la velocidad de migracion de los mismos (Bolteus y Bordey, 2004). Existen
evidencias de que el GABA puede modular la migracién de las células corticales en las Gltimas etapas
del desarrollo embrionario, donde el GABA, sintetizado por células de las diferentes capas de la
corteza en desarrollo, actia como un quimioatrayente hacia los sitios de destino hacia donde se dirigen
los neuroblastos migratorios (Behar y col., 1996). Adicionalmente, se ha reportado un efecto regulador

del GABA en el crecimiento de las prolongaciones neuronales (Maric y col., 2001).

d) 3a,5a-THP y astrocitos

Se observé que la mayoria de las células GFAP™ observadas, son 30-HSOR™ y que éstas
incrementan en funcidn del desarrollo. Adicionalmente, se encontraron grandes cambios morfol6gicos
en estas células, pasando de células redondas y sencillas a células con morfologia estrellada (Figs.
46G, 46K). Lo que sugiere un papel de la 3a,5a-THP en los procesos de maduracion, diferenciacién y

migracion de células astrogliales.
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Diversas observaciones han demostrado que las células astrogliales expresan el receptor
GABA,. Ademas, se ha reportado que las sefiales GABAérgicas pueden modular la organizacion
morfoldgica de astrocitos inmaduros en el cerebro adulto, asi como la expresion de GFAP (revisado
por Magnaghi; 2007). Esto sugiere que la 3a,50-THP, al actuar via receptores GABA, también podria
modular la expresion de GFAP y otros aspectos de la biologia de los astrocitos, como los cambios
morfoldgicos, proliferacion y migracion. De hecho, los astrocitos son considerados células blanco de
algunos neuroesteroides como la 50-DHP y la 30,50-THP, los cuales son capaces de influir en la
expresion de GFAP. Por ejemplo, se ha visto que la expresion de los genes que codifican para este

marcador, disminuye debido al efecto de la 3a,,5a-THP (Melcangi y col., 1996).

La ECZSV constituye entonces una fuente importante de células gliales para el cuerpo calloso
y la corteza durante el desarrollo postnatal en condiciones fisiol6gicas normales. Por su parte, la
30,5a-THP podria desempefiar un papel importante en el control de la proliferacion, migracion y
diferenciacion de PN, progenitores oligodendrocitarios y astrocitos.

e) 3a,5a-THP y mielinizacién

Con respecto a los resultados obtenidos para el doble marcaje de NG2/3a-HSOR, se
observaron células inmunopositivas para ambos marcadores principalmente en la ZI desde P1 hasta
P12, cuya cantidad aument6 en funcion del desarrollo (Figs. 50, 51, 54). Se ha reportado que después
de P14, la mayoria de los PN que se originan de la ECZSV permanecen s6lo en el cuerpo calloso
donde se diferencian en oligodendrocitos (Levison y col., 1993). Debido a esto, es probable que las
pequefias células 30-HSOR" observadas en el cuerpo calloso en P15 y P21 correspondan a un estadio
de oligodendrocitos mas maduro que el de las células NG2*/3a-HSOR® (progenitores de
oligodendrocitos) observadas desde P1 hasta P12. Adicionalmente, pareciera que todas las células
NG2" expresan la enzima, por lo que ésta podria participar en el control de los procesos de
diferenciacion y maduracién de las células del linaje oligodendrocitario, asi como en la migracion de
los mismos. En efecto, se ha visto que los progenitores de oligodendrocitos aislados de cerebro de rata
recién nacida son capaces de producir 3a,50-THP in vitro (Gago y col., 2001). Por otro lado, la 3a,5a-
THP podria ejercer un efecto, no s6lo en la produccién de oligodendrocitos, sino también en los
procesos de mielinizacién, ya que la presencia de células NG2*/30-HSOR" encontradas en la ZI, se
observo durante el periodo en el que ocurre principalmente el proceso de mielinizacion (P4 a P12)
(revisado por Morgane y col., 2002). De hecho se ha demostrado que la 3a,5a-THP estimula la
produccion de mielina por parte de las células de Schawnn de los nervios periféricos, mediante la
activacion de los genes que codifican para varias de las proteinas de la mielina (revisado por
Schumacher y col., 2012). También se ha reportado este efecto de la 3a,50-THP en células aisladas de

cerebelo de rata y raton (Ghoumari y col., 2003; revisado por Schumacher y col., 2012). La 3a,50-
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THP ejerce este efecto actuando via receptores GABA,, debido a que se vio contrarrestado por la

bicuculina (Ghoumari y col., 2003).

Por otro lado, es interesante mencionar que existen evidencias de la presencia de receptores
GABA, en células NG2" del hipocampo de la sustancia gris y blanca, lo que sugiere un posible papel
de este amino&cido en el control de la proliferacion y division de los progenitores oligodendrocitarios
(revisado por Polito y Reynolds, 2005; revisado por Gallo y col., 2008). En efecto, se ha reportado que
las sefiales GABAérgicas estimulan la migracion de progenitores de oligodendrocitos (revisado por
Trotter y col., 2009). Estas evidencias sugieren que la 3a,5a-THP pudiera participar en la modulacion
de varios aspectos de la biologia de los progenitores oligodendrocitarios.

f) ECZSV y regeneracion del SNC

Es interesante mencionar que la ECZSV puede constituir una fuente de células nerviosas
también en condiciones patoldgicas. Por ejemplo, se ha establecido que la ECZSV constituye una
fuente de nuevas neuronas que ayudan a reparar la zona CA1 del hipocampo, después de una lesion
isquémica (Nakatomi y col., 2002). Observaciones similares han sido reportadas por Parent y
colaboradores (2006) donde utilizando un modelo de epilepsia inducida por la administracion de
pilocarpina observaron un aumento de la gliogénesis en la ECZSV de cerebro de rata adulta. Este
modelo de epilepsia causa la muerte de neuronas hipocampales, y estos investigadores reportaron que
las células gliales recién formadas en la ECZSV eran atraidas hacia las zonas lesionadas del
hipocampo. En estudios realizados por White y colaboradores (2010) también se observé la capacidad
de la ECZSV para generar nuevas células gliales luego de una lesion cerebral. Estos investigadores
reportaron que la sefializacion dependiente de B-catenina, la cual influye en la proliferacion y
diferenciacion de varias poblaciones de CMN y PN, se ve incrementada en células NG2" y en
astrocitos de la corteza y de la ECZSV (White y col., 2010). Estas observaciones sugieren una
participacion de la ECZSV en respuestas de regeneracion del SNC.

Por otra parte, se ha visto que en el cerebro adulto, los progenitores de oligodendrocitos no
migran, pero se diferencian en oligodendrocitos mielinizantes, sustituyendo a aquellos que van
muriendo (revisado por Cayre y col., 2009). Sin embargo, se ha visto que la proliferacién, migracion y
diferenciacion de éstos, se ve estimulada en modelos de desmielinizacién, donde los progenitores de
oligodendrocitos migran hacia el sitio de la lesion, remplazan a los oligodendrocitos perdidos e inician
un proceso de remielinizacion. Estas observaciones se han realizado tanto en cerebro de rata (Tanaka
y col., 2003; Gensert y Goldman, 1997; Levine y Reynolds, 1999) como en médula espinal (Watanabe
y col., 2002). Resultados similares fueron observados en ratones a los que se les indujo una
encefalomielitis experimental autoimune que es un modelo animal experimental de esclerosis maltiple

(Picard-Riera y col., 2002). Con este modelo, se vio estimulada la proliferacién y migracion de
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progenitores neurales, astrocitos y progenitores de oligodendrocitos, los cuales migraron hacia los BO
y la sustancia blanca. Esto se interpreta como una respuesta del sistema que trata de restituir las

neuronas perdidas.

Otros estudios han mostrado que después de una lesion desmielinizante en el cuerpo calloso
aumenta la proliferacion de células ubicadas en la ZSV y en la via de migracion rostral. Ademas,
progenitores PSA-NCAM" de la ZSV que normalmente estan destinados a transformarse en neuronas
en los BO, se desvian de su ruta normal y penetran en la lesién en donde se diferencian en
oligodendrocitos y astrocitos (Nait-Ousmesmar y col., 1999). Gonzalez-Martinez y colaboradores en
2007, por su parte mostraron que en cortes de cerebro de pacientes epilépticos, se veia estimulada la
proliferacion, diferenciacion neuronal y la migracién hacia la sustancia blanca y la corteza, de las
células de la ZSV. Seria interesante explorar la respuesta de la ECZSV luego de una lesion

desmielinizante y de evaluar el posible papel de la 3a,50-THP.

El conjunto de todos estos estudios y los resultados del presente trabajo, son evidencia de que
la ECZSV es una fuente importante de progenitores y de células gliales tanto en condiciones normales,
como en condiciones patologicas. Ademas, la amplia expresion de la 30-HSOR en la ECZSV y en la
ZI, aporta evidencias anatomicas de un posible efecto autocrino/paracrino de la 3a,5a-THP en la
proliferacion, migracion y/o diferenciacion de las células gliales, asi como en la mielinizacion.
Estudios de este tipo permiten ampliar nuestros conocimientos sobre la neurogénesis y los factores que
la modulan y potencialmente pudiesen contribuir al desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a

mejorar la regeneracién del SNC.
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Figura 54. (A) Representacion esquematica que muestra la variacion de los eventos que ocurren
durante el desarrollo postnatal conforme éste avanza (modificado de Morgane y col., 2002). (B)
Variacion cualitativa de la expresion de Nestina, GFAP, NG2 y 3a-HSOR en la ECZSV. (C)
Variacion cualitativa de la expresion de Nestina, GFAP, NG2 y 3a-HSOR en la Zona intermedia
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Figura 54. (A) Representacion esquematica que muestra la variacion de los eventos que ocurren
durante el desarrollo postnatal conforme éste avanza (modificado de Morgane y col., 2002). (B)
Variacion cualitativa de la expresion de Nestina, GFAP, NG2 y 3a-HSOR en la ECZSV. (C)
Variacion cualitativa de la expresion de Nestina, GFAP, NG2 y 3a-HSOR en la Zona intermedia
(Z1). La expresion de nestina en la primera semana postnatal es considerablemente alta en la ECZSV y
Z1, donde se produce la mayor cantidad de oligodendrocitos (comparar con A). Luego, disminuye en
funcion del desarrollo. GFAP presenta una expresion considerablemente alta en la ECZSV en P1y P4,
luego disminuye drasticamente hasta desaparecer por completo. En la ZI, la expresion de GFAP
incrementa a medida que el desarrollo avanza, presentando un maximo cerca de P12. Esto sugiere que
la ECZSV participa en la produccién de astrocitos en los estadios tempranos del desarrollo postnatal.
La expresion de NG2 es similar en ambas regiones. Esta incrementa conforme avanza el desarrollo, y
presenta un maximo entre P12 y P14. Posteriormente, la expresion de NG2 desparece completamente.
Esto coincide con el proceso de mielinizacion (comparar con A). En la ZI, se observa como el
aumento de astrocitos GFAP" se correlaciona con la disminucion de la expresion de nestina, lo que
sugiere la diferenciacion de algunos progenitores nestina® en células astrogliales. Lo mismo sucede
con la expresion de NG2 y nestina. Finalmente, la expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV incrementa
en los primeros dias postnatales y alcanza un maximo en P12, donde se produce la mayor cantidad de
oligodendrocitos (comparar con A). Luego, comienza a disminuir paulatinamente sin desaparecer por
completo. En la ZI, la enzima presenta una expresion considerablemente alta en los primeros dias
postnatales y luego comienza a disminuir, en concordancia con la disminucién de células migratorias.
La expresion de 3a-HSOR siguiendo un patron espacio-temporal definido, asi como de los otros
marcadores, sugiere que la 30,50-THP pudiese participar en el control los distintos procesos que
ocurren durante el desarrollo, como la produccion de células gliales (oligodendrocitos y astrocitos), la
migrancion y la mielinizacion.
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CONCLUSIONES

En general, el estudio del desarrollo postnatal de la ECZSV del cerebro de rata proporciond
evidencias de que esta zona germinal constituye una fuente importante de progenitores y de células
gliales para el cuerpo calloso y la corteza. Por otra parte, la amplia expresion de la 30-HSOR en la
ECZSV y en la ZI, aporta evidencias anatomicas de un posible papel de la 30,5a-THP en la
proliferacion, migracion y/o diferenciacion de las células gliales, asi como en el proceso de
mielinizacion. Estudios de este tipo permiten ampliar nuestro conocimiento sobre la neurogénesis y
los factores que la modulan y potencialmente pudiesen contribuir al desarrollo de estrategias
terapéuticas dirigidas a mejorar la regeneracion del SNC.

Entre las conclusiones mas relevantes de este trabajo podemos mencionar:

- Ocurren grandes cambios morfoldgicos de la ECZSV durante el desarrollo postnatal siguiendo un
patrén espacio-temporal definido: el espesor de la ECZSV vy la densidad de células migratorias en la
ZI1 disminuyen a medida que el desarrollo avanza. Esto sugiere que ocurre la salida de células de la

ECZSV y su migracién a través de la ZI hasta llegar al sitio de destino.

- La expresion de nestina en la ECZSV y en la ZI es considerablemente alta en la primera semana
postnatal y luego disminuye. Esto es evidencia de que esta estructura es una zona dinamica y

mitoticamente activa, y una fuente de progenitores para nuevas células nerviosas.

- En P1, se observa una alta densidad de fibras nestina® en la ZI organizadas radialmente, lo que

sugiere que participan en procesos de migracion tipo glia radial.

- En la ECZSV, la expresion de GFAP es considerablemente alta en P1 y P4, luego disminuye

drasticamente hasta desaparecer por completo.

- En la ZI, la expresion de GFAP incrementa en funcién del desarrollo, presentando un maximo cerca

de P12y la morfologia de los astrocitos en la ZI se va haciendo méas compleja.

- El patrén espacio-temporal de la expresion de GFAP durante el desarrollo postnatal, sugiere que

ocurre una produccidn de astrocitos a partir de la ECZSV, que migran a la ZI y que se diferencian.

- La expresion de NG2 incrementa en la ECZSV y en la ZI conforme avanza el desarrollo y presenta

un maximo entre P12 y P14. Luego, la expresion de NG2 desaparece completamente.

- El patrén espacio-temporal de la expresion de NG2 durante el desarrollo postnatal, indica que ocurre
un pico en la produccion de progenitores de oligodendrocitos en el momento en que ocurre el

proceso de mielinizacion.
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- La 3a-HSOR se expresa ampliamente en la ECZSV y en la ZI durante el desarrollo postnatal,

siguiendo un patrén espacio-temporal definido.

- La expresion de la 30-HSOR en la ECZSV incrementa en los primeros dias postnatales, alcanzando
un maximo en P12 y posteriormente disminuye.

- Las células migratorias que se originan de la ECZSV y que penetran en el cuerpo calloso son
fuertemente inmunopositivas para la 3a-HSOR y se encuentran en estrecha relacion con las fibras
radiales nestina’, lo que sugiere un posible papel de la 3a,50-THP en el control de la migracion de

estos progenitores.

- La expresion de la 30-HSOR en la ECZSV y en los progenitores migratorios y células gliales de la
ZI1 constituye una evidencia anatémica sobre el posible papel de la 30,50-THP en el control de la

biologia de las CMN y de los progenitores gliales in vivo durante el desarrollo postnatal.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo ha permitido conocer los diferentes cambios de la ECZSV del cerebro de
rata durante el desarrollo postnatal con lo cual se pudo observar que esta zona es altamente dinamica y
presenta grandes cambios morfoldgicos. También se pudo observar que tanto la ECZSV como la ZI
asociada a ésta, presentan una importante expresion de la 30-HSOR, de nestina, de GFAP y de NG2,
siguiendo un patron espacio-temporal definido. En términos generales, el presente trabajo aporta
evidencias anatémicas del papel de la ECZSV como fuente de células gliales para el cuerpo calloso y
la corteza, y por otra parte del posible papel de la 3a,5a-THP en la biologia las CMN y PN.

Los resultados obtenidos en este trabajo abren muchas perspectivas de investigacion, sin

embargo los aspectos que nos parecen mas interesantes son:

- establecer el o los modos de migracion de los progenitores gliales producidos a partir de la ECZSV

durante el periodo postnatal y determinar si la 3a,50-THP modula estos procesos de migracion.

- evaluar el efecto de la 3a,5a-THP en otros aspectos de la biologia de los progenitores migratorios, en

particular la proliferacion celular, la supervivencia y la diferenciacion.

- estudiar el posible papel de la 3a,5a-THP en los procesos de mielinizacion y de remielinizacion del
SNC. En este sentido, seria interesante evaluar la respuesta de la ECZSV luego de una lesion

desmielinizante y de establecer el posible papel de la 30,5a-THP.

En términos generales, los resultados obtenidos abren un campo muy amplio de investigacion,
orientado a conocer el papel de la 30,50-THP en la biologia de los progenitores gliales,
especificamente en el control de la proliferacién, la migracion, la supervivencia y la diferenciacion de
estas células, asi como el papel que ejerce este neuroesteroide en los procesos de mielinizacion y

remielinizacién del SNC.
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