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RESUMEN

Por mucho tiempo se pensd, que una vez culminado el desarrollo del sistema nervioso, las células madre
y los progenitores neurales 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 células madre y de los progenitores neurales, y en particular de los factores
que regulan la proliferacion, migracion, diferenciacion y supervivencia de estas células, es indispensable para
el desarrollo exitoso de estrategias terapéuticas. Ademas de los factores de crecimiento, otras moléculas estan
cobrando interés en la actualidad, este es el caso de los neurotransmisores, en particular del GABA y de los
neuroesteroides, como la 3a,5a-tetrahidroprogesterona (30,50-THP o alopregnanolona) un metabolito
neuroactivo de la progesterona que actua como un potente modulador del receptor GABA 4. Recientemente,
utilizando un modelo in vitro, de progenitores neurales aislados de cerebro de rata recién nacida, se
establecio que la 30,50-THP y el GABA eran capaces de estimular la proliferacion de estas células actuando
via receptores GABA . El objetivo general del presente trabajo fue el de aportar evidencias anatémicas de la
posible participacion de la 30,50-THP en el control de la biologia de los progenitores neurales in vivo. Se
determino, por inmunofluorescencia, la distribucion de la 3o-hidroxiesteroide oxidoreductasa (30-HSOR),
enzima responsable de la sintesis de la 3a,50-THP, en el cerebro de rata durante el desarrollo. Se utilizaron
ratas Sprague-Dawley de 14, 17 y 20 dias embrionarios (E14, E17 y E20), y de 1, 4, 7, 12, 15 y 21
postnatales (P1, P4, P7, P12, P15 y P21). En E14, la enzima se expresd en la zona ventricular (ZV), el
neuroepitelio olfatorio y las eminencias ganglionicas. En E17, la 30-HSOR se expres6 en las capas externas
de la corteza, los bulbos olfatorios (BO) y el hipocampo. En E20, la expresion de la enzima fue mas amplia y
se observo en la ZV y en la zona subventricular (ZSV). En las etapas postnatales, la expresion de la 3a-
HSOR en las zonas neurogénicas aument6 durante las primeras semanas y luego disminuyo sin desaparecer.
En la extension caudal de la ZSV, se observo una alta densidad de células 30-HSOR " que conforman cadenas
radiales que penetran el cuerpo calloso (CC). En P21, las cadenas celulares en el CC desaparecen, quedando
solo células 30-HSOR" aisladas. Se observaron también endotelios vasculares 3a-HSOR"™ asociados a las
zonas neurogénicas. Ademads, la expresion de la enzima en los vasos se incrementd considerablemente
durante P12 y P15. En términos generales, los resultados obtenidos muestran que la 3a-HSOR se expresa
ampliamente durante el desarrollo embrionario y postnatal siguiendo un patrén espacio-temporal definido.
Pudimos establecer que la expresion de la enzima es considerable en las zonas neurogénicas, siendo mas alta
al comienzo del desarrollo embrionario y durante el periodo postnatal comprendido entre P7 y P12. El
presente trabajo aporta evidencias anatomicas sobre el posible papel de la 3a,50-THP en el control de la
biologia de las células madre neurales y de los progenitores neurales in vivo durante el desarrollo.

Palabras clave: células madre neurales, progenitores neurales, neuroesteroides, 3o, 50-tetrahidroprogesterona
(alopregnanolona), receptor GABAA, desarrollo del sistema nervioso central.
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INTRODUCCION

I. DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO

Todas las células del sistema nervioso, neuronas y células gliales, se producen durante la
gastrulacion a partir de una capa de células ectodérmicas localizadas a lo largo de la linea media dorsal del
embrion. La formacion del sistema nervioso se inicia con el proceso de induccién neural, en el cual estas
células ectodérmicas comienzan a recibir sefiales de células mesodérmicas que conforman la notocorda,
iniciandose asi la diferenciacion de un subgrupo de células ectodérmicas en un epitelio columnar
denominado placa neural (Jessell y Sanes, 2001). Una vez formada la placa neural, ésta comienza a
plegarse en una estructura tubular denominada tubo neural. La proliferacion de las células en la region
rostral del tubo neural, daré origen inicialmente a 3 vesiculas, prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo.
Posteriormente, el prosencéfalo se subdivide en telencéfalo y diencéfalo, y el mesencéfalo se subdivide en
metencéfalo y mielencéfalo, formandose luego las estructuras principales del sistema nervioso central
(SNC) adulto (Jessell y Sanes, 2001). Por otro lado, se forma la cresta neural, constituida por un grupo de
células que emerge de la parte dorsal del tubo neural y que se dispersa a lo largo de diferentes vias hacia la
periferia. Estas células son las responsables de dar origen al sistema nervioso periférico (Jessell y Sanes,
2001).

1. Neurogénesis durante el desarrollo

El término neurogénesis significa la produccion de nuevas células nerviosas. La neurogénesis en el
sistema nervioso es llevada a cabo por células madre neurales (CMN) y por progenitores neurales (PN) e
incluye los procesos de proliferacion, migracion y diferenciacion celular que permitiran el desarrollo y el
crecimiento del parénquima del SNC.

Las CMN son células multipotentes que se caracterizan por tener una gran capacidad de
proliferacion y de autorrenovacion, gracias a que son capaces de dividirse asimétricamente. Estas células

también presentan una gran capacidad de migracion (Alvarez-Buylla y Temple, 1998). En el tubo neural,
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las CMN forman un neuroepitelio pseudoestratificado y estdn dispuestas radialmente, asi entran en
contacto tanto con la superficie apical (ventricular) como con la superficie basal (pial) del tubo neural
(revisado por Merkle y Alvarez-Buylla, 2006). Inicialmente, las células se dividen simétricamente para
incrementar la cantidad de CMN, de esta manera se van formando mas capas germinativas.
Posteriormente, las CMN se dividen asimétricamente, es decir que de cada CMN se forma una CMN que
permanece adyacente al ventriculo, en la zona ventricular (ZV), y otra célula, un PN que permanece en una
segunda capa germinativa denominada zona subventricular (ZSV) (Noctor y col., 2008). Un PN es una
célula progenitora multipotente pero con una capacidad restringida para la autorrenovacion (Taupin, 2006).
Esta célula es la que dara origen a la célula diferenciada (Lillien, 1997). Para explicar como un progenitor
se va poco a poco comprometiendo hacia un linaje celular hasta que se diferencia plenamente se han
propuesto mecanismos instructivos, en donde sefiales del medio ambiente determinan el tipo de progenie
que se producira a partir de la CMN, y mecanismos selectivos en donde las sefiales del medio ambiente
seleccionan el tipo de progenie que sobrevivira y proliferara (Mehler y Kessler, 1999).

Existen varias evidencias que sugieren que las CMN sufren una transformacion morfoldgica y que
dan origen a la glia radial (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, en donde se
divide (Fig.1B). En el neuroepitelio cortical, extiende una prolongacion celular corta hacia la superficie
ventricular y una fibra mas larga ramificada, hacia la superficie pial y desempefian un papel fundamental
en el proceso de migracion de los PN (Fig.1B) (Bonfanti y Peretto, 2007). La glia radial conserva
muchas de las caracteristicas de CMN como la capacidad de autorrenovarse y de dar origen a neuronas y
células gliales (astrocitos y oligodendrocitos) (revisado por Thrie y Alvarez-Buylla, 2008), ademas de que

expresa marcadores celulares similares a los de las CMN (Noctor y col., 2008).



2. Desarrollo de las estructuras telencefalicas

Las principales zonas neurogénicas que se encuentran en el adulto, se localizan en el telencéfalo.
Estas zonas son de particular interés en el presente trabajo, por lo tanto es necesario explicar un poco
como éstas se forman en el telencéfalo durante el desarrollo.

La primera diferenciacion regional del telencéfalo, ocurre durante las etapas mas tempranas del
desarrollo, donde se distingue la formacion de unas protuberancias ventrolaterales que se desarrollan
hacia la cavidad ventricular (Fig.1A). Estas protuberancias se dividen mediante un surco en dos partes,
una parte lateral que se denomina eminencia ganglidonica (EG) lateral (EGL) y una parte medial
denominada eminencia gangliénica medial (EGM) (Fig.1A). Esta primera regionalizacion divide al
telencéfalo en dos grandes dominios germinativos, el dorsal y el ventral. De la ZV dorsal, se originan
principalmente células destinadas a formar la neocorteza y el hipocampo (Fig.1A). Por otra parte, de la
ZV ventral se originan células destinadas a formar principalmente el estriado y el neuroepitelio olfatorio
(Fig.1A), pero también pueden colonizar parte de la neocorteza y el hipocampo. Se ha descrito una
tercera eminencia, denominada eminencia ganglionica caudal y se cree que da origen a una parte del
sistema limbico (revisado por De Carlos y col., 1996 y Corbin y col., 2001).

Los progenitores neurales originados a partir las CMN, llegan a su destino mediante una
combinacion de migracion radial y migracion tangencial (revisado por Corbin y col., 2001). En Ia
migracion radial el progenitor es guiado por la glia radial a lo largo del eje ventricular-pial (Fig.1B)
(Rakic, 1996). En la migracién tangencial las células, se dispersan siguiendo un plano paralelo a la
superficie pial, sin la participacion de ningln tipo celular especifico (Fig.1A), aunque la célula
migratoria puede interactuar con un sustrato formado por células gliales y/o neurales. Por otro lado, estas
células también pueden ser guiadas por factores quimiotactiles y expresar distintas moléculas de
membrana que le faciliten el movimiento, como por ejemplo, las caderinas y las moléculas de adhesion

celular neural (NCAM) (revisado por Corbin y col., 2001).



a) Desarrollo de la neocorteza

La corteza cerebral se desarrolla a partir de la ZV dorsal. Muy temprano en el desarrollo, los PN
originados a partir de esta zona, migran hasta la superficie pial formando asi una primera capa
denominada capa plexiforme o preplaca (Fig.1B). A medida que se generan mas progenitores, estos se
posicionan en la parte mas interna de la preplaca, de esta manera se diferencia la placa cortical (PC) y
quedan formadas dos nuevas capas, una capa superficial denominada zona marginal (ZM) y una capa
mas interna inmediatamente por debajo de la PC, denominada subplaca (SP) (Fig.1B). Las neuronas
recién formadas de la PC dan origen a las capas II-VI de la corteza adulta. Estas capas se forman en una
secuencia “de adentro hacia afuera”, es decir, las capas corticales mas internas se forman primero y las
capas mas externas se forman después. La ZM luego se diferencia en la capa I. Al comienzo, la ZM esta
constituida por las células Cajal-Retzius y por otros tipos celulares que aun no se han caracterizado
totalmente. Por otra parte, entre la SP y la ZV se forma la zona intermedia (ZI) (Fig.1B), donde se
localizan las primeras vias aferentes y eferentes de la corteza y que posteriormente formaran la materia
blanca en la corteza adulta. A medida que la PC se desarrolla se va formando también la ZSV dorsal
(Fig.1B) (revisado por Parnavelas, 2002).

De manera general, las principales neuronas de la corteza, las células piramidales y las
interneuronas GABA¢érgicas, se originan en regiones neurogénicas diferentes. La mayoria de las células
piramidales se originan a partir de las zonas neurogénicas dorsales (ZV/ZSV del neuroepitelio cortical),
mientras que una gran cantidad de interneuronas GABA¢érgicas se origina de las zonas neurogénicas
ventrales (ZV/ZSV de las EG) (revisado por Parnavelas, 2002). Esto implica que los PN de estas células
deben migrar a través de rutas diferentes hasta posicionarse en su lugar correspondiente en la PC
(revisado por Nadarajah y col., 2003). Los PN de las células piramidales utilizan principalmente la
migracion radial, en donde participa la glia radial como célula guia. Los progenitores de interneuronas
GABA¢érgicas en cambio migran desde las EG utilizando una migracién tangencial (revisado por

Parnavelas, 2002). En este Gltimo caso, las células pueden migrar colonizando la ZM y la ZI antes de
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situarse en la PC, o bien, pueden llegar primero a la ZSV y a la ZV cortical y luego empezar una
migracion radial hasta la PC (revisado por Nadarajah y col., 2003). Este es el patron basico de formacion
de la neocorteza, sin embargo, el desarrollo de las diferentes capas y en especial de la PC, es mucho mas
complejo.
b) Desarrollo de la zona subventricular de los ventriculos laterales

La ZSV es una de las zonas neurogénicas que prevalece en el cerebro hasta la edad adulta y se
forma como una zona germinativa secundaria, a partir de las primeras capas proliferativas de la ZV. Las
células de la ZSV se dividen y expanden ampliamente durante las ultimas etapas del desarrollo prenatal,
en paralelo con la reduccion progresiva de la ZV (revisado por Bonfanti y Peretto, 2007). Esto continta
asi incluso durante los primeros dias postnatales (primera semana en ratas), hasta la desaparicion
completa de la ZV quedando solamente la ZSV (revisado por Bonfanti y Peretto, 2007). En el adulto, la
ZSV permanece en contacto con los ventriculos laterales. De la parte anterior de ésta, se forma una
extension rostral denominada via de migracion rostral (VMR), que discurre a través del tracto olfatorio,
hasta llegar a los bulbos olfatorios (BO) (Fig.2) (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996). Por otro lado, de la
parte posterior de la ZSV, se forma una extension caudal que bordea la pared dorsal del ventriculo y que
se prolonga hasta el hipocampo. Actualmente, se le considera como una extension de la ZSV (Fig.1C),
que genera otras vias de migracion distintas a la VMR, que se dirigen hacia el CC y la corteza (Inta y
col., 2008). En el presente trabajo, hemos denominado esta zona extension caudal de la ZSV (ECZSV).

Toda la estructura de la ZSV se forma a partir de la ZV de la neocorteza y de la ZV de las EG
(Young y col, 2007). Las células que provienen de la ZV de la neocorteza dan origen a la parte dorsal de
la ZSV adulta, incluyendo su extension caudal. Por otra parte, las células de la ZV de las eminencias dan
origen a las células de la region mas interna de la ZSV y a la parte ventral de ésta (Fig.1C) (Young y col,
2007, Marshall y Goldman, 2002).

A nivel celular, el desarrollo de la ZSV empieza con cambios posicionales y morfologicos que

sufre la glia radial embrionaria y que se caracterizan por el desplazamiento del soma de esta célula de la



ZV hacia la ZSV y por la retraccion de las fibras radiales que proyectan hacia la superficie pial,
adoptando asi una forma transitoria conocida como célula radial monopolar. Esta célula, se convierte
luego en una célula multipolar muy ramificada (revisado por Bonfanti y Peretto, 2007). Estas
modificaciones de la glia radial, de un sistema fibroso a un sistema de malla de fibras difusas, viene
acompaiado por cambios moleculares que afectan principalmente la expresion de filamentos intermedios
como la vimentina y la proteina 4cida fibrilar glial (GFAP). Asi, la glia radial adquiere caracteristicas de
astrocitos (revisado por Bonfanti y Peretto, 2007). El cambio mas relevante que sufre la glia radial, es el
cambio posicional de su fibra principal; de una orientacion radial a una orientacidon tangencial en el
borde externo de la ZSV, es decir, en el limite de la zona con el parénquima circundante (revisado por
Bonfanti y Peretto, 2007). De esta manera, las células tipo astrocito recién formadas a partir de la glia
radial de la ZV dorsal y ventral, se van posicionando en los bordes de la ZSV, mientras que en la parte
interna de ésta se encuentran los PN, provenientes de las EG, formando una masa homogénea de células
(Fig.1C) (Marshall y Goldman, 2002). Estas células exhiben una gran capacidad migratoria.

A medida que se incrementan las ramificaciones de las células tipo astrocitos, se va formando un
septo de cierto grosor, que luego se convertirda en especies de canales de fibras astrociticas, llamados
tubos gliales (Fig.2B.2) (Peretto y col.,, 1997). Paralelamente, las células migratorias cambian sus
interacciones y pasan de una masa homogénea a formar grupos de cadenas tangenciales, relacionadas
con estos tubos astrociticos. De esta manera, queda formada la VMR (revisado por Bonfanti y Peretto,
2007).

En las primeras etapas embrionarias, el neuroepitelio olfatorio (NEO) se encuentra constituido
principalmente de progenitores generados a partir de la ZV de la EGL. Estas células colonizan el NEO
por medio de una migracion radial, utilizando como guia las fibras largas que extiende la glia radial
desde la ZV de la EGL hacia la region ventrolateral del telencéfalo incluyendo el NEO (De Carlos y
col., 1996). Posteriormente en el desarrollo, los PN que dan origen a las distintas neuronas del BO,

provienen de la ZSV y migran tangencialmente a través de la VMR (revisado por Corbin y col., 2001).



¢) Desarrollo del giro dentado del hipocampo

El hipocampo se forma a partir de la parte media del neuroepitelio cortical y durante su
desarrollo ocurre una serie de eventos similares a los que ocurren en la neocorteza. Sin embargo, existen
diferencias significativas, por ejemplo, las capas de la neocorteza se desarrollan en una secuencia “de
adentro hacia afuera”, pero la capa de células granulares o giro dentado (GD) del hipocampo se forma en
una secuencia “de afuera hacia adentro”, es decir, de la superficie pial hacia la region interna del polo
dentado (Fig.1D.1) (Li y col., 2009).

A mediados del periodo gestacional, los progenitores que se derivan de la ZV hipocampal se
organizan en una region neurogénica transitoria, denominada zona subpial. Esta se origina por el
desplazamiento de algunas células progenitoras de la ZV hasta la superficie pial, de esta manera los PN
quedan bordeando externamente todo el primordio hipocampal (Fig.1D.2) (Li y col., 2009). Luego, a
partir de esta zona transitoria, las nuevas células formadas comienzan a migrar hasta la region interna del
polo dentado (hilus) y comienzan a organizarse en el GD, utilizando para ello las prolongaciones de la
glia radial, las cuales atraviesan el hilus y conectan la ZV con la superficie pial (Fig.1D.4). Por otro lado,
de este proceso también se origina una zona germinativa secundaria, la zona subgranular (ZSG) del giro
dentado del hipocampo (Fig.1D.3) (Li y col., 2009). Esta zona germinativa secundaria, persiste en el
adulto como una capa de células proliferativas en la parte interna del GD y los progenitores que se
forman a partir de ésta dan origen a células granulares maduras del GD (revisado por Irhie y Alvarez-
Buylla, 2008).

Al igual que en la neocorteza, durante el desarrollo del hipocampo, los PN pueden llegar a su
lugar de destino migrando tangencialmente y/o radialmente (Manent y col., 2006). Tangencialmente, el
hipocampo es colonizado por dos vias de migracion diferentes, una via superficial que discurre junto a la

ZM de la neocorteza en desarrollo, y una segunda via interna que discurre sobre la ZSV, ambas vias
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Figwa 1 Principales eventos del desarrollo estructural del telencéfalo. (A) Esjuema de un
corte sagital de cerehro de rata de 17 dias embrionanns (E17) Los progenttores neurales (PN,
ongnados a partir de la zona ventnoular (ZV) de la neocorteza (CTX) v de las erminencias
ganglionicas (EG) lateral (EGL) y medial (EGM), migran siguiendo diferentes mtas (flechas)
hasta sus lngares de destino donde se diferencian Los PN onmnados en la CTH rmugran
radsalmente (flechas rojas), en cambio, los PN ontgmnados en las EG migran tangencialmente
(flechas naranja) De esta manera los PN colomizan las capas extemas de la CTX, el
hipocampo y los bulbos olfatorios (modificado de Corbin v col, 2001) (B) Desarrollo de la
neocorteza. Al comienzo del desarmollo embrionanio (E10), el neuroepiteho cortical estd
formado por células madres neurales (CMN) en constante proliferacidn (verdes) v que
contactan tanto con la supeficie pial como con la superficie ventricular (lila). Estas células
constituyen la ZV cortical. En El4, se fonma una capa externa a partir de 1la ZV llamada
preplaca (PP), que luegc formara la zona marginal (ZM). Luegoe, en E17, va se han fonmado la
placa cortical (PC) la subplaca (SF), la ZM, la zona :ntermedia (20) constituida
principalmente por fibras. Tamnbién se puede observar lazona subventricular (Z3V), ongmada
a partir de la ZV como capa gemminativa secundaria La glia radial (ninleta oscure) sirve como
célula quia de los progemtores neurales (PN) (amanllo) en la m:gracidn radal  Por otro lado,
ectas células actian comoe CMN (verde) dando ongen a neuronas o células gliales
directamente, o dando origen a PN intermedios que pemanecen proliferando en la ZSV
(rosado) (modificado de Campbell v Gotz, 2002). (C') Desarrollo de la Z5V. Representacion
esquernitica de cortes trasversales de cerebro en diferentes etapas del desarrollo. & medida que
el desarmollo avanza la glia radial de 1a ZV cortical v de las EG, <e transforma en células tipo
astrocito (cta) (verdes) Estas células en la Z5V adulta achian como CMN y e localizan en los
bordes de la Z3V. Por otro lado, los PN provenientes de las EG {azul), se ubican en el intenor
de la Z5V v estan rodeados por las cta De la ZSV. se onginan astrocitos madums y
oligodendrocitos (0g) (violeta) que colonizan la corteza (CTX) v el cuemo calloso (CC)
(modificado de Marshall v Goldman, 2002). (D) Desarrollo del gire dentado (GD) del
hipocampo. (D.1) &1 comienzo del desarrollo embnonario los progenitores (verde) de la ZV
migran hasta la ZIM | asi se organizan formando el polo dentado muy cerca de la fimbna (F).
(D.2) Luego, atravesando el hilus teminan de bordear toda la formacion hipocampal y
cormtenzan a colonizar la regidn intema del mismo. (D.3) A medida que se van formando
nuevas sélulas granulares (azul)los PN van quedando restingidos en la parte mternadel GD y
se conshtuye asi la zona subgranular (Z5G). (D4) Las células de la ZV atraviesan el hilus
utilizando la gliaradial (GE, rojo) (modificado de Li v col |, 2009).



constituidas por progenitores de interneuronas GABAérgicas. Por otro lado, las células piramidales
recién formadas migran radialmente hasta su lugar correspondiente en el hipocampo (Manent y col.,

2006).

II. NEUROGENESIS EN EL SISTEMA NERVIOSO ADULTO

En las primeras etapas del desarrollo la cantidad de CMN es muy grande, a medida que el
sistema nervioso va madurando, estas células van diferenciandose y su niumero va disminuyendo. Por
mucho tiempo se pensd que una vez culminado el proceso de desarrollo las CMN desaparecian por
completo. Sin embargo, actualmente se sabe que éstas persisten en el tejido adulto y que derivan de las
CMN de las capas germinativas primitivas. Las CMN presentes en el SNC después del nacimiento y
hasta la etapa adulta, estan confinadas a sitios histologicamente definidos. Estos compartimientos se han
denominado nichos neurogénicos debido a que en ellos existe un microambiente que le permite a las
CMN expresar su potencial, el cual se traduce en el mantenimiento y en la reparacion del tejido nervioso
(Spradling y col., 2001; Scadden, 2006). Las principales zonas neurogénicas del adulto son la ZSV de los
ventriculos laterales y la ZSG del giro dentado del hipocampo (revisado por Bonfanti y Peretto, 2007).

1. Zona subventricular de los ventriculos laterales

a) Estructura de la zona subventricular
La ZSV en el adulto estd conformada por tres tipos principales de células, definidos por su
morfologia ultraestructural y marcadores moleculares (Fig.2B.3). Los neuroblastos o células tipo A, son
células bipolares con un nicleo grande y un citoplasma electrondenso reducido, son inmunopositivas
para la forma polisialilada de la molécula de adhesion celular neural (PSA-NCAM), para la B-tubulina, la
doblecortina y la nestina (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996; Nacher y col., 2001). Las células tipo A
recorren tangencialmente las paredes del ventriculo lateral y corresponden al grupo de PN que forman

cadenas de células migratorias (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996).
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Los astrocitos o células tipo B, son células ramificadas de forma irregular que expresan nestina,
GFAP y vimentina (Peretto y col., 1997; Doetsch y col., 1997). Las células tipo B forman una red
tubular que envuelve a las cadenas de células tipo A, aislandolas de la capa ependimal y del parénquima
del estriado en la VMR (Fig.2B.2) (Lois y Alvarez-Buylla, 1994). Se ha propuesto que las CMN de esta
zona son las células tipo B, de hecho, Merkle y colaboradores, en 2004, mostraron que a partir de la glia
radial se originan varios tipos celulares de la ZSV postnatal, incluyendo los astrocitos, y que luego éstos
permanecen en el adulto como un tipo celular con caracteristicas de CMN.

Ademas de las células tipo A y tipo B, existen las células tipo C, que son células de gran tamaiio
que expresan nestina, y que también rodean las paredes del ventriculo lateral en la ZSV. Estas células se
encuentran poco presentes en la VMR. Las células tipo C son el grupo celular con mayor actividad
proliferativa en la ZSV (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1997).

En base a estos tipos celulares, Doetsch y colaboradores, en 1997, propusieron un modelo de
neurogénesis en la ZSV adulta en donde las células tipo B que son CMN originan los progenitores
neurales tipo C que a su vez, generan las células tipo A o neuroblastos migratorios, los cuales migran a
los BO se diferencian en diferentes tipos de interneuronas.

Existen otras células relacionadas con la ZSV, como son las células ependimales, que se
encuentran entre la ZSV y la cavidad ventricular, formando un epitelio no germinativo de células
multiciliadas (Fig.2B.3). Estas se comienzan a formar a partir de la glia radial al final de la etapa
embrionaria (Spassky y col., 2005).

Las células de la ZSV también se encuentran en estrecha relacion con los vasos sanguineos
(Fig.2B.3), por lo que se presume que esta interaccion pudiera tener importancia en el aporte de sefiales
al nicho neurogénico, ya que se ha visto que las fibras de los astrocitos y de los neuroblastos envuelven

el endotelio vascular (Mercier y col., 2002).
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b) Migracién y diferenciacion de los neuroblastos de la ZSV

Una vez formados los neuroblastos, éstos migran dentro de los tubos gliales hasta los BO, a
través de la VMR utilizando un tipo de migracién en cadena la cual es dependiente de la forma
polisialilada de la molécula de adhesion celular neural (PSA-NCAM) (Fig.2B.1) (Lois y Alvarez-Buylla,
1994). A diferencia del rol que cumple la glia radial durante el desarrollo como célula guia en la
migracion de los PN, los tubos gliales astrociticos parecen no ser esenciales en la migracion de los
progenitores en la ZSV adulta y en la VMR (Wichterle y col., 1997). Se piensa mas bien que pudieran
estar implicados en el aislamiento y la compartamentalizacion de la zona neurogénica y en la formacion
de un microambiente que permita los procesos neurdgenicos en el adulto (Fasolo y col., 2002).

Una vez que llegan a los BO, los neuroblastos dejan los tubos gliales y prosiguen su migracion
radialmente (Lois y Alvarez-Buylla, 1994), como células aisladas y atraviesan el parénquima de los BO
y de los BO accesorios (Bonfanti y col., 1997). Muchos de estos progenitores se diferencian en células
granulares GABAérgicas, y otro grupo mas pequefio, se diferencia en células periglomerulares
dopaminérgicas (De Marchis y col., 2004).

Los PN de la ZSV no s6lo dan origen a los diferentes tipos de interneuronas en los BO, sino que
también se ha visto que dan origen a células mielinizantes como los oligodendrocitos en el cuerpo
calloso (CC) y el estriado, y que originan también astrocitos maduros en la corteza (Levison y col.,
1993).

2. Zona subgranular del giro dentado del hipocampo

El GD es parte de la formacion del hipocampo, localizada en la parte dorso-caudal del
telencéfalo, debajo del cuerpo calloso. En el adulto esta formado por tres capas de cierto grosor (4-10
células) constituidas por pequefias neuronas, llamadas células granulares, localizadas entre el hilus y la
capa molecular. Los axones de las células granulares, conocidos como fibras musgosas, proyectan hacia
el haz de Ammon, mientras que las dendritas se ramifican en la capa molecular (Fig.2A.1) (Bonfanti y

Ponti, 2007). La proliferacion celular que se observa durante el desarrollo persiste en el hipocampo
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adulto, gracias a la existencia de la ZSG. Las jovenes células granulares que se originan a partir de esta
zona, expresan PSA-NCAM (Seki y Arai, 1993) y doblecortina (Brown y col., 2003), y se vuelven
eléctricamente activas integrandose con éxito a los circuitos neuronales del GD (Fig.2A.2) (Esposito y
col., 2005).

En la ZSG no se han encontrado cadenas de células migratorias, como las que se observan en la
ZSV, y esto se debe a que las nuevas células generadas se diferencian localmente en la capa granular
(Fig.2A.2), por lo que no requieren desplazarse una gran distancia, como lo hacen los neuroblastos de la
ZSV para llegar a los BO (Bonfanti y Ponti, 2007)Al igual que en la ZSV, en la ZSG se han encontrando
astrocitos que igualmente expresan nestina y GFAP (Filippov y col., 2003), sin embargo, éstos no se
encuentran formando tubos gliales, y mas bien permanecen como una célula astrocitica tipo glia radial
(Fig.2A.3), por lo que también se ha propuesto que puedan constituir la CMN del hipocampo (Seri y
col., 2004).

Las células tipo C de la ZSV presentan una célula homologa en la ZSG, llamada célula tipo D
(Bonfanti y Ponti, 2007). Son células pequefias con un citoplasma electrondenso y probablemente
funcionan como un precursor transitorio en la formacion de nuevas células neurales (Filippov y col.,
2003).

Por otro lado, las células proliferativas de la ZSG, estan estrechamente relacionadas con
microcapilares que penetran en el GD, por lo que al igual que en la ZSV, los endotelios vasculares
pueden formar parte del nicho neurogénico (Palmer y col., 2000)

La neurogénesis, sobre todo en la ZSG, parece estar involucrada en algunos procesos de
aprendizaje y de memoria, por ejemplo, se ha observado que en experimentos en los que se estimula el
aprendizaje, la neurogénesis aumenta en el GD. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales estos

procesos se llevan a cabo en el adulto, no han sido dilucidados atin (revisado por Taupin, 2005).
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Figura 2. Estructura celular de las zonas neurogénicas en el cerebro adulto. La neurogénesis en el
adulto ocurre principalmente en la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo (H) y en
la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales, desde donde se extiende la via de
migracion rostral (VMR) hasta los bulbos olfatorios (BO). (A) Representacion esquematica del
hipocampo. (A.1) La ZSG se localiza en la parte intena del giro dentado (GD). En el giro dentado
las células granulares (en amarillo) extienden una fibra musgosa hacia el Haz de Ammon
(HA), mientras que las dendritas se ramifican en la capa molecular. (A.2) Los progenitores de la
ZSG (en rosa oscuro) dan origen a células granulares. Estas nuevas células generadas, se
diferencian localmente en la capa granular. (A.3) Los tipos celulares de la ZSG son similares a los
descritos en la ZSV, sin embargo, los neuroblastos 6 células tipo a (naranja) no se encuentran
formando cadenas de células migratorias como en la ZSV. Las células tipo b o astrocitos (azul)
permanecen como una célula tipo glia radial, sin formar tubos gliales. Las células tipo d (verde)
actian como un progenitor transitorio de nuevas células nerviosas. (B) La ZSV en el adulto
permanece en contacto con los ventriculos laterales (VL). (B.1) Los neuroblastos generados en la
ZSV migran formando cadenas de células a través de la VMR, hasta llegar a los BO, donde
prosiguen la migracion radialmente y se diferencian en intemeuronas. (B.2) Las cadenas de células
migratorias (rosado) se encuentran dentro de tubos gliales formados por los astrocitos (verde). (B.3)
Por ultimo, se representa un esquema de los tipos celulares de la ZSV. Las células tipo a estan
rodeadas de las células tipo b, las cuales forman los tubos astrociticos. Las células tipo ¢ homologas
a las células tipo d de la ZSG, poseen la mayor actividad proliferativa en la ZSV. También se
encuentran en la ZSV células ependimales (en gris), que son células ciliadas que rodean las paredes
de los ventriculos laterales (VL). También se encuentran vasos sanguineos asociados a esta
estructura celular. Notese la diferencia en la organizacion celular con respecto a la ZSG. (figura
modificada de Bonfanti y Ponti, 2007 y de Ihrie y Alvarez-Buylla, 2008).
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III. PSA-NCAM COMO MARCADOR MOLECULAR DE CELULAS MADRE NEURALES Y

PROGENITORES NEURALES.

Las CMN vy los PN pueden ser identificados y estudiados gracias al empleo de marcadores
moleculares siendo uno de los mas utilizados PSA-NCAM. En el presente proyecto se utilizd este
marcador para identificar estas células en el cerebro de rata durante el desarrollo por lo que es importante
hacer una mencion sobre esta molécula.

1. Moléculas de adhesion celular neural

El ensamblaje de la compleja arquitectura del SNC durante el desarrollo y su posterior
mantenimiento, depende mucho de las moléculas de adhesion celular (CAMs), las cuales son capaces de
estabilizar y modular las interacciones celulares (revisado por Bonfanti, 2006). Aunque la mayoria de las
CAMs estan formadas estructuralmente por un numero limitado de tipos proteicos (caderinas,
inmunoglobulinas, fibronectina tipo 111, dominios de semaforina), sus distintas combinaciones en numero
y arreglos, da como resultado una gran variedad de pequeiios subgrupos (revisado por Bonfanti, 2006).

Las proteinas que constituyen las CAMs, pueden interactuar con una proteina del mismo tipo,
adhesion conocida como homofilica, o se pueden unir a diferentes ligandos, en la adhesion de tipo
heterofilica. Se pueden también encontrar combinaciones de ambos tipos. Ademds pueden interactuar
tanto con ligandos expresados en la superficie celular, como con ligandos de la matriz extracelular
(revisado por Bonfanti, 2006).

Entre los tipos de CAMs se encuentran las moléculas de adhesion celular neural NCAM. Estas son
miembros de la superfamilia de las inmunogobulinas, que son codificadas por un solo gen, conformado
por 26 exones (revisado por Bonfanti, 2006). De este gen, se pueden originar de 20 a 30 formas
diferentes de NCAM, ya sea por procesos de splicing alternativos, o por modificaciones post-
traduccionales. Las NCAM estan constituidas por cinco inmunoglobulinas (Ig 1-5), y por dos dominios
de fibronectina tipo III (Fn 1-2). Estas moléculas pueden establecer interacciones homofilicas (revisado

por Bonfanti, 2006).
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Polimeros de acido polisidlico (PSA) pueden ser afiadidos a las NCAM. Estos son carbohidratos
que se derivan del 4cido neuroaminico y generalmente se encuentran como residuos terminales de
glicoconjugados de la superficie celular, por lo que desempefan un rol importante en el reconocimiento
celular y en procesos de adhesion (revisado por Bonfanti, 2006). Son homopolimeros lineales
constituidos por una serie de monémeros de 8 hasta mas de 100, los cuales son afiadidos a NCAM por
procesos post-traduccionales (Rutishauser y Landmesser, 1996) en el dominio Ig5 del lado extracelular
de NCAM (revisado por Bonfanti, 2006). PSA es sintetizado en el citosol y se ensambla a NCAM dentro
del aparato de golgi por accidon de una enzima polisialiltransferasa, sintetizando asi PSA-NCAM. Esta se
expresa luego en la membrana celular posiblemente por un proceso de exocitosis inducido por un
aumento en la concentracién de calcio intracelular (revisado por Bonfanti, 2006).

2. PSA-NCAM durante el desarrollo

Durante el desarrollo del SNC, PSA-NCAM se considera como un marcador de células
progenitoras multipotentes inmaduras, y en el adulto, ademas de marcar estas células, también es un
marcador de regiones cerebrales con alta plasticidad estructural (revisado por Nguyen y col., 2001).
PSA-NCAM sin embargo, esta ausente en las fases mas tempranas del desarrollo, y de hecho no se ha
observado inmunoreactividad de la molécula en el neuroepitelio joven ni en la ZV del cerebro en
desarrollo (Seki y Arai, 1991). Tan pronto se comienzan a formar las capas marginales del cerebro
embrionario, empiezan a aparecer marcajes intracelulares difusos para PSA-NCAM, mientras que la ZV
contintia sin inmunoreactividad. De esta manera se comienza a observar un débil marcaje para PSA en
las capas germinativas secundarias, es decir en la ZSV (Seki y Arai, 1991). En el tubo neural de rata, el
cambio de células madre PSA™ a progenitores PSA", ocurre entre los dias 10 y 14 de la etapa embrionaria
(revisado por Bonfanti, 2006).

La expresion de PSA-NCAM esté altamente asociada a progenitores de células gliales durante el
desarrollo, por ejemplo, in vivo, se han observado progenitores PSA" en la ZSV, que migran al cuerpo

calloso y a la corteza, y que se diferencian en oligodendrocitos y astrocitos respectivamente (Marshall y
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Goldman, 2002). Posteriormente, en la etapa adulta, la progenie de las CMN que se dividen en la ZSV
originan principalmente neuroblastos PSA-NCAM ' (Ponti y col., 2006).

3. Funcion de PSA-NCAM en la migracién celular

Las moléculas de adhesion son esenciales en los procesos de migracion celular. PSA-NCAM en
particular presenta propiedades que le permiten a la célula mantener una dindmica alterna de adhesion-
liberacion, lo cual es posible gracias a una disminucion de la interaccion membrana-membrana producto
de la presencia de PSA en la molécula de NCAM. En efecto, la alta densidad de cargas negativas en la
molécula de PSA y la hidratacion del polimero, traec como consecuencia impedimentos estéricos, que
disminuyen la interaccion entre las moléculas de NCAM favoreciendo los procesos de migracion
(revisado por Bonfanti, 2006). En las primeras etapas del desarrollo los procesos migratorios no parecen
ser estrictamente dependientes de PSA-NCAM, ya sea para la migracion radial como para la migracion
tangencial. En efecto, en ratones deficientes de PSA (Chazal y col., 2000) y NCAM ambos tipos de
migracion se pueden llevar a cabo normalmente aunque, se altera un poco la morfologia celular. Por el
contrario, en el SNC maduro, la migracion tangencial si es altamente dependiente de PSA-NCAM (Hu,
2000). En la ZSV y a lo largo de la VMR, los neuroblastos migran mediante un mecanismo que es
independiente de los astrocitos que conforman los tubos gliales. Esta independencia se ha relacionado
con el hecho de que estos progenitores son PSA-NCAM™ lo que les permite migrar mediante un
mecanismo de migracion en cadena (Ponti y col., 2006). Al llegar al BO, la pérdida de la expresion de
PSA en estos progenitores coincide con la diferenciacion de estas células (revisado por Bonfanti, 2006).
Se piensa entonces que PSA, ademas de su papel en la migracion celular pudiese bloquear los eventos
celulares contacto-dependientes que pudieran desencadenar anticipadamente la diferenciacion de los
neuroblastos en la ZSV y en la VMR (Petridis y col., 2004).

En el hipocampo, aunque los progenitores de células granulares del GD presentan una disposicion
diferente a la presente en la ZSV, éstos también expresan PSA-NCAM. Por otro lado, los astrocitos de la

7ZSG, son inmunonegativos para PSA (Seri y col., 2004). Se ha observado igualmente, un marcaje para
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PSA-NCAM en células no granulares de la fimbria y el hilus involucradas en los procesos de plasticidad

estructural del hipocampo (Nacher y col., 2002).

ANTECEDENTES

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, migracion, diferenciacion y supervivencia de estas
células, es indispensable para el desarrollo exitoso de estrategias terapéuticas, por lo que esta area de
investigacion constituye una de las mas activas en el campo de la biologia del desarrollo y en el campo

de la regeneracion y reparacion del sistema nervioso.

En la regulacion de la neurogénesis intervienen diversos factores que actian 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 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 fibroblastico (FGF) entre otros. Ademéas de los factores de crecimiento, otras moléculas
estan cobrando interés en la actualidad, este es el caso de neurotransmisores, en particular del acido y-
aminobutirico (GABA) y de los neuroesteroides, que constituyen el punto central de interés del presente

proyecto.

I. GABA

1. El GABA Yy sus receptores

El GABA es un aminoacido formado a partir del glutamato, en una reaccion catalizada por la
glutamo descarboxilasa (GAD) y actia como neurotransmisor en el SNC adulto, generando corrientes

postsinapticas inhibitorias (Randall y col., 1998). Ejerce su accion a través de dos clases principales de
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receptores: receptores GABA tipo A (GABA,) y receptores GABA tipo B (GABAg). Un tercer tipo de
receptor ha sido identificado como tipo C (GABA() (Ashok y Ticku, 1999). El receptor GABA, es el
que estd mas ampliamente distribuido y funciona como un receptor ionotropico, que presenta un canal
selectivo para el CI'. El receptor GABA( también es un receptor ionotropico asociado a un canal de CI’
pero con una farmacologia muy distinta a la de los receptores GABA,4 por lo que ha sido clasificado en
un grupo aparte (Chew y Gallo, 1998). El receptor GABAp en cambio, funciona de manera
metabotropica, y se encuentra acoplado a proteinas G, cuya activacion modula la apertura de canales de
Ca™ o K* (Bowery, 1993). El receptor GABA , esta formado por 5 subunidades. En los mamiferos se han
descrito las subunidades a; a o, B; a B3, Y1 2 ¥3, O, €& p1 @ p; ¥ @. Debido a la gran diversidad de
subunidades y a la estructura pentaméricas del receptor, en teoria habria mas de medio milléon de
combinaciones y por lo tanto de receptores posibles. En la naturaleza, aunque el numero de
combinaciones observadas es elevado es sin embargo mucho menor que lo que tedricamente se pudiese
esperar. La diversidad de asociaciones de subunidades, permite la formacion de receptores GABA, con
propiedades farmacoldgicas diferentes (Hevers y Liiddens, 1998; Ashok y Ticku, 1999). La distribucion
de estas subunidades en las distintas estructuras cerebrales es muy variable (revisado por Ashok y Ticku,
1999). También se ha visto que la expresion de las subunidades puede variar durante las distintas etapas

del desarrollo (Laurie y col., 1992).
2. El1 GABA como modulador de la neurogénesis

En el SNC adulto el GABA genera potenciales sindpticos inhibitorios, que reducen la
probabilidad de que se generen potenciales de accion en la célula postsinaptica (Randall y col., 1998) y
esto lo hace por medio de sus receptores GABA, y GABAg (Leinekugel y col., 1999). Por lo general, la
concentracion de Cl intracelular es mas baja que la extracelular, ocasionando que el potencial de
equilibrio de este ion sea mas negativo que el potencial de reposo de la membrana (Randall y col., 1998),

de tal manera que cuando el GABA se une al receptor GABA,, y se aumenta la conductancia al Cl se
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produce una entrada del ion a favor de su gradiente electroquimico (Leinekugel y col., 1999). Esto trae
como consecuencia que el potencial de membrana se acerque al potencial de equilibrio del CI" y por ende
que haya una hiperpolarizacion. El potencial de membrana se aleja del umbral de excitacion por lo que
se requiere de una estimulacion de mayor intensidad para alcanzar el umbral y que se generen
potenciales de accion (Randall y col., 1998). El efecto es similar a través de los receptores GABAg, solo
que en este caso se activan canales de K' via proteinas G (Leinekugel y col., 1999), causando que dicho
ion fluya al exterior a favor de su gradiente electroquimico, dejando el interior celular mas negativo e

hiperpolarizando la célula (Randall y col., 1998).

Sin embargo, en el SNC en desarrollo, la situacion es muy diferente ya que el GABA ejerce un
efecto excitatorio, el cual no estd asociado con la neurotransmision sino con efectos morfogénicos por
via de modular la proliferacion, migracion y diferenciacion de los PN (Lauder, 1993). En este caso, la
accion del GABA sobre el receptor GABA 5, provoca la despolarizacion de los progenitores (Leinekugel
y col., 1999). Esto se debe a la elevada concentracion intracelular de CI” en estas células inmaduras
(Zhang y col., 1991), lo que hace que el potencial de equilibrio del CI" sea menos negativo que el
potencial de membrana en reposo, de tal manera que el aumento en la conductancia de Cl” por accion del
GABA sobre sus receptores GABA,, causa la salida de este ion y la despolarizacion de la célula
(Randall y col.,, 1998). Las razones por las cuales se encuentran elevadas las concentraciones
intracelulares de Cl” en estas células neonatales, se debe a la inmadurez de los sistemas homeostaticos

que regulan la concentracion de este ion (revisado por Leinekugel y col., 1999).

Los efectos morfogénicos del GABA durante el desarrollo se explican precisamente por la
despolarizacion producida por el GABA, que trae como consecuencia la activacion de canales de Ca**
voltaje-dependientes, lo que aumenta la concentracion de calcio en el citosol desencadenando una serie
de respuestas intracelulares (Leinekugel y col., 1999) que modulan la proliferacion (Lo Turco y col.,

1995), la migracion celular y el crecimiento de las prolongaciones neurales (revisado por Lauder, 1993).
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En etapas postnatales, Wang y colaboradores, en 2003, observaron que PN de la ZSV y de la
VMR, producian GABA y expresaban el receptor GABA,. Por otra parte, el GABA fue capaz de
despolarizar estas células, lo que sugiere un control autocrino/paracrino del GABA en procesos que
regulan la migracion y la proliferacion celular. Por ejemplo, se ha visto que estas sefiales GABAérgicas
disminuyen la migracion de los neuroblastos en la ZSV y en la VMR (Bolteus y Bordey, 2004) y que
ademas disminuyen la proliferacion de las células tipo B (astrocitos) (Bordey, 2006). Adicionalmente en
progenitores PSA-NCAM" purificados, se describi6 la expresion de distintas subunidades del receptor
GABA, y se demostro que el GABA incrementa la proliferacion de estas células de manera dosis-

dependiente, y de forma especifica via receptores GABA, (Gago y col., 2004).

No existe un consenso sobre el efecto del GABA, de hecho en otros modelos celulares se ha
reportado también un efecto inhibitorio sobre la proliferacion (Nguyen y col., 2001; Lo Turco y col.,
1995). Estas diferencias pudieran explicarse por el grado de compromiso de los PN hacia un determinado
linaje celular. Sin embargo, en conclusion, se podria decir que los PN expresan receptores GABA, y que
el GABA modula la proliferacion de estas células, ya sea de manera inhibitoria o estimulatoria,

dependiendo del tipo de progenitor estudiado (Gago y col., 2004).

II. NEUROESTEROIDES

1. Biosintesis de los neuroesteroides

Los esteroides son producidos por glandulas endocrinas esteroidogénicas, en particular por las
gonadas y las glandulas adrenales. Estos compuestos son transportados por la sangre hasta el SNC y
periférico, en donde facilmente pueden atravesar la barrera hematoencéfalica, siempre y cuando no estén
en su forma conjugada con sulfatos (Schumacher y col., 2000). Sin embargo, se ha visto que los
esteroides pueden ser sintetizados de novo, a partir del colesterol, en el SNC y en los nervios periféricos,

estos esteroides han sido denominados neuroesteroides (NE), término que sélo hace alusion al sitio en
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donde se sintetizan, es decir, el sistema nervioso (Robel y Baulieu, 1994). De hecho muchas de las
enzimas clasicas de la biosintesis de los esteroides, que se expresan en las glandulas periféricas, se
encuentran también en el sistema nervioso, aunque pueden presentarse con algunas modificaciones

(Compagnone y Mellon, 2000).

El primer paso en la biosintesis de los NE, es la formacion de pregnenolona (PREG) a partir de
colesterol, reaccion catalizada por el citocromo P450scc, que se localiza en la membrana interna
mitocondrial, y el cual remueve 6 carbonos de la molécula de colesterol. La PREG formada pasa luego
de la mitocondria al reticulo endoplasmatico, en donde es convertida a progesterona (PROG) por la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A™-A* isomerasa (3p-HSD). La PROG es reducida por la 5a-
reductasa, convirtiéndose en Sa-dihidroprogesterona (Sa-DHP). Por ultimo, a partir de ésta se forma la
3a,5a-tetrahidroprogesterona  (3a,50-THP) 6 alopregnanolona, gracias a la accion de la 3a-
hidroxiesteroide oxidoreductasa (3a-HSOR). Se puede formar también el isomero 3B (3B,5a-THP),

gracias a la 3pB-hidroxiesteroide oxidoreductasa (3-HSOR) (Schumacher y col., 2000).

En el cerebro se encuentran ademas, enzimas del grupo de las sulfotransferasas y sulfohidrolasas,
que convierten los esteroides clasicos en una variedad de componentes que también son neuroactivos

(Compagnone y Mellon, 2000).
2. Mecanismos de accion de los neuroesteroides

Los NE ejercen sus efectos de manera autocrina/paracrina, a bajas concentraciones,
generalmente en el orden del nanomolar (Schumacher y col., 2000). Sus acciones pueden ser génomicas
y no genomicas (Schumacher y col., 2000; Compagnone y Mellon, 2000). En el mecanismo genémico,
los NE actan regulando la transcripcion de genes sensibles a hormonas. Cuando se unen a receptores
intracelulares especificos, éstos interactian con elementos que generalmente se encuentran en la region

promotora de los genes (Schumacher y col., 2000). En el mecanismo no geonémico los NE, act@ian sobre
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varios receptores para neurotransmisores en la membrana plasmatica, como por ejemplo el receptor

GABA, y el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Compagnone y Mellon, 2000), entre otros.

La PROG o la 50-DHP, se unen al receptor intracelular especifico actuando a través de un
mecanismo geonomico. Cuando se forma el complejo ligando-receptor, se disocian las proteinas de
choque térmico que estaban asociadas y el receptor es fosforilado. Una vez activado, interactia con
elementos de respuesta especificos de la PROG, los cuales se encuentran en la region promotora del gen
blanco, activando su transcripcion (EI-Etr y col., 2000). Se ha descrito por ejemplo, que la PROG regula
la expresion de los ARNms de las distintas subunidades del receptor GABA, en el hipocampo de ratas
hembras, siendo afectada la expresion de las subunidades o y v, pero no la expresion de las subunidades
B (revisado por, EI-Etr y col., 2000). Por esta via, la PROG es capaz de modular la actividad

GABA¢érgica (El-Etr y col., 2000).

Ademas de los efectos a largo plazo mediados por receptores intracelulares, los esteroides pueden
ejercer efectos rapidos actuando a nivel de receptores de membrana. Por ejemplo, el sulfato de PREG
(SPREG) y la 30,50-THP, ejercen sus efectos en el cerebro a través de mecanismos no gendmicos,
activando receptores para neurotrasmisores o canales ionicos (EI-Etr y col., 2000). El1 SPREG actia
como un modulador positivo del receptor NMDA y también se ha visto que inhibe la accién de canales
de Ca®*" voltaje-dependientes (revisado por Mellon, 2007). Por otro lado, uno de los ejemplos mas
documentados de la accion de los NE sobre receptores para neurotransmisores, es la capacidad de varios
metabolitos de la PROG de modular procesos de neurotrasmision y de neurogénesis via receptores
GABA, (Compagnone y Mellon, 2000). La actividad de estos receptores, es modulada por un cierto
numero de drogas psicotropicas como las benzodiacepinas y los barbituricos, el alcohol y también por
los NE. Ciertos NE potencian el efecto del GABA aumentando el tiempo de apertura del canal de CI°
(Lambert y col., 1996). El efecto de estos NE es muy potente porque de hecho concentraciones del

nanomolar son suficientes para potenciar el efecto del GABA. Entre estos NE esta la 3a,50-THP y la
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3a,5B-THP, ésta ultima presente sobre todo en aves. El efecto de estos esteroides es altamente especifico,
solo los isomeros 3a son activos, en cambio la configuracion o 6 B en el carbono 5 (que determina la
configuracion Sa o 5B), no parece ser determinante (Lambert y col., 1996). Es interesante mencionar que
la 3a0,50-THP a altas concentraciones del orden del micromolar, se comporta como un agonista capaz de

abrir el canal i6nico en ausencia del GABA (Lambert y col., 1996).

Hosie y colaboradores, en el 2006, pudieron identificar dos sitios de unidn especificos en los
dominios transmembrana del receptor GABA 4, que median la potenciacion y la activacion directa del
receptor provocada por los NE. Estos interactian con el receptor en una cavidad formada por los
dominios transmembrana de la subunidad o, potenciando las respuestas del GABA, y también se unen a
residuos que se encuentran entre las subunidades o y B, provocando la activacion directa del receptor.
Ambos sitios son requeridos para la modulacion del receptor por los NE, y ademads se conservan en los

distintos tipos de receptores GABA 4.

3. Los neuroesteroides como moduladores de la neurogénesis

Debido al efecto de la 30,50-THP sobre el receptor GABA,, este NE es capaz de disminuir la
excitabilidad neuronal y de generar una seriec de efectos comportamentales, tales como efectos
anticonvulsionantes, analgésicos, anestésicos, ansioliticos y efectos sobre el estrés, el suefio, la depresion
y la memoria (revisado por Schumacher y Robert, 2001). A parte de estos efectos comportamentales, se
les han atribuido también a los NE efectos troficos y de regeneracion sobre el sistema nervioso

(Schumacher y col., 2000). Uno de los NE implicado en este tipo de efectos es la 3a,50-THP.

Gago y colaboradores en 2004, mostraron que la PROG aumentaba la proliferacion de los
progenitores PSA-NCAM " aislados de ratas recién nacidas. Se demostré que este efecto era mediado por
un metabolito Sa reducido de la PROG y no por la PROG directamente, ya que al inhibir la accién de la

Sa-reductasa el efecto era abolido por completo, y ademas la expresion del receptor de la PROG en estas
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células resulto ser casi nula. Los investigadores demostraron que el metabolito involucrado era la
3a,50-THP, el cual ademas puede ser sintetizado por estos progenitores (Gago y col., 2001). Por otra
parte, el efecto estimulatrio de la 30,50-THP, el cual se da en el orden del nanomolar, fue abolido por la
bicuculina, indicando que el efecto estaba mediado por receptores GABA 4. En este mismo trabajo, se
demostroé que los progenitores PSA-NCAM' también eran capaces de sintetizar GABA y que expresaban
las subunidades basicas del receptor GABA, requeridas tanto para la unioén de los NEs como para la
union del GABA. Los investigadores mostraron también que el GABA era capaz de incrementar la
proliferacion de las células progenitoras, efecto que fue igualmente sensible a la bicuculina. En
conclusion, los progenitores PSA-NCAM" aislados de ratas recién nacidas son capaces de sintetizar tanto
GABA como 30,50-THP, y que éstos actuando via receptores GABA, pueden modular de manera

autocrina y/o paracrina la proliferacion de estas células.

Recientemente, Wang y colaboradores, en 2005, demostraron en células con capacidad
neurogénica aisladas del hipocampo, que la 30,50-THP estimulaba la proliferacion celular via receptores
GABA,, confirmando los resultados obtenidos por Gago y colaboradores (2004). Wang y colaboradores,
también demostraron que la activacion de los receptores GABA, producia la apertura de canales de
calcio voltaje-dependientes y por ende un influjo rdpido del ion. Estos investigadores proponen, que este
aumento en la concentracion de calcio intracelular activa mecanismos calcio-dependientes de la mitosis,

lo que explicaria el aumento en la proliferacion celular.

De manera general, estos resultados muestran que la proliferacion celular de ciertos PN puede
estar modulada de manera autocrina y/o paracrina por la 30,50-THP y por el GABA, actuando via
receptores GABA, (Fig. 3). Estos resultados fueron sin embargo, obtenidos in vitro en modelos de
células aisladas y resulta de particular interés determinar si en condiciones in vivo los NE, y en particular
la 30,50-THP pueden modular ciertos aspectos de la biologia de los PN, como por ejemplo la

proliferacion celular. Asi como se explico anteriormente, se ha demostrado que el GABA actuando via

25



EGF \

EGFR
PR , : Progenitor
? PSA-NCAM*
38-HSD l s
Control de la
SR proliferacion
l Glutamato
5a-DHPROG
* GAD
3x-HSOR .
PROG 3a.5a-THPROG GABA Glutamato
GABAuR
/'— 3a.5a-THPROG GABA 'ﬁ
Efectos en otras células V Efectos en otias células

Figwra 3. Factomes que regulan 12 prohferacidn de progenitores PSA-NCAM* aslados de
ratas recién nacidas. Los factores de crecimiento, los aminodcidos como el GABA v los
neuroesterotdes coma la 3o, So- THF, son factores que participan en la regulacion de la
proliferazidn de estos progenitsres. El EGF ejerce su importante efecto mitogénico sobre los
progenitnres PSA-NCAM* Estas células expresan 1zualmente receptores GABA, v
sintetizan GABA, el cual es capaz de estunular la proliferacion celular Por otro lado, los
progenttores PSA-NCAM® también sintetizan 3o, 50- THP, la cual a concentraciones del
orden del nanomolar, incrementa la proliferacion de los miamos, viareceptores GABA, muy
probablements potenciando el efecto del GABA  De esta manera, el GABA v la 3o, So-
THF, & vitne, pueden modular la proliferacidn de estas progemtores neurales de foma
autocrina vio paracrina, actnando a través de receptores GABA, (modificado de Gago v col |
2004),
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receptores GABA, , es capaz in vivo de modular la proliferacion y migracion de células de la ZSV y de
la VMR (Bolteus y Bordey, 2004; Bordey, 2006), por lo que potencialmente la 3a,50-THP pudiese
también ejercer efectos modulatorios sobre los PN en condiciones in vivo, sin embargo, estos posibles

efectos deben ser demostrados y caracterizados, y es lo que motivo la realizacion del presente trabajo.
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OBJETIVOS

El presente trabajo se enmarca en un proyecto mas amplio que tiene como objetivo general el de
establecer el efecto de la 30, 50-THP, un metabolito neuroactivo de la progesterona, en la proliferacion,
migracion y supervivencia de los progenitores neurales in vivo, durante el desarrollo y en el individuo
adulto. Como una de las aproximaciones experimentales se desarroll6 el presente trabajo cuyo objetivo
general fue el de aportar una evidencia anatomica de la posible participacion de la 30,50-THP en el

control de la biologia de los progenitores neurales in vivo durante el desarrollo.

Los objetivos especificos del presente trabajo fueron:

1. Establecer la distribucion de la 3a-HSOR, enzima responsable de la sintesis de la 3a,50-THP,
en el cerebro de rata durante el desarrollo embrionario y postnatal.
2. Determinar si existe una correlacion entre la distribucion de la 3a-HSOR y la distribucion de los

progenitores neurales que expresan PSA-NCAM.
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MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, se realizdé un estudio neuroanatomico del cerebro de rata durante el desarrollo
embrionario y postnatal, utilizando para ello la tinciéon con hematoxilina y eosina (H/E), y en segundo
lugar, se determiné por inmunofluorescencia la distribucion de la 3a.-HSOR en el cerebro de rata durante
el desarrollo embrionario y postnatal y se establecio si existe una correlacion entre la expresion de esta

enzima y los progenitores PSA-NCAM".
I. 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 embriones de 14, 17 y 20 dias de gestacion (E14,
E17, E20) y ratas postnatales de 1, 4, 7, 12, 15 y 21 dias de nacidas (P1, P4, P7, P12, P15 y P21).

Para la obtencion de los embriones se realizaron apareamientos entre machos y hembras a
primeras horas de la mafana y en oscuridad, por un periodo de 2 a 4 horas. Los animales estuvieron en
oscuridad desde las ultimas horas de la tarde del dia anterior, para extender algunas horas el ciclo
nocturno. Se consider6 como dia cero el dia del aparcamiento. 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 realizd6 un seguimiento continuo de las hembras,
pesandolas 2 veces por semana.

2. Fijacion del tejido
a) Fijacion de los embriones
Las hembras gestantes fueron anestesiadas intraperitonealmente con una mezcla de ketamina
(100mg/ml) y xilacina (relajante muscular, Xilagal al 2 %), en una proporcion de 24 mg de ketamina por

100g de peso del animal, y 0,1 ml de xilacina por animal. Los embriones se disecaron, se lavaron en
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buffer fosfato 0,1 M pH 7,2 (BP) y se sumergieron en una solucion de paraformaldehido (PAF) al 4 % en

BP a 4°C por dos dias.

b) Fijacion de los animales postnatales

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 perfusion. 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
utiliz6 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 sumergié luego en una solucién 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 realizacion de los cortes flotantes en vibratomo. Los cortes congelados fueron utilizados
para las tinciones con hematoxilina-eosina 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
CM30508, de 14 um de espesor para los cerebros postnatales, y de 20 um de espesor para los embriones.
Los cortes fueron recolectados en laminas previamente gelatinizadas con una solucion de gelatina al

0,5% y luego fueron almacenados a -70 °C.
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b) Cortes en vibratomo
Se realizaron cortes sagitales de los cerebros almacenados en BP a 4°C con un vibratomo LEICA
modelo VT1000S, de 30 a 50 um de espesor. Los cortes se almacenaron en placas de 96, 24 y 12 pozos

en BP a4°C.
II. ESTUDIO NEUROANATOMICO Y DISTRIBUCION DE LA 30-HSOR

1. Coloracion histolégica con Hematoxilina y Eosina

Con los cortes de cerebro de rata congelados, se procedi6 a hacer la tinciéon 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 solucion de hematoxilina por 1 minuto y se lavaron
con agua corriente. Posteriormente, los cortes se incubaron en la solucioén 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

vision de conjunto. Las imagenes fueron captadas con una camara digital marca TUCSEN.

2. Inmunofluorescencia
a) Anticuerpos utilizados
Se utilizaron los anticuerpos primarios anti-3a-HSOR, anticuerpo policlonal hecho en conejo y
el anticuerpo anti-PSA-NCAM, monoclonal, hecho en raton, IgM de Chemicon MAB5324. El
anticuerpo anti-3a-HSOR no es comercial. El anticuerpo anti-3a-HSOR se reveld con el anticuerpo de
cabra anti-IgG de conejo acoplado a Alexa 488 de Interchim Molecular Probes, y el anticuerpo anti-

PSA-NCAM se revelo con el anticuerpo de cabra anti-IgM de raton acoplado a rodamina de Chemicon.
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Es importante mencionar que el anticuerpo anti-3a-HSOR fue desarrollado en conejo contra la
enzima purificada de higado de rata (Penning y col., 1984; Smithgall y Penning, 1988). La efectividad y
especificidad de este anticuerpo han sido demostradas en estudios bioquimicos e histologicos (Smithgall
y Penning, 1988; Pawlowski y col., 1991; Jez y col., 1996), inclusive en el SNC (Patte-Mensah y col.,
2004).

b) Estandarizacion del protocolo

Se realizaron varias pruebas para estandarizar algunos parametros de la metodologia como las
diluciones de los anticuerpos, los tiempos de incubacion, el volumen de anticuerpo para la incubacién y
el tipo de placa para la incubacion.

En cuanto a las diluciones, se probaron dos diluciones diferentes para el anticuerpo anti-3o-
HSOR, una dilucion 1/500 y otra 1/700. No se obtuvieron diferencias significativas en cuanto a los
resultados, por lo que se decidid trabajar con la diluciéon 1/700. Para los otros anticuerpos no fue
necesario la estandarizacion de las diluciones, debido a que ya se disponia de las diluciones 6ptimas. Los
anticuerpos, tanto primarios como secundarios, fueron diluidos en PBS con 0,3% de triton y 0,2% de
gelatina.

Con respecto a los tiempos de incubacion, la incubacion de los cortes flotantes con el anticuerpo
anti-30-HSOR se realiz6 durante toda la noche, obteniéndose buenos resultados. Para el anticuerpo anti-
PSA-NCAM se realizaron dos pruebas con tiempos distintos, una incubacioén durante toda la noche y
otra durante 2 horas. Con ambas se pudo obtener muy buenos resultados, por lo que se decidi6 utilizar el
tiempo de incubacion de 2 horas, a modo de acortar el tiempo total del protocolo.

También se probaron diferentes volimenes de incubacion para los anticuerpos primarios y
secundarios. Se realizaron incubaciones con volimenes de 300, 400 y 500 pl para cada anticuerpo.
Aunque no se obtuvieron diferencias significativas en cuanto al marcaje, se decidid utilizar un volumen

de 500 pl ya que facilitaba la manipulacién de los cortes flotantes y se favorecia la preservacion de los
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mismos. Asi mismo, se probaron placas de 12 y de 24 pozos para realizar las incubaciones. Se
escogieron las placas de 12 pozos para facilitar la manipulacion de los cortes.
¢) Protocolo empleado
El protocolo general utilizado para las inmunofluorescencias se describe a continuacion. Todas
las incubaciones fueron realizadas a temperatura ambiente con agitacion continua y todos los anticuerpos

fueron preparados en PBS con 0,3% triton X-100 (PBST) con 0,2% de gelatina.

e Los cortes seleccionados se incubaron 1 hora con suero normal de cabra (normal goat
serum: NGS) al 5 % en PBS con 0,3% de triton X-100 (PBST) y 0,2% de gelatina.

e Luego se aspird el NGS.

e Se incubaron los cortes con el anticuerpo primario anti-3a-HSOR a una dilucién de
1/700 durante toda la noche.

e Al diasiguiente, los cortes se lavaron 3 veces con BP por 5 min cada vez.

e Luego, los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario anti-PSA-NCAM a una
dilucion de 1/400 por 2 horas.

e Los cortes se lavaron nuevamente 3 veces con BP por 5 min cada vez.

e Posteriormente, los cortes se incubaron con una mezcla de los anticuerpos secundarios
respectivos por 2 horas. Ambos anticuerpos se utilizaron con una dilucion de 1/100.

e Los cortes se lavaron 3 veces con BP por 5 min cada vez.

e Por ultimo, se incubaron los cortes con 0,1 pg/ml de 4’,6-diamidina-2’-fenilindol
dihidrocloruro (DAPI) por 30 min para marcar todos los nticleos de las células.

e Se realiz6 un ultimo lavado 3 veces con BP por 5 min cada vez.

® Luego, los cortes se montaron en laminas previamente gelatinizadas, se dejaron secar y
se montaron con un medio de montaje para fluorescencia (Fluoromont-G)

® Finalmente, las liminas se almacenaron a 4°C protegidas de la luz.
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Los resultados fueron analizados utilizando un microscopio de epifluorescencia. Las imagenes
fueron captadas con una camara digital, marca TUCSEN y con confocal utilizando un microscopio

confocal marca Zeiss.

d) Controles
En cada prueba de inmunofluorescencia, se realizaron controles negativos, en los que se obvio la
incubacion con los anticuerpos primarios. En estos controles, como era de esperarse, no se observod
marcaje ni para la 3a-HSOR, ni para PSA-NCAM, lo que comprueba que los anticuerpos secundarios no

producen, en este material, marcajes inespecificos.
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RESULTADOS

I. DESCRIPCION NEUROANATOMICA DEL CEREBRO DE RATA DURANTE EL

DESARROLLO EMBRIONARIO Y POSTNATAL

1. Descripcion neuroanatéomica del cerebro de rata durante el desarrollo
embrionario

En E14 el telencéfalo, mesencéfalo y rombéncefalo presentan una morfologia sencilla y un
parénquima nervioso poco desarrollado (Fig.4A).

El telencéfalo o cerebro anterior de E14, estd constituido por el neuroepitelio cortical, las
eminencias ganglionicas lateral y medial, y el neuroepitelio olfatorio (Fig.4B). Ademas, el ventriculo
lateral se observa como una cavidad bastante amplia (Fig.4B). Por otro lado, el neuroepitelio cortical,
estd formado por tan sélo 2 capas; la ZV, que se extiende por toda la pared del ventriculo, y mas
externamente la preplaca (PP) (Fig.5A).

En E17, el cerebro presenta una morfologia mas compleja y ya se empiezan a distinguir
practicamente todas las estructuras del telencéfalo. El cerebro posterior en cambio no presenta aun una
morfologia muy definida (Fig.4C). En el telencéfalo, se puede observar claramente la neocorteza, el BO,
las EG y el hipocampo. A esta edad, el ventriculo lateral se observa aun bastante amplio (Fig.4D).

En la neocorteza de E17 se pueden distinguir las mismas capas que se observan en el
neuroepitelio cortical de E14, pero ademas se puede observar la aparicion de 4 nuevas capas, la ZSV, la
cual se origina a partir de la ZV, la placa cortical (PC), subyacente a la ZM, la subplaca (SP), que se
encuentra por debajo de la PC y la zona intermedia (ZI) (Fig.5B). La ZV nuevamente, se observa
revistiendo toda la pared del ventriculo y se distingue facilmente por que se observa como una capa de
color violeta intenso alrededor del ventriculo, producto de la tincion de los nucleos con hematoxilina y

de la alta densidad de células (Fig.4D).
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Fiowa 4 Tincidn con hematoxilina y eosina de cortes sagitales de cerebro de rata durants el
desarrollo embrionario. Fotografias tomadas utilizando una lupa estereoszdpica (A y By Cerehroen
desarrollo de E14. (A) Se observan el telencéfalo (T), el mesencéfalo (M) v parte del rombencéfalo
(R). (Br aAcercamiento del telencéfalo. Se observa en desarrollo la emmencia ganglidnica lateral
(EGL), el neuroepitelio cortical (NC) v el neuroepitelio olfatorio (NEO) HNétese lo amplio del
ventriculo lateral (VL) (C'y D) Cerebro en desarolo de E17 (C) Se abservan el T, el My el R A
E17 ya se distingue claramente la estructura de los hemisfenos cerebrales (D) Acercamiento del T
Se ohservan las EGL, la eminencia ganglidnica medial (EGM), el neuroepitelio cortical (NC), el
bulbo olfatorio (BO) v el hipocampo (H). Notese, el marcaje con hematoxilina (violeta oscuro) de la
ZV, la cual bordea toda la pared del VL. (E. Fy G) Cerebro en desarmllo de E20. (F) Visién general
Se obeerva un mayor desarrollo de las estructuras telencefalicas. La corteza (C) ha aumentado su
tamafin v el VL = ha reducida conaiderablemente (F) Acercamients de la reaidn rastral del
telencéfalo. Se observa la zona subventricular (Z5V) y la via de migracion rostral (VMR) que se
extiende hasta las BO. La 25V, a esta edad, comienza a restringrse hacia la parte anterior del VL v
corntenza a formarse la VMR (G) dcercamitento del hipocampo (H). En este momento del desarrollo
no se ha formado aun el giro dentado del hupocampo Aumentos: (&) 20x, (B) 32z, (C) 20z, (D) 32%,
(E)13%. (F125%, (G)36x
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Figura 5. Desarrollo embrionario de la neocorteza. Fotografias tomadas de los cortes
sagitales tefiidos con hematoxilina y eosina de la figura 4, utilizando un microscopio 6ptico.
(A) En el neuroepitelio cortical de E14 se distinguen 2 capas: la zona ventricular (ZV) (zona
neurogénica) y una capa mas externa, denominada preplaca (PP). (B) En El17, el
neuroepitelio cortical esta conformado, de la capa mas externa a la mas interna, por: la zona
marginal (ZM), la placa cortical (PC), la subplaca (SP), la zona intermedia (ZI), la zona
subventricular (ZSV) (capa germinativa secundaria) y la zona ventricular (ZV). Esta ultima
se ha reducido considerablemente. (C) En E20, se observan las mismas capas corticales que
en E17. Sin embargo, la ZI, la SP y la PC han aumentado en grosor, mientras que la ZV casi
ha desaparecido. En todas las fotografias las lineas muestran el limite aproximado que
separa cada capa. Aumentos: (A) 40x, (B) 20xy (C) 20x.
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En E20, el desarrollo del telencéfalo se observa muy avanzado. Se puede notar el gran desarrollo
del parénquima cortical y la reduccion de la cavidad ventricular, asi como también el desarrollo del
hipocampo y del BO (Fig.4E). Sin embargo, en el hipocampo, aun no se puede distinguir con claridad la
formacion del GD (Fig.4G). Para este estadio embrionario, ya se puede observar la aparicion de la VMR,
la cual surge de la ZSV y se extiende hasta el BO (Fig.4F).

En E20, la neocorteza continua presentando las mismas capas que se observan en E17 (Fig.5C),
sin embargo, existen algunas diferencias. La ZV, se ha reducido considerablemente observandose como
una capa delgada de células que reviste el VL. La ZSV, por el contrario se observa mas desarrollada, al
igual que la ZI, la SP y la PC (Fig.5C).

2. Descripcion neuroanatémica del cerebro de rata durante el desarrollo postnatal

Durante el periodo postnatal se observa un desarrollo progresivo de las estructuras cerebrales y
en general de todo el parénquima nervioso hasta alcanzar en P21 una organizaciéon anatdbmica muy
similar a la observada en el adulto (Figs.6 y 7).

Con respecto a las zonas neurogénicas, es interesante mencionar que la ZSV y la VMR pueden
distinguirse muy claramente. Estas se encontraban ya formadas justo antes del nacimiento. Se puede
notar que en P1 y P4, estas zonas estan conformadas por una gran cantidad de células (Figs.6B y 6E).
Por otra parte, a medida que el desarrollo avanza se observa una reduccion considerable en el ntimero de
células que conforman estas estructuras (Figs.6 y 7). De igual forma, durante las edades postnatales
tempranas se observa que el GD y el cuerno de Ammon estdn conformados por una gran cantidad de
células (Figs.6C y 6F), pero al igual que en la ZSV y en la VMR, éstos disminuyen de tamafio en las
etapas postnatales mas avanzadas (Figs.6 y 7). Por otro lado, en las primeras edades postnatales, no se
distinguen aun las capas que conforman el BO y el cerebelo. Estas se van desarrollando conforme avanza
el desarrollo postnatal (Figs.6 y 7).

También se puede observar que el crecimiento de la corteza sigue una direccion antero-posterior,

mientras el rombencéfalo queda restringido en una posicion postero-ventral (Figs.6 y 7).
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Ficwa 0. Tincidn con hematoxzilina y eosmade cortes sagitales de cerebro de rata durante
la prirnera sernana postatal  Foto grafias tornadas utilizando una lupa estercoscépica (A, D
vy G) Viston general del cerebro de PI, M v FJ, respectivamente. Notese el crecimiento
progresiva de la corteza (C), del cerebelo (Ch) v del bulba olfatorio (BO) y la reduccidn del
mesencéfalo (M) v del ventriculo lateral (VL) (B. E v H) Acercamiento de la zona
subventricular (Z5V) v de la via de mugracion rostral (VIMER) a P1, P4y F7. Se observala
reduccidin de la Z5V v de la VMR (flecha) a medida que avanza el desamrollo. (C. Fe )
Acercamiento del hipocampo a P1, P4y F7. En P, seobserva una alta densidad de células
gue conforman el pola dentado (FD) (flecha) Luegn, se ohservan las células organizadas en
el airo dentadn (GD), el cual va reduciendo sa tamafio durante este periodo del desarmllo
postnatal Aumentos (&, Dy G) 10x, el resto delas fotografiasa 32z
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Fiowa ~. Tincion con hematnxilina v eosna de cortes sagitales de cershro de rata durante la
ultima semana postnatal. Fotografias tomadas utilizando una lupa estereoscopica (A Dy G)
Vistdn geaeral del cerebro de PL2, P15 y P21, respectivamente. Ndtese el crecuniento
progresivo de la corteza (), del cerebelo (Ch) v del bulbo olfatorio (BO) v lareduccidn del
mesencefalo (M) v del ventriculo lateral (VL) Para esta etapa va se han formado todas las
fisuras cerebelares (comparar con figura 6) (B, E y H) Acercamients de la zona
subventricilar (ZSV) v de la wia de rmigracidn rostral (WME) aP12, P15y P21 Seohservala
reduccidn de la Z5V y de la VMR (flecha) a medida que avanza el desarrollo. (C. F e I)
Acercamiento del hipocampo a P12, P15 v P21, Se observan las células orgamizadas en el giro
dentado GD (flecha), el cual contnua reduciendo su tamafio durante este perioda del
desarrollo postnatal. Aumentos: (4 Dy G) 10x, (B, Cy H) 36x, (E, Fy D 32x

40



II. DISTRIBUCION DE LA 30-HSOR EN EL CEREBRO DE RATA DURANTE EL

DESARROLLO EMBRIONARIO

1. Distribucion de la 30-HSOR en embriones de 14 dias
a) Neuroepitelio cortical
La 30-HSOR se expresa altamente en los cuerpos celulares que forman la ZV, la cual conforma
practicamente todo el neuroepitelio cortical (Fig.8A). Asi mismo, se encontré inmunoreactividad para la
enzima en una capa delgada de células hacia la region mas externa de la neocorteza en la PP (Fig.8A).
Ambas capas se pueden distinguir con cierta facilidad ya que, las células de la PP expresan altamente
PSA-NCAM, a diferencia de las células de la ZV, las cuales se observan inmunegativas para esta

molécula (Figs.8B y 8C).

b) Neuroepitelio olfatorio
En el neuroepitelio olfatorio se encontr6 una alta expresion de la 30-HSOR (Fig.9A), pero una
baja inmunoreactividad para PSA-NCAM (Fig.9B). El marcaje con el anticuerpo anti-3a-HSOR es
difuso, posiblemente por la gran densidad de células que conforman el neuroepitelio olfatorio (Figs.9A y

4B).

¢) Eminencia ganglionica lateral
Se encontrd una gran cantidad de células altamente inmunoreactivas para la 30-HSOR en la ZV
y en la ZSV de la EGL (Fig.10A). Al igual que en el neuroepitelio cortical, estas células de la ZV no
expresan PSA-NCAM, sin embargo se encontraron algunas células aisladas inmunopositivas para la
molécula en esta zona (Figs.10B y 10C). Por otro lado, en la ZSV, se observa una gran cantidad de
progenitores claramente PSA-NCAM'. Es interesante mencionar que no todas las células 3a-HSOR" que

se observan en la ZSV expresan también PSA-NCAM (Figs.10D, 10E y10F).
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3a-HSOR PSA-NCAM 3a-HSOR /PSA-NCAM

Figuwa 8 Inmunofluorescencia para la - HSOR (zlexa 488) vy PS4 -NCAM (rodamina) en
cores sagitales de cerchro de rata en E14 a mivel dzl neurcepitelin cortical Las fotografias
fueron tomadas con un rmucroscopio  de epifluorescencia (A) Se obsewva una  alta
intrunoreactividad para la Ze-HEOR en lz zona ventricular (ZV) y en lapreplaca (PF). Motese,
la intensidad del marcaje en los somas celulares que estin bordeando la pared del venticulo
lateral (VL) (B) 5Se observa una alta expresion de PSA-NCAM en la PP Las células de la ZV
son intmunonegativas para PSA-NCAM  (C) Superpasicion de (4) y (B} Se obsewva que la
enzimacolocaizacon PSA-NCAM enlascélulasde laPP. Aumentos &4 By C40x,
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PSA-NCAM 3a-HSOR/ PSA-NCAM

Figura 9. Innmmoflnorescencia para la 3e-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagitales de cercbro de rata en E14 a nivel del nearoepitelio olfatorio (NEQ). Las
fotografias fieron tomadas con un microscopio de epifluorescencia. (A) La 3o-HSOR se
expresa fuertemente en el NEQ, el cual esti conformado por una alta densidad de céhulas. (B)
El NEQO presenta una baja expresion de PSA-NCAM. Sin embargo, hacia el neuroepiiclio
cortical (NC) y las emmencias ganghoémicas (EG), se observa un fueric marcaje de PSA-
NCAM en las prolongaciones cehilares. (C) Superposicion de A v B. Aumentos: A, By C
10x.
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PSA-NCAM 3a-HSOR/ PSA-NCAM

PSA-NCAM 3a-HSOR/ PSA-NCAM

Figura 10. Inmnofluorescencia para la 3o-HSOR (alexa 488) v PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagilales de cercbro de rata en E14 a nivel de la eminencia ganglionica lateral. Las
fotografias fueron tomadas con un microscopio de epifluorescencia. (A) Se observa una alta
inmunoreactividad para 1a 3-HSOR en 1a zona veniricular (ZV) y en la zona subventricular
(ZSV). Al ignal que en ¢l neuroepitelio cortical, 1a ZV esti conformada por una alta densidad
de cfhilas. (B) PSA-NCAM permite distingnir las dos capas germinativas. En la ZV, se
observan pocas cchilas aisladas PSA-NCAM' (flecha), posiblementc correspondan a
progenitores neurales (PN) recién formados. En la ZSV, se observan una gran camtidad de PN
que cxpresan PSA-NCAM. (C) Superposicion de A v B. La enzima colocaliza con PSA-
NCAM en 1a ZSV de Ia EG. (D, E ¥ F) Acercamiento de una region de 1a ZSV (circalos en A,
B y C respectivamenie). (D) La 30-HSOR se expresa claramente a nivel de los somas celulares
de 1a ZSV. (E y F) Todas las células PSA-NCAM' de la ZSV expresan la enzima (F). S
embargo, sc observan algunas células 3o-HSOR'/PSA-NCAM (cuadros en E y F). PSA-
NCAM se expresa a nivel de 1a membrana celular (flecha en F). Aumentos: A-D 20x, D-F
40x.
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2. Distribucion de la 3a-HSOR en embriones de 17 dias

a) Neuroepitelio cortical
Se encontraron células altamente inmunopositivas para la 3a-HSOR en la ZM, en la SP y en la
PC. En el resto de las capas de la neocorteza se observé una disminucion considerable de la expresion de
la 3a-HSOR (Fig.11A). Por otro lado, las células de la ZM y de la SP también expresan claramente PSA-
NCAM (Figs. 11B y 11C). De hecho, en la SP se pudieron observar muy claramente células 3a-
HSOR/PSA-NCAM" (Fig.11H). Asi mismo, se encontré inmunoreactividad para PSA-NCAM en las
células de la ZSV y en prolongaciones celulares de la ZI (Fig.11B). En las células de la PC y de la ZV se

observé muy poco marcaje para la molécula (Fig.11B).

b) Eminencias ganglionicas
A esta edad, no se observé inmunoreactividad para la 30-HSOR en la ZV ni en la ZSV de las EG
(Fig.11D). En la ZSV, por otra parte, se observa claramente un conjunto de células pequefias bipolares
con morfologia de progenitores neurales que expresan PSA-NCAM en la membrana celular y en sus

prolongaciones (Fig.11E).

¢) Bulbo olfatorio
En el BO, la 30-HSOR se expresa principalmente en un gran nimero de células localizadas en la
region mas externa de la estructura. En areas mas internas del BO la intensidad del marcaje para la
enzima es mucho menor (Fig.12A). Por otro lado, en toda la region externa se observaron células 3a-
HSOR/PSA-NCAM". En la regién interna, el marcaje para PSA-NCAM se observd mds intenso

(Figs.12B y 12C).

d) Hipocampo
Se pudo observar una inmunoreactividad considerable para la 3a-HSOR, principalmente en todo
el hipocampo y la fimbria (Fig.13A). Sin embargo, el marcaje para la enzima es bastante difuso

(Fig.13A). Por otro lado, PSA-NCAM se expresa en la ZM, el polo dentado y la fimbria (Fig.13B).
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Figura 11. Inmunofluorescencia para la 3u-HSOR (alexa 488) v PSA-NCAM (rodamina) en
cores sagitales de cershra de rata en E17 anivel de laneocorteza v de la erinencia ganghionica
lateral (EGL) Las fotngrafias fueron tomadas mediante microscopia confocal (AL By ()
Expresion de la 3o-HSOR a nivel de 1z neocorteza, (A) La 3e-HSOR e expresa en la
neccorteza, a nivel de la subplaca (SP), laplacacortical (PC) y lazonamarginal (ZW) En estas
capas el marcae es mtenso pero difuso. En la zona mtermedia (Z1), la zona subventricular
(Z5V) v lazonaventricular (ZV), no se observamarcaje para la 3o-H30R. (B) PSA-NCAM se
expresa claramente en la ZM, en la BPy en la Z8V. En la ZI el marcae para la molécula es
mas intenso. También se observan algunas pmlongaciones PS&-NCAM+ en la ZI (C)
Superposicion de A v B La3u-HSOR colocaliza con PSA-NCAM en las capas mas extemas de
la neocorteza (ZW, PC v 5F). En la 5P, se observa claramente que la enzima se expresaen los
somas celulares v PSA-MCAM en las membranas de estas células (H). (D. E v F) Expresidon de
la Ze-HSOR anivel dela EGL. (D) No se observa marcaje para la 30-HSOR en todala EGL.
(E) &1 toual que en la EGL de E14, PSA-NCAM se expresa fuertemente en la Z3V. Notese la
mosfologia de los progenitores neurales (PN) (flecha), son células pequefias v hipolares. (F)
sugerposicion de Dy E En E17, los PN de la Z8V de la EGL no expresan la 3o-HSORX Barra
de escala; 50 wm, excepto en H quewvale 20 umn.
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PSA-NCAM : 3a-HSOR/ PSA-NCAM.

Figura 12. Inmunofluorescencia para la 30-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina} en
cortes sagitales de cerchro de rata en E17 a mivel del bulbo ofatorio (BO). Las fotografias
fueron tomadas mediante microscopia confocal. (A) En E17, aun no se han estructurado las
distintas capas del BO. Sin embargo, sc distingue una region externa (Re) y una region intema
(Ri), segiin Ia expresion de 1a 30-HSOR . La enzima se expresa principalmente en las células de
la Re. En la Ri, ¢l marcaje es muy bajo v difuso. (B) La mayor expresion de PSA-NCAM se
observa en un mimero considerable de céhilas entre 1a Ri y la Re. Sin embargo, en la Re el
marcaje para la molécula es mienso. (C) Superposicion de A y B. Las células de la Re son
claramente 30-HSOR Y/PSA-NCAM'. Barra de escala- todas 50 pm.
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PSA-NCAM 3a-HSOR / PSA-NCAM

Figura 13. Innmmmoflnorescencia para 1a 30-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina) en
corles sagilales de cercbro de rala en E17 a mivel del hipocampo. Las folografias fueron
tomadas utilizando un microscopio de fluorescencia invertido. (A) La 3a-HSOR en ¢l
hipocampo de E17, se expresa fuertemente en la zona marginal (ZM), ¢l polo dentado (PD)} y
la fimbria (F). E]l marcaje para la enzima ¢n esta estructura se obscrva infenso pero un poco
difuso, posiblemente por la alta densidad de cthulas. (B) Se observa innmmoreactividad para
PSA-NCAM en la ZM y en el PD. En la fimbria, la expresion de 1a molécula es a nivel de las
fibras. (C) Superposicion de A y B. La 3¢-HSOR colocaliza con PSA-NCAM en la ZM, el
PD v la fimbria. Aumento: 20x.
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3. Distribucion de la 3a-HSOR en embriones de 20 dias
a) Neocorteza

Se observaron claramente células inmunopositivas para la 30-HSOR en la ZM. En la PC también
se observo una alta expresion para la enzima. En la SP y en la ZI la inmunoreactividad para la 3a-HSOR
es mucho menor, sin embargo se pudo distinguir algunas células 30-HSOR" (Fig.14A). En la ZSV y en
la ZV, se observd igualmente una expresion considerable de la enzima (Fig.14D). En cuanto a PSA-
NCAM, esta molécula se expresa altamente en todas las capas de la neocorteza (Fig.14B), siendo la
inmunoreactividad un poco mas baja en la ZSV y en la reducida ZV (Fig.14E). Por otra parte, se
observaron células que co-expresan la 30-HSOR y PSA-NCAM en la ZM y en la PC. En la ZI, se

encontrd una gran cantidad de fibras PSA-NCAM " en el cingulo y el CC (Figs.14B y 14C).

b) Eminencias ganglionicas
En las EG, la inmunoreactividad para la 3a-HSOR es bastante baja y difusa. El marcaje para la
enzima se encontr6 principalmente en la ZV (Fig.14D). Esta tultima al igual que en la neocorteza, se ha
reducido considerablemente. Por otro lado, se observd un marcaje intenso para PSA-NCAM en la ZSV,
pero no en la ZV (Fig.14E). Es interesante destacar que se encontraron algunos endotelios vasculares 3a-

HSOR" en esta zona (Fig.14D).

¢) Bulbo olfatorio
En el BO de E20 se pudo distinguir claramente un gran nimero de células altamente
inmunoreactivas para la 3a-HSOR (Fig.15A). Estas células se distribuyen en la capa granular, en la capa
de células mitrales y en la capa glomerular (Fig.15A). Ademas, en las 3 capas se encontraron células 3a-
HSOR/PSA-NCAM', aunque también hay células 3a-HSOR/PSA-NCAM' y 3a-HSOR/PSA-NCAM"

(Fig.15C).
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Figura 14 Inmunofluorescenciapaa la 3o-HSOR (alexa 488) v PSA-NCAM (rodamina)
en cortes sagitales de cerebro de rata en E20 anivel de la neocorteza v de la erminencia
ganglidnica lateral (ECL) (A B y ) Las fotografias fucron temadas mediante
microscopia confocal. (A) Se observa una alta mmunoreactividad parala3o-HSOR en la
placa cortical (PC) v en la zonamargmal (ZIM) Nétese, las células fuerternente marcadas
para la enzima en esta 1iltima capa. En la subplaca (SF) y la zona mtermedia (Z1),
tammhién se ohservan células 3a-HSORY Sin embargo, el marcaje es mas bajo que en las
capas extemas. (B) PSA-NCAM se expresa fuertemente en la ZM v la PC. En la ZI, se
observan fibras conuna alta mmunereacttvidad para la molécula (C) Supetpostcidn de &
v B. La3e-HSOR colocaliza con PSA-NCAM prncipalmente en las coapas externas de la
neacorteza (D, E v F) Las fotografias fueron tomadas utilizando un mucroscopo de
epifluorescencia (D) La expresion de la enzima es difusa en la zona ventricular (ZV) v
subventricular (Z5V) de la neocorteza En la EGL la enzima se expresa en la ZV.
También se ohservan algunos capilares marcados. (E) La expresion de PRA-NCAM es
baja v difusaen la ZSV de laneocorteza En la ZV practicamente no se observamarcaje.
En la ZV y la Z5V de la EGL, la expresion de PSA-NCAM es similar a la de la
neacarteza S embargn, el marcaje esun poco mas intenso en la ZSV de la EGL que en
la Z8V cortical. (B Superposicidn de D v E La 30-HSOR colocaliza con PSA-NCAM
ent la ZSV de ambas estructuras. Aumentos: (A-C): Barradeescala=50 wm; (D-F) 20x
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Figura 15. Innmmnofluorescencia para la 30-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagitales de cercbro de rata en E20 a mivel del bulbo olfatorio (BO). Las fotografias
fueron tomadas mediante microscopia confocal. (A) Se observan céhilas claramente 30-HSOR"'
¢n la capa glomerlar (CGL), en 1a capa de células mitrales (CMT) y ¢n la capa gramalar (CG).
{B) Se observa una alta expresion de PSA-NCAM en las tres capas del BO de E20. La CMT
presenta un mayor marcaje para la molécula que el resto de las células. (C) Superposicion de A
yB. Todas las céhilas del BO de E20 son 3a-HSORY/PSA-NCAM'. Barra de escala: 50 pm.
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d) Hipocampo
En el hipocampo, la expresion de la 3a-HSOR se observa un poco difusa, sin embargo se pueden
notar algunas células inmunoreactivas para la enzima distribuidas por toda la estructura (Fig.16A). Estas
células también son inmunopositivas para PSA-NCAM (Figs.16B y 16C). De hecho, hacia la parte
posterior del hipocampo se pueden observar claramente unas cuantas células de gran tamafio altamente

30-HSOR" y que también expresan PSA-NCAM (Fig.16D).

e) Cerebelo
Se encontré una baja inmunoreactividad para la 3a-HSOR en la capa granular externa del
cerebelo. En la capa granular interna, en cambio, la expresion de la enzima se observo mas claramente
en algunas de las células que conforman esta capa (Fig.17A), las cuales eran también PSA-NCAM"
(Figs.17B y 17C). La expresion de PSA-NCAM, se observo a nivel de las membranas y prolongaciones

de la gran cantidad de células que conforman la capa granular externa (Fig.17B).

III. DISTRIBUCION DE LA 30-HSOR EN EL CEREBRO DE RATA DURANTE EL

DESARROLLO POSTNATAL

1. Expresion de 1a 3a-HSOR en las zonas neurogénicas

En general, durante el desarrollo postnatal la 3a-HSOR se expresa altamente en las células que
conforman las distintas zonas neurogénicas. Sin embargo, se observa una disminucion de la
inmunoreactividad para la enzima a medida que avanza el desarrollo. En P15 y P21, se observa un
marcaje difuso para la 30-HSOR, mientras que en las edades méas tempranas se puede distinguir

claramente que la expresion de la enzima se encuentra a nivel de los somas celulares (Tabla 1).

a) Zona subventricular de los ventriculos laterales
En P1 se observan células inmunopositivas para la 3a-HSOR ubicadas en la region de la ZSV

mas adyacente al ventriculo lateral. Estas células no presentan inmunoreactividad para PSA-NCAM
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Figwa lo. Inmunofluorescencia para la 3o-HSOR (alexa
488) v PSA-NCAM (rodamina) en cortes samtales de
cerebro de rata en E20 a nivel del hipocampo Las
fotografias fueron tomadas mediants microscopia confocal
(A) La expresion de la 32-HSOR es baja v difusa en el polo
dentado (FD) Sin embargo, hay un grupo de pocas células
claramente 30-HSOR* hacia el borde externior del FD
(flecha) (B) Laexpresion de PSA-NCAM tanbién es aloo
difusa en el PD. (€') Supemposicion de &4 v B, La 3e-H3O0R
colocaliza con PSA-NCAM en el PD (flecha) (D) Hacia la
region CA3 del hipocampo, se onservan células de tamafio
consuderable 3o-HSOR/PSA-NCAM* HNatese que la
enzima se expresa anive. nuclear (cabezas de flechas).
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PSA-NCAM o 3a-HSOR/ PSA-NCAM—

Figura 17. Innmmoflucrescencia para la 3a-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina} en
cortes sagitales de cercbro de rata en E20 a mivel del cerebelo. Las fotografias fucron tomadas
mediante microscopia confocal. (A) La 3a-HSOR se expresa poco en la capa gramilar
externa (CGe) y en 1a capa granular intema (CGi) del cerebelo de E20. (B) PSA-NCAM se
expresa fuertemente en ambas capas del cerebelo. Néotense las prolongaciones PSA-NCAM*
que conectan la CGe con la CGi. (C) Superposicion de A y B. La enzima colocaliza con
PSA-NCAM en ambas capas del cerebelo de E20. Barras de escala: 50 pm.
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(Figs.18A y 18C). En el resto de la ZSV la expresion de la enzima es mucho menor (Fig.18A). Por otro
lado, la expresion de PSA-NCAM es baja comparada con edades mas avanzadas, aunque se pueden
observar varias células inmunopositivas para la molécula confirmando que se trata de la ZSV (Fig.18B).

En P4, el marcaje para la 3a-HSOR es mas definido. Se pueden observar células
inmunoreactivas para la enzima, distribuidas en toda la ZSV (Fig.18D). Estas células, también son PSA-
NCAM' (Figs.18F). En esta edad, se observa una alta expresion de PSA-NCAM en toda la estructura.

En P7, la gran mayoria de las células que conforman la ZSV son 3a-HSOR" (Fig.18G) y PSA-
NCAM" (Fig.18I).

En P12, se puede observar nuevamente una gran cantidad de células altamente inmunopositivas
para la enzima, que se localizan en la region de la ZSV mas adyacente al ventriculo. Sin embargo, el
marcaje de estas células es mas difuso que en P7 (Fig.19A). Estas células, al igual que en P1, son
inmunonegativas para PSA-NCAM, sin embargo en esta region se pudieron observar algunas cadenas
celulares que expresan PSA-NCAM (Fig.19B). El resto de las células que conforman la ZSV, también
presentan una alta expresion de la 30-HSOR y ademas son inmunopositivas para PSA-NCAM (Figs.19A
y 19C).

Tanto en P15 como en P21, se pudo observar una disminucion de la expresion de la 30-HSOR en
la ZSV. Ademas el marcaje para la enzima se observa bastante difuso (Figs.19D y 19G). Por otro lado,
se observa nuevamente una alta inmunoreactividad para PSA-NCAM en esta region (Figs. 19E y 19H).

Es importante mencionar que se encontrd, en varias de las edades postnatales estudiadas, una
gran cantidad de endotelios vasculares inmunopositivos para la 30-HSOR asociados a la ZSV. Se puede
observar un ligero marcaje para la enzima en algunos vasos de la ZSV de P4 y P7 (Figs.18D y 18G). Sin
embargo, la expresion de la 30-HSOR aumenta significativamente en los endotelios vasculares de la
ZSV en P12 y P15 (Figs.19A y 19D). En P21, la expresion de la enzima aunque sigue elevada, empieza

a disminuir. Como era de esperar, las células endoteliales no son inmunoreactivas para PSA-NCAM.
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Figwa 18. Inmunofluorescencia para la 3u-HSOR (alexa 433) y PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagitales de cerebro ce rata en P1, B4 v F7 a nivel de la zona subventricular (Z5V) Las
fotografias fueron tornadas mediante microscopia confocal (A, D y G) Expresidn de la 3o-
HSOR en Pl, P4 v P7 respectivamente. La expresidn en Pl se observa difusa lueso a medida
que el desarrollo avanza la mtensidad del marcaje aumenta En P1, se observan un conjunto de
células altamente 30-HSOR' bordeando la pared del ventriculo lateral (VL) (flechaen &) En
F7, se distinguen claramente los sarmas celulares que expresan la enzina (5) Se ohservan
algunos endotelios vasculares mmunopositivos parala 3o-HSOR en P4 v P7 (flechas amanllas
en Dy en G) (B E y H) Expresion de PSA-NCAM en Pl, M y P7 respectivaments. Al
cortenzo el marcaje para PSA NCAM es bajo y difuso (B), a medida gque el desarrollo avanza
la intensidad del marcaje aumenta (Ey H) (C. Fy I) Las células de [a Z5V de P, B v P7 son
claramente 30-HSORYPSA-NCAMY En Pl, sm embargo, las células que bordean la pared
ventricular son PSA-NCAM (flecha en C, ver también B). Bamradeescaa: 50 wmn.
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Figura 19. Inrnunofluorescencia para la 30-HSOR {alexa 488) v PSA-NCAM (rodamina) en
cortes samtales de cersbro de rata en P12, P15y P21 anwvel de la zona subventricular (ZSV).
Las fowgrafias fueron tomadas mediante microscopia confocal (A D ¥y () Expresion de la
3o-HSOR en F12, P15y B21, respectivamente. El marcaje paralaenzimaesintensoen P12, 4
esta edad se observa un comyunto de células altamente 3-HSOR' ubicadas hana la pared
ventricular (flecha en &) En P15 v P21, la expresion de la 3o-HSOR en la Z5V ha
diermnuido considerablemente v se observa un marcare difuso. En las tres edades postatales
se observan vasos altamente mmunoreactivos para la enzimna dentro de la Z8V  (flechas
amarntllas en A& Dy G) En P15 v P21, el cuemo calloso (CC) y el estnado presentan células
3e-HEOR* aunque el marcae es muy byo v difuso (D y G) (B E y H) Ezpresiin de PS4
NCAM en P12, P15, P21 respechvamente. La expresion de esta molécula en la Z8V se
mantiene relatvaments alta durante este periodo postnatal La expresion de PSA-NCAM en
el CCy el estniado es masbaya (Ey H). (C. Fy I) La 30-HSOR colocaliza con PSA-NCAM
en la Z8V las iltmas semanas postnatales. En P12, las células 3e-HSOR* hacia la pared
ventricular noexpresan PS&-NCaAM (flechaen C, vertambién B). Barradeescala 50 um.
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b) Via de migracion rostral

En la VMR de P1, aunque se observo una alta expresion de la 3a-HSOR al igual que en la ZSV,
el marcaje para la enzima es bastante difuso. Sin embargo, se pudieron observar algunas células que
presentan una alta inmureactividad para la enzima (Fig.20A) asi como para PSA-NCAM (Fig.20B).

En P4, se observa un niamero considerable de células inmunopositivas para la 3a-HSOR en la
VMR (Fig.20D). Ademas, también se puede observar que estas células se encuentran formando cadenas
PSA-NCAM' (Figs.20E y 20F).

Por otra parte, en P7 se observa claramente una alta inmunoreactividad para la enzima en la
mayoria de las células que conforman la VMR (Fig.20G) y estas células expresan también PSA-NCAM
(Fig.201).

En P12, el resultado es similar, se observaron células inmunopositivas para la 3a-HSOR en toda
la extension de la VMR (Fig.21A), que también son PSA-NCAM" (Fig.21B).

Asi mismo, en P15 y P21 se observa inmunoreactividad para la 3a-HSOR en la VMR (Figs.21D
y 21G). Sin embargo, el marcaje es mas difuso, al igual que en la ZSV de estos estadios. Por otro lado, se
observa una clara expresion de PSA-NCAM (Figs.21E y 21H).

Al igual que en la ZSV, en la VMR se encontraron endotelios vasculares 3a-HSOR". En P1, P4
y P7 se pueden notar vasos ligeramente inmunoreactivos para la enzima que discurren junto a la VMR
(Figs.20A, 20D y 20G). En P12, P15 y P21 se observo un aumento significativo de la cantidad de
endotelios vasculares inmunopositivos para la 30-HSOR. En P12, es particularmente interesante
mencionar cdmo estos vasos que expresan la enzima se encuentra estrechamente relacionados con
progenitores PSA-NCAM" que conforman la VMR (Figs.21C y 36A). En P15, los vasos 30-HSOR" se
localizan en las zonas cercanas a la VMR asi como también en el interior de la misma (Fig.21D). En
P21, se encontraron igualmente vasos inmunopositivos para la 30-HSOR en el interior de la VMR

(Fig.21G).
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Figura 20. Inmunofluorescenicia para la 30-HSOR (alexa 438) y PSA-NCAM (rodamina) en
cortzs sagitales de cershro de rata en PI, P4 v P7 a nivel de la via de migracion rostral
(VME) Las fotgrafias fuemn tomadas mediante microscopia conforal A, D ¥ G)
Expresion de la 30-HSOR en Pl, B v F7 respectvaments. Al 1gual que en la Z5V, en la
VMR, la expresiin de la enzima gumenta conforme avanza la primera sermana postnatal.
Tarnbi#n se observan vasos 3o-HSOR* asociados a la VMR iflechas en & y G). Natese, la
alta densidad de células que conforman la VMR, sobretodo en P7 (G) (B, E v H) Expresion
de PSA-NCAWM en P, P4 v P/ respectivanente. Se abservauna expresien constderable de
PSA-NCAM en la VMR en las distintas edades. Estas células PSA-NCAM* forma cadenas
de neurohlastos rmigratorios en la VMR (C. Fy I) Las células de la VMR durante la pnimera
semana postnatal son 3o-HSORYPSA-NCAM* Barrade escala 50 wm,
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Figwra 21, Inmunofluorescencia para la 30-HSOR (alexza 438) v PSA-NCAM (rodamma) en
cortes sagitales de cerebro de rataen P12, P15 v FZ1 a mvel de la via de rugracion rostral
(VMR) Las fotografias fueron tomadas mediante microscopia confocal. (A. D y G} Exaresion
de 13 30-HSOR en P12, P15 y F21 respectivamentz. En la VMR el marcaje para la enzima
dismiruye en las ultirnas etapas del desarmlla. En P15 v P21 ce ohserva un marcaje difasa 4l
1gual que en la Z5V, e la VMR también se observan vasos altanente mumunopositvos para la
Jo-HSOR (flechas en & Dy G) (B, E y H) Expresiin de PSA-NCAM en P12, P15y F21
respectivarments. Las cadenas celulares de la VMR, son fuertcmente PSA-NCAM.  Nétese, que
al 1gual que la 25V, la VMR ha reducido su tamaio considerablemens® durante el desarrallo
{comparar con fig 21 y verfigs 19 v 20). El estnado también expresa la molécula, sin embargo
el marcaje es mashao (E v H). Las fibras del cuempo callose (CC) en P15 san claramente PSA-
NCaM* (E) perm para F21 el marcaje ha disminmuda considerahlemente (H) (C. Fy I) La3e-
HSOR colocaliza con PSA-NCAM en la VMR v en el estriado en la uituna semana postatal.
Lasprolongaciones de los progenitores ce la VMR de P12 se encuentran en estrecha relac:on con
¢l vaso 30-HSOR * (flechaen C). Barras decscala 50 pm.
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¢) Bulbo olfatorio

En P1, las células mitrales del BO, son claramente inmunopositivas para la 30-HSOR. En la capa
granular, el marcaje para la 3a-HSOR es mas difuso (Fig.22A). Por otro lado, las células mitrales
también expresan altamente PSA-NCAM. El resto de las células que constituyen el BO son igualmente
inmunopositivas para PSA-NCAM (Fig.22C).

En el resto de las edades postnatales, las células mitrales forman una capa considerable de
células altamente inmunoreactivas para la 3a-HSOR (Figs.22 y 23). Aunque en las ultimas etapas del
desarrollo esta capa se ha reducido un poco sus células siguen expresando la enzima. Por otra parte, se
encontro que estas células también expresan PSA-NCAM (Figs.22 y 23).

En la capa granular y en la capa glomerular, en todas las edades, se observd también una alta
inmunoreactividad para la 30-HSOR y para PSA-NCAM (Figs.22 y 23). Sin embargo, a partir de P12 el
marcaje para la 3a-HSOR disminuye considerablemente (Fig.23). La expresion de PSA-NCAM en estas
células no varia significativamente durante el desarrollo postnatal.

Adicionalmente, es interesante mencionar que de nuevo se encontré6 un cierto nimero de
endotelios vasculares 3a-HSOR" distribuidos en todo el BO (Figs.23D y 23G).

d) Extension caudal de la zona subventricular

En términos generales se pudo observar que en las edades postnatales tempranas la extension
caudal de la ZSV (ECZSV), que reviste el ventriculo lateral y que se extiende hasta el hipocampo, estd
conformada por una capa considerable de células altamente inmunoreactivas para la 30-HSOR. De esta
capa celular, se forman cadenas radiales de células 30-HSOR" que entran en el cuerpo calloso. Por otro
lado, se puede observar que estas células son inmunonegativas para PSA-NCAM. Sin embargo, existen
ciertas variaciones de la expresion de la enzima y de PSA-NCAM en los diferentes estadios.

En P1, esta capa de células 3a-HSOR" esta conformada por una gran cantidad de células que

forman un nimero considerable de cadenas celulares que penetran en el cuerpo calloso (CC) (Fig.24A).
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Figwa 22, Inmunofluorescencia para la 3o-HSOR (alexa 488) v PSA-NCAM (rodarina) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P1 v F7 a nivel del bulbo olfatonio (BO). Las
fotografias fueron tomadas mediante microscopia confocal (A. Dy G) Expresion de la 3o-
HSOR en P1, P4 y P7 respectvamente Se observa una expresion clara de la 3p-HSOR en el
BO en la primera semana postatal. En P1, se observaun marcae alto pero difuso en la capade
células matrales (CMT). En P4, esta capa estd conformada por una gran cantdad de células 3o-
HSOR*, el grosor de la capa dismimuye un poco er. P7. La expresiin de la enzimaen lacapa
glomenlar (CGL) es significativa en B v P7 En Pl, el marcaje parala 3e-HSOR en lacapa
gramular (C3) es difiusa, pero luegn aumenta en B (B. F y H) Expresion de PS&-NCAM en
P1, P4 v P7 respectivamente. En general, se observz una alta expresion de la molécula en todas
las células del BO durante este periodo postmatal (O, Fy I) Las células del BO en la primera
semanapostnatal son 3u-HEORY PSA-NCANM* Barras deescda 50 um.
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Figura 23, Inrnunoflucrescencia para la 30-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P12, P15 v P21 anivel del bulbo olfatorio (BO). Las
fotografias fueron tomadas mediante microscopia confocal, excepto las de P15 que fueron
tomadas con un ruucroscopia de epithuorescencia (A, D y G) Expresion de la 3o-HSOR en
P12, PIS ¥ P21 respectivamente. Durmte esta etapa posmatal la expresion de la enzima se
mantiene similar en todas las edades en las células ritrales (CMT). Lo mismo ocurre en la
capa granular (CG). En P21, en esta capa dismunuye an poco el marcaje. En P1S v P21 se
observan zlgunos capilares que expresan la enzina flechas en P15 y PZ21). (B E y H)
Expresion de PSA-NCAM en P12, P15 y P21, El marcae para PSA-NCAM se mantiene
sirnilar en =l BO de todas las edades, pero ha dismmudo un poco comparado con la primera
semana postnatal (comparar con fig 23) (C. Fy I) Durante este periodo del desarrollo la 3e-
HEOR colocaliza con PEA MNCAM en las células del BO. Barras de escala: 50 pn. Anmento:
D-F 20z
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Ficura 24 Inmunofluorescencia para la 3¢-HSOR (alexa 483) v PSA-NCAM (rodaminz) en
cortes sagtales de cerebro de rataen P1, B v P7 amvel de la extension caudal de la zona
subwentricular (ECZ5V) Las foto grafias fusron tomadas mediants microscopia confocal (AL Dy
G ) Expresion de la 30-HEOR en P1, M v F7 respectivamente. Las células que conforman la
ECZSV son 30-HSOR* De esta regiin se observan cadenas celulares también 3o-HSOR? que se
adentran en el cuerpo calloso (CC) Tanto el grosor de la ECZ3V, como 1z cantidad de cadenas
celulares  que surgen de esta disminuye confonme avanza e desarollo. En P7, se observan
cadenas celulares longitudmales 30-HSOR* cercanas al CC (flecha en G). El plexo coroideo
(PzC) presentaun marcaje parbculanments intenso parala enzima (Dy G) (B E ¥y Hy Exprasidn
de PSA-NCAM en Pl, P4, v P7 respectivaments. La expresidn de PSA-NCAM en las fibras
del CC disminuye un poco conforme avanza el decarrollo. La ECZEV es inmunonegativa para
esta molécula (C. Fy I) Las células de la ECZSV son 30-ESOR* PSA-NCAM En P7, las
cadenaslongitudinales son 3o-HSORYPSA-NCAM? (flechas en I v H). Barrasde escala 50 um
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Por otra parte, el CC estd constituido por una alta densidad de fibras altamente inmunopositivas para
PSA-NCAM (Fig.24B).

En P4, la ECZSV esta conformada por un menor niimero de células. Estas son 3a-HSOR"
aunque el marcaje es mas difuso que en P1. Sin embargo, se siguen observando claramente las cadenas
de células inmunopositivas para la enzima que surgen de esta capa y que penetran en el CC (Fig.24D).
Las fibras del CC a esta edad siguen presentando una alta inmunoreactividad para PSA-NCAM
(Fig.24E).

En P7, se observd que en la ECZSV la expresion de la 30-HSOR disminuye y el marcaje es
mucho mas difuso. Sin embargo, se pudo observar claramente en esta zona un conjunto de células
inmunoreactivas para la 3a-HSOR conformando cadenas longitudinales que estan en contacto con el CC
(Fig.24G). Estas células son ademas PSA-NCAM" (Fig.24I). También, se pueden observar varias células
30-HSOR" que surgen de la ECZSV y penetran en el CC, cuyas fibras expresan PSA-NCAM.

Adicionalmente, se puede observar en P4 y P7 una intensa inmunoreactividad para la enzima en
el plexo coroideo (Figs.24D y 24G).

En P12, se puede observar una capa mas delgada de células inmunopositivas para la 30-HSOR
en la ECZSV. En esta edad, también se pueden observar varias cadenas celulares 3a-HSOR" que surgen
de la ECZSV y entran en el CC (Fig.25A). Ademas, se observa una expresion considerable de PSA-
NCAM en las fibras del CC (Fig.25B).

En P15 y P21, practicamente no se encontrd inumoreactividad para la 3a-HSOR en la EZSV, y
la capa de células que conforman esta region se ha reducido significativamente. De igual forma, se
encontraron algunas células con una baja expresion de la enzima en el CC (Figs.25D y 25G).

Por otro lado, en P15 el CC es altamente inmunoreactivo para PSA-NCAM (Fig.25E). En P21,
la expresion de esta molécula en el CC disminuye. Cabe destacar, que en P21, también se observd un
conjunto de fibras PSA-NCAM" en el cingulo (Fig.25H). En esta regién ademas se observan algunas

células de gran tamafio que expresan la 3a-HSOR (Fig.251).
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Figwra 25 Inmunofluorescencia parala 3x-HSOR (alexa433) v PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagitales de cerebm de rata en P12, P15y P21 a mivel de la extension candal (ECZEV)
Las fctografias fusron tomadas mediante microscopia confocal. (A, Dy G) Expresion de la
Jo-HSOR en P12, P14 y P21 respectivaments. La ECZSV se reduce considerablemente
durante la ultma semana postnatal. En P12, aun e observa una alta expresidn de la enzima
prancivalmente en las células mas cercanas a la pared ventricular (&) En el cuerpo calloso
(CC) de P15 v F21, se observan pequenias células atsladas 3o-HSOR*. En el cingulo de P21,
se observan célulzs de gran tanafio también 3o-HSORY (Eecha en G). (B. E y H) Expresion
de PSA-NCAM en P12, P15 v P21 respectivamente. La expresion de esta molécula en las
fibras del CC disminuye significativamente en FZ1. La expresion de PSA-NCAM en el
cingulo tambifn es baja (C. Fy I) Las células del CC v del cingulo son 3o-HSOR*/ PSA-
NCAM- Barras de escala 50 um
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¢) Giro dentado del hipocampo

En P1, se pudo observar claramente una gran cantidad de células fuertemente marcadas con el
anticuerpo anti-3a-HSOR en el polo dentado (Fig.26A). A esta edad el GD no se encuentra aun bien
estructurado. Por su parte, la expresion de PSA-NCAM es baja y difusa en toda la estructura (Fig.26B).

En P4, P7 y en P12 el marcaje para la 3a-HSOR es muy similar. El GD se encuentra mejor
estructurado y estd conformado por un gran nimero de células altamente 30-HSOR'. Las células del
hilus (H) también expresan la enzima (Figs.26 y 27). Tanto las células granulares como las células del
hilus son altamente inmunopositivas para PSA-NCAM. Sin embargo, en P1 el marcaje para esta
molécula es un poco menor que en P7 y P12 (Figs.26 y 27) Ademas, se puede observar claramente que
esta molécula se expresa a nivel de la membrana plasmatica y en las prolongaciones de estas células
(Fig.26 y 27).

En P15, el GD presenta un marcaje claro aunque un poco mdas difuso para la 3a-HSOR
(Fig.27D). Adicionalmente, también se encontrd una alta expresion de PSA-NCAM en esta region. En el
hilus, se observan muy pocas células 30-HSOR" pero se siguen observando fibras inmunopositivas para
PSA-NCAM (Fig.27F).

Cabe destacar aqui que a lo largo del desarrollo postnatal, desde P1 hasta P15 no se pudo
observar con claridad la ZSG, normalmente ubicada en la parte interna del GD, posiblemente por la alta
inmunoreactividad que existe para PSA-NCAM en todo el GD de estos estadios.

Por otra parte, en P21, se observd una disminucion de la 3a-HSOR en el GD (Fig.27G). En
cuanto a PSA-NCAM, se observa una alta inmunoreactividad para la molécula en un gran ntimero de
fibras que atraviesan el GD y que se originan de la ZSG. En P21, ya se logra distinguir facilmente la
7ZSG se distingue facilmente en la cara interna del GD gracias al marcaje contra PSA-NCAM (Fig.271).

En P12, P15 y P21 se observa nuevamente una cantidad considerable de endotelios vasculares
altamente inmunopositivos para la 3a-HSOR en el GD (Fig.27). Varios de estos vasos inmunoreactivos

se encuentran en estrecha relacion con las fibras PSA-NCAM" que atraviesan el GD (Figs.27 y 36B).
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Figwra 26, Inmunofluorescencia para la 32-HSOR (alexa 488) y PSA-NCAM (rodamma) en
cortes sagtales de cerebro de rata en Pl, P4 v F7 anivel del hipocarapo. Las fotografias
fueron tomadas mediante microscopia confocal. (A Dy G) Expresion de la 3e-HSORen PI,
P4 v F7 respectivamente. La expresion de .a enzima es alta durante este periodo del dezarrollo
en las células del hipocampo. En P1, aun 1o se hz estructurado el giro dentado (CD) 4 esta
edad, se fcrmael polo dentado (PD) conformado por una alta densidad de células (4) En B,
yase distinguen el GD y el hulus (H) (D) (B. E y H) Expresion d= PSA-NCAM en Pl, M y
FP7 respectivamente. En P., el marcaje paa PSA-NCAM es relativamente bajo v difuso. En
P4 v F7 ce observa claramente la expresién de lamoléculaenel CDyenel H (C. Fy Iy La
30-HSOR colocaliza con PSA-NCAM en las células del GD v el H en los primeras estadios
postnatales Barrade esacala 50 pm
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Figura 27 Inmunofluorescencia para la 3u-HSOR (alexa 488) v PEA-NCAM (rodaming) en
cortes sagitales de cerebm de rata en P12, PIS y P21 a nivel del hipocampo. Las foto grafias
fiueron tomadas mediante microscopia confocal (A, Dy G) Expresion de la 3o-HSOR en P12,
P15y P21 respectivarnente El rarcaje para la enzuna en el airo dentado (GD)de P12y PLS es
alto pero disfuso. En P21, el marcaje es mas bajo. Lo mismo ocurre con la expresion de la 3o-
HSOR en las células del hilus {H) Notense, los endotelios vasculares 3o-HSOR* asociados a al
GD (flechas en &, Dy G). (B. E y H) Expresion de PSA-NCAM en P12, P15 y P21. PSA-
NCAM se expresa en el GD vy las fibras del H Ea P21, se distingue la zona subgranular (Z5G)

en el interior del GD. De esta zona proliferativa, surgen prolongaciones también PSA-NCAM*
que atraviesan el GD (H) (C. Fy I) La30-H30R colocalizacon PSA-NCAM en el GD hasta
F21 Barrasde escala 50 pm
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Ftructura Zv ZSV VMR | ECZSV | BO GD | VASOS
Edad Neoc. | EGL | Neoc. | EGL
E14 ++ | ++ | NA | +++ NA NA ++ NA NA
E17 + + + + NA NA +/- +/- +/-
E20 + + ++ + NA NA +++ +/- +/-
P1 NA + ++ +++ +/- ++ +/-
P4 NA ++ A 4= Snins A +/-
P7 NA S A A AHEE -+ +/-
P12 NA +++ ++ +/- +/- ++ ot
P15 NA + + _ +/- + Sy
P21 NA + + - +/- + T

Tabla 1. Expresion de la 3a-HSOR en las zonas neurogénicas durante el desarrollo embrionario y
postnatal. Notese, que la mayor expresion de la enzima en las zonas neurogénicas, en la etapa postnatal,
se encontrd en P4 y P7 (barras azules). La intensidad del marcaje esta indicada por: (+++), (++), (+), (+/-
) v (-). NA (no aplica) se utilizd para aquellas estructuras que han desaparecido o que no se han formado
en la edad que se esta considerando. Abreviaturas: via de migracion rostral (VMR), extension caudal de
la ZSV (ECZSV), bulbo olfatorio (BO), giro dentado (GD), neocorteza (Neoc.) y eminencia ganglionica
lateral (EGL).
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2. Expresion de la 3a-HSOR en las zonas no neurogénicas clasicas

En las zonas no neurogénicas clasicas, como la corteza y el cerebelo, también se encontrd una
expresion importante para la 3a-HSOR que varia en funcién del desarrollo postnatal (Tabla 2).

a) Corteza

En P1, se pudo observar un gran niimero de células 30-HSOR" distribuidas en toda la corteza.
En la capa I de la corteza, se observd un grupo de células facilmente distinguibles que expresan
altamente la enzima. En la PC el marcaje de la 3a-HSOR se observa tenue y difuso. En la SP, en cambio
se pudo observar claramente un conjunto de células de gran tamafio que son inmunopositivas para la 3a-
HSOR. Por otro lado, en la zona intermedia (ZI) también se encontraron células que expresan la enzima.
Como se mencion6 anteriormente el CC y la ECZSV presentan una cantidad considerable de células 3a-
HSOR" (Fig.28A).

En cuanto a la expresion de PSA-NCAM, a esta edad, se observa una alta expresion de la
molécula principalmente a nivel de las fibras del CC, la zona intermedia (ZI) y en fibras de la capa |
(Fig.28B).

En P4, a diferencia de P1, se observan claramente células 3a-HSOR " distribuidas en todas las
capas de la corteza. En las capas mas externas se encontrd un conjunto de células de gran tamafio que
expresa altamente la enzima. Por otra parte, en las capas internas se observan células mas pequefas que
igualmente son inmunoreactivas para la 3a-HSOR. En esta edad, aun se pueden observar células
inmunopositivas para la enzima en la SP, asi como también en la ZI. En el CC y la ECZSV se encontrd
también un cierto nimero de células 3a-HSOR" (Fig.29A).

PSA-NCAM se expresa intensamente en las fibras de la capa I y en el conjunto de fibras que
forman el CC. En el resto de la corteza, se observa una baja inmunoreactividad para esta molécula
(Fig.29B).

En P7, se observd nuevamente una gran cantidad de células altamente inmunopositivas para la

30-HSOR en la corteza. La capa I, ya completamente formada, presenta pocas células 3a-HSOR". Por
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PSA-NCAM

3a-HSOR/
PSA-NCAM

Figura 28. nmunofluorescencia
para la 3c-HSOR (alexa 488) y
PSA-NCAM (rodamina} en cories
sagitales de cercbrode raiaen P1 a
nivel de la corteza. Las fotografias
fueron tomadas mediante
microscopia confocal (A) La 3a-
HSOR se expresa filertemente en
las célnlas de la capa L. Aun no se
distmguen las capas de la corteza
en la placa cortical (PC) y el
marcaje para la enzima es difuso.
En la subplaca (SP) y en la zona
intermedia (ZI} se observan cflulas
30-HSOR'*. Noiese, la diferencia
morfologica de estas céhlas. (B)
PSA-NCAM sc expresa en la capa
I, en la SP y en las fibras de 1a ZI1
(C) La 3c-HSOR colocaliza con
PSANCAMenlaZM, 1aSP y la
Z1. En la PC las ctlulas son 3o-
HSORYPSA-NCAM-. Barras de
escala: 50 pm
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3a-HSOR

PSA-NCAM

3a-HSOR

Figura 20, Inmunoflunrescencia
para la 3o-HSOR (alexa 438) v
PSA-NCAM (rodamina) en caortzs
sagitales de cerebro derataen P4 a
nivel de la corteza. Las fotografias
fueron tornadas mediante
microscopia confocal. (A) La 3z
HEOR se exprzsa en las células
que conforman todas las capas de
la corteza En la placa cortical
(PC) se comienza a ohservar la
diferenciacién de  los  distintos
tipos celulares La subplaca (S5P)
se ha reducido zonsiderablemente.
Natese, los  diferentes  tamafing
celulares  en las distntas capazs.
{B) En genera la expresion de
PSA-NCAM es muy baya en la
corteza En la capa 1, el marcae
para lamolécula es mtenso al 1gual
que en el cuerpo calloso. (C') Lag
células de la capa [ son 32-
HSORMPSA-NCAM* Barras de

eecala 50 pm
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el resto de las capas se observa una gran cantidad de células de tamaiio variable que son inmunoreactivas
para la enzima. En la ZI, el CC y la ECZSV igualmente se observan células 3a-HSOR " (Fig.30A).

A esta edad, se observa una alta inmunoreactividad para PSA-NCAM en toda la corteza. Se
puede observar claramente la expresion de la molécula en las fibras presentes en las distintas capas de la
corteza, asi como también en las fibras de la ZI y del CC (Fig.30B).

En P12, la capa I de la corteza estd formada por pocas células que son 3a-HSOR". En la region
del cingulo y en el CC también se encontraron células que expresan la enzima. Sin embargo, en las otras
capas corticales se observa una cantidad considerable de cuerpos celulares altamente 30-HSOR™
(Fig.31A). Por otro lado, PSA-NCAM se expresa claramente en las fibras de la capa I, en las fibras
longitudinales del cingulo y en las fibras del CC. Igualmente, se observa inmunoreactividad para esta
molécula en las fibras de las células corticales (Fig.32B).

Es importante mencionar, que a esta edad, se encontré un numero considerable de vasos
sanguineos inmunopositivos para la 30-HSOR, distribuidos por toda la corteza. Por microscopia
confocal, pudimos establecer claramente que son las células endoteliales las que expresan la enzima y no
alguna otra estructura asociada a los vasos sanguineos (Fig.36C).

En P15 y en P21, se encontr6 una disminucion de la expresion de la 3a-HSOR en las células que
conforman las distintas capas corticales. Esto se observa igualmente, en el cingulo y el CC (Figs.33 y
32). Por otra parte, en ambas edades, se observa una baja expresion de PSA-NCAM en toda la corteza,
aunque se encontrd una mayor inmunoreactividad para la molécula en las fibras del cingulo y del CC
(Figs. 33 y 32).

Cabe destacar que en P15, se observo una gran cantidad de vasos 30-HSOR™ distribuidos por
toda la corteza. En P21, por el contrario, la expresion de la enzima en los endotelios vasculares

disminuye (Figs. 33 y 32).
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Figura 30. Inmunofluorescencia para
la 3e-HSOR (alexa 488) y 2S8A-
NCAM ({rodamina) en ccrtes sagtales
de cerebro de rata en P7 anwvel de la
corteza.  Las fotografias  fueron
tomadas  mediante  microscopia
confocal (A) En F7, va se han
forrmado todas las capas de la corteza
Tadas las células que conforman estas
capas son ataments 3o-HSOR*  Se
obgerva claramente las diferencias de
tamano celular en las distintas capas,
En la capa |, la cantidad de células se
ha reducido. (B) En todz la corteza ¢l
marcaje para PSA-NCAM es mtenso.
(C) Las células de la corteza en F7
son 3e-IIB0ORYPEA-NCAMY | Darras
de escala; 50 wm
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Figwa 31 Inmunofluorescencia para
la 3o-HSOR (alexa 482) v PSA-
NCAM (rodamina) en cortes sagitales
de cerebro de rata en P12 amuvel de la
corteza  Las  fotografias  fueron
tomadas  mediante  microscopia
confocal. (A) En todas las capas dc la
corteza se expresa altaments la 3o-
HSOR. Natese, que las capas se han
desarrolle  considerablements v se
ohserva una mayor separacidn entre
las células. Se o9servan también vasos
3o HSOR*. (B) La expresién de PSA
NCAM es considerable en la corteza
sin embargo es un poco mas baja que
en P7 (comparar con fig. 31). En la
capa | el marcye para la molécula
sigue stendo intenso. () La 3o-
H3OR colocaliza con PSA-NCAM en
las distintas capas cortcales Barras
de escala: 50 ura
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Ficura 32 Inmunofluorescencia
para la 3o-HSOR (alexa 483) v
FS4-NCADM (rodamina) en cores
sagitales de cerchm de rata en PLS
a nwel de la corteza  Las
fotogratias fueron tomacas
mediante microscopia confoecal
(A) En P15, Laexpresion dela 3o-
HSOR en lz cortezaha disrmnuido
considerablemente. Se  observan
un  gran  nomero de  vasos
sanzuineos fuertemente marcados
para la encma disinbuidos por
toda la cartzza. (B) La expresiin
de PSA-NCAM es bya en las
distintas capas de la corteza En el
cuerpa callaso (CC) la expresiin
de la molécula £s
sigmbicativaments alta () Zn
P15, la 3a-HSOR colocaliza con
PSA-NCAM enlacorteza Barras
de escala 50 pm
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Fiowra 33 Tnmunofluorescencia para
la 3e-HSOR (alexa 488) v P3A-
NMCAM rodamnma) en cortes sapitales
de cer=bm de rataen FZ1 anivel de la
corteza.  Las  fotografizs  fueron
tornadas  medinte  microscopia
confocal. (A) El marcaje para la 3o-
HSOR en la corteza de F21 es muy
similar al que se observa en P15 [ver
fig 33) A estaedad, no se distinguen
claramente los limies de cala capa
Por otro lado, la capa [ esth
conformada por pocas células. (B)
PEA-NCAM se expresa en  las
prolongaciones celulares de la corteza,
las  cuales  se  observan  bien
desarralladas En la zapalce ohservan
fihras PSA&-NCAM* paralelas =z la
superficie, (C') La 3a-HZOR coloca-
lizacon PSA-NCAM en la corteza de
P21 Barras e escala 50 pm
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b) Cerebelo

En P1, se puedo observar una gran cantidad de cuerpos celulares inmunoreactivos para la 3a-
HSOR distribuidos en la capa granular interna y en la capa granular externa. En este periodo del
desarrollo no se pudo distinguir claramente las células de Purkinje (Fig.34A). Por otro lado, en ambas
capas, principalmente en la capa granular externa se observo un gran nimero de prolongaciones celulares
que expresan PSA-NCAM (Fig.34B).

En P4, se observan claramente células altamente 3a-HSOR' en la capa granular interna y
también se pueden distinguir varias células de Purkinje que expresan la enzima. En la capa granular
externa practicamente no se observa inmunoreactividad para la 3a-HSOR (Fig.34D). En cuanto a PSA-
NCAM, esta molécula se expresa altamente en fibras de la capa granular interna y en algunas
prolongaciones adyacentes a la capa de células de Purkinje (Fig.34E).

En P7, se observan células de Purkinje 3a-HSOR" que ya se encuentran dispuestas en una sola
capa de células. También en la capa granular interna, se encontraron células inmunopositivas para la
enzima, aunque presentaron un marcaje relativamente difuso. Una vez mas, en la capa granular externa
no se observa inmunoreactividad para el anticuerpo anti-3a-HSOR (Fig.34G). Por otra parte, se encontro
una alta inmunoreactividad para PSA-NCAM en la capa granular interna y en la capa molecular
(Fig.34H).

En P12, nuevamente, se observa una alta inmunoreactividad para la enzima en las células de
Purkinje. También se encontr6 una expresion considerable de la 3a-HSOR en la capa granular interna y
en algunos cuerpos celulares en la capa molecular (Fig.35A). Por otro lado, se observaron células PSA-
NCAM" en la capa granular interna y en las células de Purkinje. En la capa molecular, se encontrd una
gran cantidad de prolongaciones que también expresan PSA-NCAM (Fig.35B).

En P15 y en P21, las células de Purkinje presentan un tamafio considerable y expresan
claramente la 30-HSOR. Las células de la capa granular interna también expresan la enzima, sin

embargo en P15 el marcaje se vuelve mas difuso. En la capa molecular, la inmunoreactividad para la
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Ficwa 3. Inmunoflunrescencia para la 3u-HSOR. {alexa 433) v PSA-NCAM (mdamina) en
cortes sagitales de cerebro de rata en P1, P4 v P7 anwel del cerebelo Las fotografias fueron
tomadzas utilizando un microscopo de epifluorescencta Para P4 se utilizéd muicroscopia
confocal. (A. D ¥y &) Expresion de la 30-HSOR en Pl, P4 v P7 respectivamente. En Pl, el
marcaje para la enzima s un poco difuso v se pueden dishnguir la capa granular externa
(CGe) v la capa granular interna (CGi1). La CGe esta confommada poruna  alta densidad de
células En H, lac células de la CG1 v las células de Pudainge (CP) recién formadas, son
claramente 3o-HSOR?®, aunque en las CP el marcae es mas difuso. En P7, la capa de CP
comienza a estucturarse claramente 4 esta edad la expresion de la 3o-HSOR en laCGey en
la CGi1 se observa difuza v ha disminuido considerablemente. (B. E y H) Expresion de PSA-
NCA&M en P1, P4 v P7 respectvaments. Se observa una alta expresion de PSA-NCAM en la
CGeyen la CGt de Pl. A partir de P4, la expresion de esta molécula desaparece en la CGe,
pem semantiene alta en la CGren las CP (. Fy I) La 32-HSOR colacahza con PSA-
NCAM en la CGe, la CG1y las CF durante la primera semana postnatal. Barras de esczlar 50
pm. sumentos A-C y G-120x
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3a-HSOR - PSA-NCAM 0w 3a-HSOR F PSA-NCAM

CP
CcP
CcP

3a-HSOR PSA-NCAM 3a-HSOR / PSA-NCAM

CGi

\

PSA-NCAM ; 3a-HSOR " PSA.NCAM

Figwa 35 Inmunofluorescencia para la 3o-HSOR (alexa 488) v PSA-NCAM (rodamina) en
cortes sagitales de cerebm de rata en P12, P15 y P21 anivel del cerebelo. Las Jotografias fueron
tomadas mediante micmscapia confocal, excepta para P15 en donde seutihzd wn micmscopio de
epifluorescencia (A. D y G). Expresion de la 30-HSOR en P12, P15 v F21 respectivamente. La
expresion de la 3u-HSOR  en la capa molecular (CM) vy en la capa gramular interna (CGi)
disminuye confonme avanza el desarmllo. Las células de Furkinje (CP) expresan 1gualmente la
enzima y para esta etapa del desarrollo posmatal ya la capa de CR se ha estucturado
completamente La CGe, se ha reducido sigificabivaments La expresion de a enzima en esta
capaesmuy difusa En P15 y en F21, se observan endotelios vasculares 3a-HSOR* (flechasen D
vy G) (B. Ey H)Exzpresion de PSA-NCAM en P12, P15, F21. La expresion de PSA-NCAMen la
CG1y en las CP disminuye considerablemente durante esta etapa del desarrollo. En la CM, la
expresion de la molécula es relatvarnents alta hasta P21, En esta iltima edad, se observan
prolongaciones PSA-NCAM* en la CG1y entre lacapa de CPy la CM (flechasen H). (C.Fy I)
Las células del cerebelo durante este periodo postnatal son 3o-HSORYPSA-NCAM® | Barras de

gscala 50 pm. Aumentos D-F 10x
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30-HSOR es baja, en ambas edades (Figs.35D y 35G). En P15, se observa un ligero marcaje para la
enzima en la capa granular externa, la cual se ha reducido considerablemente en tamafio (Fig.35D). Por
otro lado, en P15, se observan fibras PSA-NCAM" en la capa granular interna y en la capa molecular
(Fig.35E). En P21, la expresion de la molécula es muy baja, se observan sélo algunas prolongaciones en
la parte mas interna de la capa granular interna y en el limite de la capa molecular con la capa de células
de Purkinje (Fig.35H).

En el cerebelo de ambas edades, se encontraron una vez mas endotelios vasculares 3a-HSOR™
distribuidos por toda la estructura (Figs.34 y 35).

¢) Otras estructuras

La 3a-HSOR también se expresa considerablemente en otras estructuras durante el desarrollo
postnatal, como por ejemplo, en el estriado, el BO accesorio, la fimbria del hipocampo y en algunas
regiones del mesencéfalo. El marcaje de la enzima en estas estructuras es muy variado. En la fimbria y
en el estriado se encontraron células claramente 3a-HSOR", por el contrario en el BO accesorio y en el
mesencéfalo el marcaje es un poco mas difuso. Por otra parte, PSA-NCAM se expresa principalmente en
las fibras de la fimbria y el estriado, asi como también en algunas prolongaciones celulares en el BO

accesorio.
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Figura 36. Inmmofhiorescencia para la 30-HSOR (alexa 488} y PSA-NCAM (rodamina)
en corfes sagitales de cerebro de rata mostrando vasos sanguineos. Las fotografias fucron
tomadas mediante microscopia confocal. (A) Via de migracion rostral de P12. Se observan
progenitores PSA-NCAM' en estrecha relacion con el endotelio vascular (flecha). Las
cthulas del endotelio expresan altamenite 1a 30-HSOR. (B) Giro dentado del hipocampo de
P21. Se observan prolongaciones celulares PSA-NCAM' en el GI) en estrecha relacion con
vasos 3a-HSOR* (flecha). (C) Corteza de P12. La3a-HSOR sec expresa claramente en las
cthulas endoteliales de los vasos sanguineos (flecha). Barras de escala: 20 pm.
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Estructura

Corteza Cerebelo
Edad

*E14 ++ NA
*E17 +/- NA
*E20 +/- +

P1 +/- +/-

P4 ++ ++

P7 s A5
P12 +++ ++
P15 ++ +/-
P21 + +/-

Tabla 2. Expresion de la 30-HSOR en las
zonas no neurogénicas clasicas durante el
desarrollo embrionario y postnatal. (¥) En las
edades embrionarias la expresion de la 3a-
HSOR en la corteza incluye la zona marginal
(o preplaca en El14), la placa cortical, la
subplaca y la zona intermedia. Nétese, que la
mayor expresion de la enzima en la corteza y el
cerebelo postnatal, se encontré en P7 y P12
(barras azules). La intensidad del marcaje esta
indicada por: (+++), (++), (+), (+/-) y (-). NA:
no aplica.
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DISCUSION

I. ESTUDIO NEUROANATOMICO DEL CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO

Con el estudio neuroanatémico del cerebro de rata realizado durante los periodos embrionario y
postnatal, pudimos comprender mejor los diferentes cambios morfologicos e histoldgicos que ocurren a
medida que avanza el proceso de desarrollo.

Los grandes cambios morfologicos se llevan a cabo durante el desarrollo embrionario, donde
también ocurre la mayor produccion de nuevas neuronas a partir de las zonas neurogénicas que se
desarrollan en la neocorteza y en las EG. En este caso, el marcaje con hematoxilina resulté 1til para
identificar las regiones neurogénicas en general, ya que éstas se caracterizan por una alta densidad de
células de pequeiio tamafio que se observan de color violeta intenso producto del marcaje de los nucleos.
Con este estudio general, se pudo tener una visiéon de conjunto de como se van estructurando las zonas
neurogénicas y como con el tiempo se restringen a sitios histologicamente definidos, formando asi lo que
se conoce como nichos neurogénicos.

Por otro lado, la tincién con hematoxilina y eosina permiti6 identificar algunas capas transitorias
de la neocorteza, durante la tltima etapa embrionaria y las primeras etapas postnatales, y que luego
desaparecen, como lo son la ZV, la ZI, la SP y la ZM. Esto resultdé de gran utilidad para ubicar con

mayor facilidad las células que expresaron la 3a-HSOR en estas regiones del telencéfalo en desarrollo.

IL. EXPRESION DE LA 3a-HSOR DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

1. Analisis general de la expresion de la 30-HSOR durante el desarrollo embrionario

La 30-HSOR se expresa altamente y de manera muy amplia en todo el telencéfalo embrionario.
Sin embargo, la expresion de la enzima disminuye considerablemente en algunas estructuras a medida

que avanza el desarrollo, tal es el caso de la ZV de la neocorteza y de la EGL. En otras estructuras por el
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contrario, el marcaje para la enzima aumenta considerablemente durante el desarrollo embrionario, esto
se observa en la ZSV, en los BO, en la PC y en el hipocampo. En términos generales la 30-HSOR se
expresa en el cerebro de rata durante el desarrollo embrionario siguiendo un patréon espacio-temporal
definido lo que sugiere que la 30,50-THP puede participar en el control de la biologia de las CMN y de
los PN y por lo tanto participar en el proceso de desarrollo.

En la actualidad, se conoce poco acerca de los posibles efectos de la 3a,5a-THP sobre la
neurogénesis embrionaria. Sin embargo, existen algunas evidencias que indican la presencia del NE en el
cerebro durante el desarrollo embrionario e incluso ciertos trabajos muestran algunos efectos sobre la
biologia de las CMN y/o de los PN.

Con respecto a la presencia de la 3a,50-THP en el cerebro embrionario, ésta pudo ser
determinada en el cerebro de rata desde edades tempranas del desarrollo (Pomata y col., 2000). Por otra
parte, Lauber y colaboradores en 1996, mediante hibridacion irn situ determinaron la distribucion de la
Sa-reductasa en el cerebro de rata durante el desarrollo embrionario y postnatal. Encontraron, que en
etapas embrionarias tempranas el ARNm para esta enzima se encuentra distribuido ampliamente en todo
el sistema nervioso. Entre E14 y E16, encontraron una alta expresion del ARNm de la Sa-reductasa en
las zonas proliferativas que rodean al ventriculo, tanto a nivel del neuroepitelio cortical como de las EG.
En los ultimos dias del desarrollo embrionario, entre E18 y E20, la expresion de este ARNm disminuyo
y se encontrdé mas difusa, observandose un mayor marcaje en la ZV y en la PC de la neocorteza. Estos
resultados, en conjunto con los obtenidos en este trabajo para la 3a-HSOR, muestran una coexpresion
regional de ambas enzimas durante el desarrollo embrionario y ademas, sugieren que desde edades muy
tempranas del desarrollo se pueden producir en las zonas neurogénicas del telencéfalo, metabolitos de la
PROG como la 5a-DHP y la 3a,50-THP. Es interesante mencionar que en la mayoria de los tejidos
esteroidogénicos se requiere de la accion concertada de la Sa-reductasa y de la 3a-HSOR para la sintesis

de la 30,50-THP.
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La actividad de estas enzimas se pudo demostrar en cultivos de CMN y PN, aislados de EG de
cerebro de raton de 14 dias de gestacion (equivalente a E16 en rata) (Melcangi y col., 1996). En estos
cultivos la actividad de estas enzimas parece variar segliin el estadio de maduracion de las células y en
efecto, se observd que las cantidades de 50-DHP y de 30,50-THP producidas eran altas en las células
indiferenciadas.

Con respecto a los efectos que puede ejercer la 30,50-THP, se mostr6 que en células en cultivo,
aisladas de hipocampo de rata de E18, la 3a,50-THP ejerce un efecto sobre la morfologia de las
prolongaciones celulares (Brinton, 1994). En presencia del NE, los axones y dendritas se retraen
significativamente y en este efecto participa la activacion de receptores GABA,. De esta manera, la
3a,50-THP pudiese contribuir al desarrollo de los circuitos neuronales durante la etapa embrionaria
(Brinton, 1994), aunque esto debe demostrarse con otros trabajos experimentales debido a que esta
observacion fue realizada unicamente in vitro en células en cultivo.

Por otro lado, se ha demostrado que la 3a,50-THP ejerce un efecto sobre la proliferacion de PN
aislados de cerebro de embriones de rata, favoreciendo la expresion de genes que regulan el ciclo
celular. Este efecto es ejercido mediante la activacion de receptores GABA, y la activacion de canales
de calcio voltaje-dependientes (Wang y col., 2005).

El conjunto de estos resultados y los obtenidos en el presente trabajo, en donde se observa una
amplia expresion de la 30-HSOR en el cerebro de rata durante el desarrollo embrionario siguiendo
ademas un patron espacio-temporal definido, sugiere que la 3a,50-THP puede participar en el control de

la biologia de las CMN y de los PN.
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2. Inferencias funcionales de la expresion de la 30-HSOR durante el desarrollo

embrionario

El anélisis un poco mas detallado del patrén espacio-temporal de la expresion de la 3a-HSOR
durante el desarrollo embrionario nos permite realizar algunas inferencias sobre los posibles efectos de la
3a,50-THP.

Como se menciono anteriormente, en el telencéfalo, y en otras regiones del sistema nervioso
embrionario, existen diversas zonas neurogénicas a partir de las cuales se producen todos los tipos
celulares (neuronas y células gliales) que constituyen el parénquima nervioso adulto (ver introduccion).
En el telencéfalo, estas zonas neurogénicas son la ZV y la ZSV de la neocorteza y de las EG. En un
primer tiempo, las CMN proliferan activamente para aumentar el nimero de éstas. Luego, los PN
producidos a partir de las CMN, deben migrar a través de diferentes rutas hasta sus lugares de destino
donde se diferencian. La migracion de estos PN puede llevarse a cabo mediante un proceso de migracion
radial, utilizando la glia radial, y/o un proceso de migracién tangencial. Una vez que llegan a su destino,
las células deben posicionarse en su lugar correspondiente y diferenciarse, de modo que se va formando
la citoarquitectura del sistema nervioso (ver introduccion).

a) Posible efecto de 1a 30,50-THP sobre la proliferacion celular

Uno de los primeros eventos consiste en la proliferacion de las CMN con lo cual aumenta el
tamafio de la ZV y de la ZSV. En la EGL la ZSV se puede distinguir desde E14. En cambio, en la
neocorteza comienza a aparecer solo un poco antes de E17, y a medida que avanza el desarrollo aumenta
considerablemente de tamaio al tiempo que la ZV desaparece (Haydar y col., 2000).

En el presente trabajo, tnicamente con la coloraciéon de hematoxilina y eosina, no se pudo
distinguir la ZSV en la EGL (ver Fig.4B), ya que la coloracion violeta que se observa producto del
marcaje de los nucleos, es uniforme en toda la estructura. En este caso, el anticuerpo anti-PSA-NCAM
result6é de gran utilidad, ya que permitié distinguir la ZSV de la ZV, tanto en la neocorteza como en la

EGL. Durante las etapas tempranas del desarrollo, la expresion de esta molécula es muy baja o casi nula
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en las células de la ZV, pero se expresa altamente en las células de la ZM y de la ZSV (Seki y Arai,
1991).

La ZV es la capa germinal primaria, cuyas células tienen una gran capacidad de proliferar y de
autorrenovarse (Noctor y col., 2008). Al comienzo del desarrollo las células se dividen de manera
simétrica, de modo que se incrementa el nimero de CMN en la ZV. Poco después se dividen
asimétricamente, dando origen a PN (Noctor y col., 2008). A partir de éstos, se estructura la ZSV la cual
aparece como la capa germinal secundaria y cuyos progenitores mantienen principalmente
divisiones simétricas (Noctor y col., 2008).

La mayor inmunoreactividad para la 3a-HSOR en la ZV se encontré en E14, tanto a nivel de la
neocorteza como a nivel de la EGL. En esta etapa, las CMN aun mantienen una division celular simétrica
(Noctor y col., 2008). La expresion mds baja de la enzima, se encontré en las ultimas etapas de la
gestacion (E17 y E20), donde las CM, llevan a cabo principalmente divisiones celulares asimétricas
(Noctor y col., 2008). A diferencia de lo encontrado en la ZV, la expresion de la 3a-HSOR en la ZSV
aumenta durante el desarrollo embrionario. La expresion de la 3a-HSOR en estas capas germinales
sugiere que la 30,50-THP pudiese desempefiar alguna funcidon relacionada con el control de la
proliferacion celular.

A favor de este posible efecto de la 30,5a-THP sobre la proliferacion celular, existen una serie de
evidencias que demuestran que el GABA, via receptores GABA,, es capaz de modular la proliferacion de
las CMN y de los PN de las zonas neurogénicas en las etapas embrionarias. En efecto, Haydar y
colaboradores en el 2000, mostraron que el GABA incrementa la proliferacion de las células de la ZV en
los primeros estadios embrionarios, utilizando un modelo de rebanadas de cerebro in vitro. Los resultados
que obtuvieron indican que el GABA reduce el tiempo del ciclo celular de las CMN de la ZV, obteniendo
asi un mayor numero de divisiones celulares por unidad de tiempo. Ademas, el GABA era capaz de
ejercer su efecto via receptores GABA,. En este mismo trabajo, se mostré que el GABA también inhibia

la produccion de células postmitéticas, es decir, las nuevas células generadas a partir de las CMN, que
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migran hasta tomar su posicion final en la PC. Los investigadores concluyeron, que el GABA podia
entonces mantener a las células de la ZV proliferando, evitando su salida del ciclo celular y, por el
contrario, en la ZSV, el GABA disminuiria la proliferacion celular. Este mismo grupo de investigadores
determino también, en condiciones in vivo, que el GABA se produce en la neocorteza embrionaria y que
su expresion disminuye en las zonas neurogénicas a medida que el desarrollo avanza. Por lo que proponen
entonces que, a medida que la sintesis del GABA disminuye se va liberando la inhibiciéon que éste ejerce
sobre la proliferacion de la ZSV, lo que permite aumentar el tamafio de esta zona
neurogénica (Haydar y col., 2000). Al ser el receptor GABA, el unico receptor blanco de la 3a,5a-THP
descrito hasta el momento, esto abre la posibilidad de que la 3a,50-THP module también la proliferacion
de estas células.
b) Posibles efectos de la 3a,50-THP sobre la migracion celular

Aparte del posible control sobre la proliferacion, la 3a,50-THP pudiese también ejercer un efecto
sobre la migracion de los PN.

A partir de E17, las jovenes neuronas formadas a partir de la ZV llevan a cabo un proceso de
migracion radial hasta posiocionarse en la PC (Parnavelas, 2002). Por el contrario, los PN originados de
las EG deben migrar hasta su lugar de destino empleando para ello una migracion tangencial (Parnavelas,
2002). Los progenitores de las interneuronas GABAérgicas migran hasta la neocorteza donde se
posicionan en algunas capas, como la ZM y la ZI, para luego tomar su lugar en la PC (Parnavelas, 2002).

En el presente trabajo, encontramos que la expresion de la 30-HSOR se mantiene
considerablemente elevada durante los estadios E17 y E20 en las distintas capas de la neocorteza y en
particular en la PC. Debido a la ubicacion y al momento en que se expresa la enzima, es probable que la
3a,50-THP participe en la modulacion de la migracion de los PN.

Otra serie de evidencias apoya esta posibilidad. En efecto, se ha visto que el GABA puede
modular la migracion radial (Behar y col., 1996). Durante la tltima semana embrionaria (en E17), el

GABA es sintetizado por las células cercanas y en los puntos de destino hacia donde se dirigen los
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neuroblastos migratorios (Behar y col., 1996), es decir, el GABA se expresa en la ZM (Haydar y col.,
2000), en la SP y en la ZI. En E20, el amino acido se expresa en la PC, mientras disminuye en la ZI
(Behar y col., 1996). Por otro lado, durante esta etapa, el GABA favorece, tanto la movilidad de las
células, como su rapidez de movimiento, en condiciones in vitro y en condiciones in vivo. Esto sugiere
entonces, que el GABA posiblemente sea liberado al microambiente por las células de estas capas y
difunda a través del neuroepitelio sirviendo como un factor trofico para las células migratorias. Incluso,
en estadios mas cercanos al nacimiento, el GABA pudiera contribuir con la entrada y la organizacion
de las jovenes neuronas en la PC (Behar y col., 1996). Se ha reportado que el efecto del GABA en la
migracion de los PN en la neocorteza involucra distintos tipos de receptores GABA y en particular
receptores GABA 4 (Ma y Barker, 1995). Incluso, se ha encontrado la expresion de una gran variedad de
subunidades de estos receptores en las células del neuroepitelio. Los ARNm de las subunidades oy, B; y
v1 se expresan durante el desarrollo embrionario en las células de la ZV y en los PN de la ZSV y se
expresan incluso en los neuroblastos durante la migracion (Ma y Barker, 1995).

En el hipocampo embrionario, en E20, la 30-HSOR se expresa en la ZM y en células a nivel de
la region CA3. Las interneuronas GABAérgicas del hipocampo migran principalmente a través de una
via de migracion superficial adyacente a la ZM, de alli comienzan a colonizar la region CAl (en E17) y
posteriormente, cercano al nacimiento (en E19), colonizan la zona CA3 y lo que posteriormente sera el
GD (Manent y col., 2006). Esta migracion parece estar modulada principalmente por glutamato, ya que
el bloqueo del receptor GABA 4 no causa efectos sobre la migracién de estas células (Manent y col.,
2006). Sin embargo, durante E17-E18, en condiciones in vitro, jovenes células piramidales migratorias
expresan receptores GABA, funcionales, cuyos antagonistas reducen el largo de las prolongaciones de
las células migrantes y disminuyen su migracion (Manent y col., 2005). Esto sugiere entonces, que las
células piramidales pueden ser capaces de reaccionar ante sefiales GABA¢érgicas del ambiente,

provenientes de las células que siguen la ZM hasta el hipocampo (Manent y col., 2005).
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De esta manera, los amino acidos como el GABA vy el glutamato, pudieran ejercer efectos en la
migracion de manera paracrina y sinérgica dependiendo del tipo celular (Manent y col., 2006), y los NE
pudiesen modular estos efectos. Asi, la 30-50-THP pudiera potencialmente tener también una
participacion en la modulacion de los procesos de migracion que se dan el neuroepitelio cortical en la
ultima etapa del desarrollo embrionario. Posiblemente, al igual que el GABA, el NE sea liberado por las
células de la ZM, de la SP y de la PC, convirtiéndose en un factor mas del microambiente que participe
en la migracion celular y en la organizacion estructural de la corteza.

¢) Posibles efectos de 1a 30,5a-THP sobre diferenciacion celular

Una vez que los neuroblastos llegan a su destino, el GABA puede promover el crecimiento de
las prolongaciones neurales y la diferenciacion de los mismos (Leinekugel y col., 1999). Maric y
colaboradores en 2001, mostraron en etapas embrionarias, que en condiciones in vitro, luego de migrar,
las células del area de la PC/SP exhibian en su mayoria sefiales GABAérgicas autocrinas. Estas sefiales
eran esenciales para el crecimiento de las prolongaciones neurales de estas células. De hecho, el bloqueo
de los diferentes componentes del circuito GABAérgico, como la sintesis del GABA y la activacion del
receptor GABA,, afectaban considerablemente la maduracion de las neuronas de la PC/SP. En el
presente trabajo, encontramos que la expresion de la 3a-HSOR es considerablemente elevada durante los
estadios E17 y E20 en las distintas capas de la neocorteza pero en particular en la PC, sugiriendo una
posible funcion de la 3a,50-THP, actuando via receptores GABA 4, en la maduracion neuronal.

En este mismo orden de ideas, se ha reportado que en el hipocampo, durante el periodo
embrionario, el bloqueo del receptor GABA, con bicuculina afecta considerablemente ¢l crecimiento de
las prolongaciones neurales en condiciones in vitro (revisado por Nguyen y col., 2001). En el BO,
también se le ha atribuido un papel al GABA en la diferenciacion de las células que conforman esta
estructura durante las etapas embrionarias (Gascon y col., 2006; Popp y col., 2009).

En general, todos estos resultados, incluyendo los reportados en el presente trabajo, sugieren que

la 3a,50-THP pudiese participar en la neurogénesis embrionaria modulando los efectos del GABA sobre
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la proliferacion, migracion y diferenciacion de las CMN y de los PN via la activacion de receptores
GABA,. Ademas, es interesante sefialar que dependiendo de los requerimientos espacio-temporales una

misma molécula o sefial puede tener efectos distintos sobre estos procesos celulares.

III. EXPRESION DE LA 30-HSOR DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL

La expresion de la 3a-HSOR, tanto en las zonas neurogénicas como en zonas no-neurogénicas
como la corteza y el cerebelo, comienza a aumentar poco antes del nacimiento y continua asi hasta P12.
A partir de esta etapa, la expresion de la enzima disminuye, sin desaparecer por completo, hasta P21

donde el marcaje para la 30-HSOR es muy similar al del adulto (Gago y col., 2009) (Fig. 37).

1. Expresion de la 30-HSOR en las zonas neurogénicas durante el desarrollo postnatal

a) Expresion de la 3a-HSOR en la ZSV, VMR y BO

En la ZSV de P1, el mayor marcaje para la 3a-HSOR se encontrd en un conjunto de células que
bordean la pared anterior del ventriculo lateral. Estas células posiblemente se originaron de las CMN de
la ZV. Por la ubicacion que presentan dentro de la ZSV, es posible que sean progenitores de astrocitos
descendientes de la glia radial (Marshall y col., 2002), especificamente de la glia radial localizada en la
EGL (Young y col., 2007). Se ha reportado que estas células expresan GFAP y que tienen la capacidad
de proliferar (Young y col., 2007).

En el resto de las edades postnatales, la expresion de la enzima fue mas homogénea en toda la
ZSV. Sin embargo, en P12 se pudo observar también un conjunto de células 30-HSOR" agrupadas hacia
la pared ventricular. Estas células pudiesen ser las mismas que las que se observan en P1, ya que los
astrocitos que se ubican en esta region, mantienen sus caracteristicas y su posicion a lo largo de todo el
desarrollo postnatal y hasta la edad adulta (Marshall y col., 2002; Young y col., 2007). Por otro lado, en

ambas edades estas células son PSA-NCAM,, lo que descarta la posibilidad de que sean neuroblastos
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migratorios. Sin embargo, seria necesario realizar un marcaje contra GFAP para confirmar que se trata
de progenitores con caracteristicas astrocitarias.

Es interesante mencionar, que la tendencia que sigue la expresion de la 3a-HSOR durante el
desarrollo postnatal coincide con la dinamica espacio-temporal de la proliferacion celular en las zonas
neurogénicas. Tanto en la ZSV, como en la VMR, la proliferacién va aumentando hasta que alcanza el
maximo en P12 y luego disminuye paulatinamente (sin desaparecer) hasta la etapa adulta (Faiz y col.,
2005). Como ya se mencionod, incluso desde P7, se observa la mas alta expresion de la enzima hasta
edades posteriores a P12, donde decae y se mantiene muy similar al adulto (Gago y col. 2009). La gran
mayoria de las células proliferativas en esta zona son nestina’ y algunas incluso son GFAP'. En la ZSV,
gran parte de ellas estan localizadas hacia el borde de la pared del ventriculo (Faiz y col., 2005). Asi, la
3a,50-THP pudiera cumplir un papel modulador sobre las células proliferativas de la ZSV y la VMR en
funcion de los requerimientos temporales del desarrollo postnatal.

Por otra parte, se ha propuesto un efecto modulatorio del GABA actuando via receptores
GABA, sobre las CMN y los PN de la ZSV y la VMR. En efecto, se ha descrito que los PN de la ZSV y
de la VMR son despolarizados por el GABA via receptores GABA, (Wang y col., 2003) y que el GABA
sintetizado y liberado por estos progenitores disminuye la proliferacion de las células GFAP /nestina” de
la ZSV, gracias a la activacion del receptor GABA,. Como a partir de estos astrocitos se originan los
neuroblastos migratorios, esto sugiere una retroalimentacion negativa que permite controlar la
proliferacion de las células GFAP' y la produccion de las células migratorias (Liu y col., 2005).
Adicionalmente, se describid la expresion de distintas subunidades del receptor GABA, en progenitores
PSA-NCAM" purificados, y se demostré que el GABA incrementa la proliferacion de estas células de
manera dosis dependiente y de forma especifica via receptores GABA (Gago y col., 2004).

Por otra parte, se ha visto que el GABA también ejerce efectos sobre la migracion. Bolteus y
Bordey 2004, mostraron en edades postnatales que en la VMR y en la ZSV, el GABA liberado por los

neuroblastos disminuye la velocidad de migracion de los mismos. Ademas, mostraron que los astrocitos
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eran capaces de mantener los niveles de GABA en el microambiente gracias a la reincorporacion celular
del amino 4cido.

El hecho de que el GABA actuando via receptores GABA , module aspectos fundamentales de la
neurogénesis de la ZSV y de la VMR y que adicionalmente, en estas estructuras, se exprese de manera
significativa la 3a-HSOR sugiere que la 3a,50-THP pudiese actuar como una sefial modulatoria de la
neurogénesis.

En el BO la expresion mas alta de la 3a-HSOR se encontr6 entre las edades P7 y P12. Esto
resulta interesante ya que coincide con el periodo postnatal en el que se forman la mayor cantidad de
células granulares. Poco antes de P15, la génesis de estas células decae (revisado por Morgane y col.,
2002). En el adulto, se ha mostrado que los tipos celulares que constituyen el BO coexpresan los ARNm
de la Sa-reductasa y de la 30-HSOR (Agis-Balboa y col., 2006) y que ademas ésta tiltima presenta la mas
alta actividad enzimatica comparada con otras regiones del cerebro (Li y col., 1997).

Una vez que los neuroblastos llegan al BO, se diferencian en distintos tipos de interneuronas y se
ha demostrado que el GABA participa en este proceso. Gascon y colaboradores en 2006, observaron que
las sefiales GABA¢érgicas estabilizan el crecimiento axonal y promueven el desarrollo dendritico de las
nuevas células que llegan al BO. Ademas, este efecto era ejercido via receptores GABA, y por la
activacion de canales de calcio voltaje-dependientes. De esta manera, los cambios en los niveles de
GABA que se puedan dar al pasar de la VMR al BO, pudiera influir en la inmovilizacion de las células y
en su diferenciacion (Gascon y col., 2006). Estas observaciones sugieren que, aparte de participar en los
procesos de proliferacion celular, la 3a,50-THP pudiera también modular los procesos de migracion y de
diferenciacion celular.

b) Expresion de 1a 3a-HSOR en la ECZSYV y las cadenas radiales relacionadas
La ZSV, ademas de extenderse rostralmente hasta el BO, también presenta una extension caudal

o posterior que reviste el ventriculo lateral y que se extiende hasta el hipocampo. Al igual que la ZSV
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anterior, la ECZSV disminuye en tamafio a medida que el desarrollo avanza, hasta que en P21
practicamente desaparece por completo (ver Figs.24 y 25).

En todas las edades postnatales estudiadas, practicamente todas las células 3a-HSOR" de la
ECZSYV son PSA-NCAM, excepto en P7 donde se observa un conjunto de células que también expresa
la molécula de adhesion y que se localiza mas adyacente al CC. Sin embargo, las células de la parte mas
ventral de la ECZSV son siempre 30-HSOR"/PSA-NCAM".

La ECZSV se origina especificamente de la glia radial que se localiza en la ZV de la neocorteza
embrionaria (Young y col., 2007) y al igual que su contraparte de la EGL, sufre un proceso de
transformacion convirtiéndose en astrocitos GFAP™ durante el periodo postnatal. Ademas, estos
astrocitos permanecen en la parte mas ventral de la ECZSV en donde, en P12, se pudo observar una capa
celular que expresa fuertemente la 30-HSOR (Ventura y Goldman, 2007).

Desde P1 hasta P12, se observé una gran cantidad de cadenas celulares 30-HSOR" y que surgen
de la ECZSV y que atraviesan el CC. Se ha visto que los progenitores que se originan de esta region no
solo migran hasta el CC, sino que también llegan a la corteza y el BO, donde se pueden diferenciar en
astrocitos maduros (Ventura y Goldman, 2007; Levison y col., 1993), oligodendrocitos (Menn y col.,
2007; Levison y col., 1993) e incluso se diferencian en interneuronas GABAérgicas de la corteza y del
BO (Inta y col., 2008).

En las primeras etapas postnatales, los PN que dan origen a células gliales colonizan el CC y la
corteza, aquellos que permanecen en el CC se diferencian en oligodendrocitos, los que llegan a la corteza
son capaces de dar origen también a astrocitos maduros. Sin embargo, después de P14 la gran mayoria de
estos PN permanecen solo en el CC donde se diferencian en oligodendrocitos (Levison y col., 1993).
Debido a esto es probable que las pequefias células 30-HSOR™ que se observaron en el CC de P21,
correspondan a progenitores de oligodendrocitos. De hecho, se ha visto que los progenitores de
oligodendrocitos aislados de cerebro de rata recién nacida son capaces de producir 3a,5a-THP in vitro
(Gago y col., 2001).
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Por otro lado, es interesante mencionar que la mayor produccion de oligodendrocitos se da entre
P4 y P12, periodo en el que ocurre principalmente el proceso de mielinizacion (revisado por Morgane y
col., 2002). Por lo tanto, la 30,50-THP que pueda ser sintetizada en el CC durante esta etapa,
posiblemente ejerza un efecto, no s6lo en la produccién de los oligodendrocitos, sino también en los
procesos de mielinizacion.

Las células tipo astrocito que conservan caracteristicas de CMN y que permanecen en la
ECZSV, pueden dar origen a neuroblastos migratorios que llegan hasta el BO donde se diferencian en
interneuronas GABAZérgicas, asi como ocurre con sus contrapartes de la VMR (Ventura y Goldman,
2007). Las cadenas celulares 30-HSOR/PSA-NCAM" que se pudieron observar en la ECZSV en P7,
pudieran corresponder a estos neuroblastos que se dirigen hasta el BO. De hecho, la orientacion que
siguen las cadenas es paralela a la superficie pial, a diferencia de las que penetran en el CC que son
perpendiculares a ésta (Levison y col., 1993).

La expresion de la 3a-HSOR en la ECZSV vy en las cadenas radiales y tangenciales que derivan
de ésta sugiere que la 30,50-THP pudiese modular ciertos aspectos asociados con la funciéon de esta zona
neurogénica como la produccion de células gliales (oligodendrocitos y astrocitos), la mielinizacion e
incluso la generacion de interneuronas GABAérgicas en la corteza y el BO.

¢) Expresion de 1a 30-HSOR en la ZSG y en el hipocampo

La otra zona neurogénica que se forma durante el desarrollo y que persiste hasta la etapa adulta
es la ZSG del GD del hipocampo. A diferencia de la ZSV, la ZSG no se estructura como tal hasta
mediados del periodo postnatal (Li y col., 2009; ver Figs. 4 y 6). A pesar de que también se origina de la
ZV de la neocorteza embrionaria, la formacion de la ZSG requiere de un primer paso que consiste en la
relocalizacion de las células progenitoras de la ZV, para formar el polo dentado del cual surgira luego la
ZSG. Los PN durante la primera semana postnatal se mantienen en el polo dentado en una zona
neurogénica previa dificilmente reconocible y donde mantienen una alta proliferacion (Li y col., 2009).

Por esta razon, en las ultimas edades embrionarias y en P1, no se pudo distinguir ni el GD, ni la ZSG
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(ver Fig.6C), esta tlltima s6lo empieza a reconocerse con facilidad a partir de P21. Por otra parte, la alta
expresion de la enzima en el polo dentado, sugiere una posible participacion de la 3a,50-THP en la
estructuracion del GD y de la ZSG.

En P21, la ZSG se observa muy similar a la del adulto (Gago y col., 2009). Se distingue
claramente como una capa delgada de células que expresan PSA-NCAM situadas en la parte interna del
GD, y de las cuales surgen prolongaciones también PSA-NCAM" que atraviesan la capa granular. En el
adulto, se ha visto que las células granulares inmaduras recién formadas, permanecen un tiempo muy
cerca de la ZSG y comienzan a extender sus fibras musgosas atravesando la capa granular y contactando
con la capa molecular (Esposito y col., 2005). Ademas, estas células expresan PSA-NCAM (Seki y Arai,
1993) entre otros marcadores moleculares caracteristicos de las células migratorias (Espoésito y col.,
2005). Estos marcadores desaparecen a medida que la célula se posiciona en su lugar correspondiente
dentro del GD y se diferencia completamente en célula granular madura (Esposito y col., 2005).

A partir de P4, se puede distinguir con facilidad el GD. La mas alta expresion de la 3a-HSOR en
esta region, al igual que en el BO, se encontrd entre P4 y P12, periodo en el cual se encuentra la mayor
producciéon de células granulares (revisado por Morgane y col., 2002). En estas etapas postnatales
tempranas, las jovenes células granulares son capaces de liberar GABA a través de sus fibras musgosas,
causando la despolarizacion de las células piramidales de la zona CA3 del hipocampo (Safiulina y col.,
2006). Por otra parte, este efecto ocurre via receptores GABA 4 (Ben-Ari y col., 1994). Al comienzo del
desarrollo esta despolarizaciéon pudiese ser importante para la maduracion de las células piramidales vy,
luego en estadios posteriores, el GABA pasa a hiperpolarizar estas células asi como lo hace en el adulto
(Ben-Ari y col., 1994).

A lo largo de todo el periodo postnatal, se encontré que la 30-HSOR no sélo se expresa en el
polo dentado y luego en el GD si no que se expresa también de manera significativa en las células de la
zona CA3 del hipocampo. Ademads, en el hipocampo adulto, al igual que en el BO, existe una

colocalizacion de los ARNm de la So-reductasa y de la 3a-HSOR en las células granulares y en las
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células piramidales de la zona CA3 (Agis-Balboa y col., 2006). Por lo tanto, la 3a,50-THP producida en
el hipocampo (Li y col., 1997) pudiera modular procesos relacionados con el desarrollo y el
establecimiento de los circuitos sinapticos durante el desarrollo postnatal.

En general, todos estos resultados apoyan la idea de que la 3a,50-THP puede ser sintetizada por
los diferentes tipos celulares de las zonas neurogénicas y muestran también que el NE pudiera ejercer de
manera paracrina/autocrina efectos sobre la proliferacion (Wang y col., 2003; Gago y col., 2004),
migracion (Bolteus y Borrdey, 2004) y diferenciacion de estas células (Gascon y col., 2006) via

receptores GABA.

2. Expresion de la 3a-HSOR en zonas no neurogénicas clasicas

a) Expresion de la 30-HSOR en la corteza

Se encontré una expresion considerable de la 30-HSOR en la corteza y el cerebelo. Estas
estructuras, aunque no mantienen la capacidad neurogénica en la edad adulta, sufren cambios
importantes durante las diferentes etapas del desarrollo, en los que se establecen y organizan las redes
neuronales que permitiran su correcto funcionamiento en la etapa adulta.

En P1, todavia se observa una estructura cortical muy similar a la de E20. A esta edad, las
células en la PC son pequefias y aun se encuentran muy agrupadas. Sélo se puede distinguir la capa I, ya
que el resto de las capas no se han formado como tal (Eayrs y Goodhead, 1959). El marcaje para la 3a-
HSOR en la PC de P1, se observo difuso, excepto en la capa mas externa donde se distinguen claramente
células altamente 3a-HSOR". Por otro lado, a esta edad, la region mas externa de la corteza presenta
menos axones desarrollados que los que se encuentran en la region mas interna (Eayrs y Goodhead,
1959). Ademas, el CC no se ha desarrollado por completo, por lo que la ZI estd constituida
principalmente por neuroblastos migratorios (Eayrs y Goodhead, 1959). Posiblemente, la
inmunoreactividad para PSA-NCAM que se observa en la SP y la ZI, corresponda tanto a los axones en

desarrollo como a las células migratorias.
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En P7, se observa ya la diferenciacion completa de la corteza y se distinguen las 6 capas
caracteristicas de la etapa adulta (Eayrs y Goodhead, 1959), todas ellas son altamente 30-HSOR'.
Ademas, ya se han formado muchas de las prolongaciones celulares (Eayrs y Goodhead, 1959), por lo
que se observa un aumento considerable de la expresion de PSA-NCAM.

En P12, las diferentes capas de la corteza se distinguen mucho mejor y las células se aprecian
mas individualizadas, probablemente por un aumento en la densidad de las prolongaciones (Eayrs y
Goodhead, 1959). Los marcajes para la 30-HSOR y para PSA-NCAM son similares a los
encontrados en P7.

Por ultimo, alrededor de P15 la corteza presenta todas las caracteristicas del adulto y los
cambios que se dan de aqui en adelante, son esencialmente cuantitativos, como la densidad de las
prolongaciones nerviosas por ejemplo (Eayrs y Goodhead, 1959). En estas ultimas etapas del desarrollo,
la expresion de la 30-HSOR y de PSA-NCAM ha disminuido. Se ha visto que PSA-NCAM regula
negativamente el proceso de mielinizacion (revisado por Bonfanti, 2006), por lo que la disminucion de
su expresion durante esta etapa pudiera favorecer este proceso. De hecho, alrededor de P15 es cuando el
proceso de mielinizacion alcanza su punto maximo (revisado por Morgane y col., 2002). Ademas, esto
también pudiera estar relacionado con la culminacién de los procesos de modelacion y estructuracion de
la corteza (Eayrs y Goodhead, 1959) en los cuales se requeria mantener una interaccion célula-célula
mucho mas flexible, y en donde la expresion de PSA-NCAM es necesaria.

Durante las primeras etapas postnatales, las células de la ZM (o capa I) y las células de la SP
producen GABA vy presentan corrientes postsinapticas espontaneas. Esto pudiera ser importante durante
este periodo para la formacion de los primeros circuitos sinapticos. El establecimiento previo de una red
cortical transitoria entre estas células y las neuronas recién formadas de la PC, pudiera servir de base o
de guia para el desarrollo de los circuitos sinapticos y la organizaciéon en columnas de estas nuevas
células. Una vez que culmina el periodo de migracion, y la formacion de las capas corticales, la mayoria

de las células de la ZM y de la SP desaparecen, completandose asi la estructura columnar y laminar
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tipica de la corteza adulta (revisado por Luhmann y col., 2002). La presencia de la 30-HSOR en estas
capas transitorias, sugiere entonces que la 3a,50-THP durante las primeras edades postnatales, pueda
contribuir con estos procesos de modelacion y conectividad celular en la corteza.

De hecho, se ha reportado que la administracion via intraperitoneal de concentraciones elevadas
de 3a,50-THP en ratas durante el periodo postnatal temprano (P1-P5), trae como consecuencia
alteraciones en la localizacion de las interneuronas GABAérgicas de la corteza, disminuyendo el nimero
de estas células en las capas II/IIl y aumentando su ntimero en la capa IV (Grobin y col., 2003). Por otro
lado, se establecid que en estas alteraciones participa el receptor GABA, (Grobin y col., 2006). Esto
supone entonces que, para que se dé el desarrollo normal en etapas postnatales tempranas de la
organizacion estructural de la corteza se requieren bajas concentraciones del NE. En el presente trabajo,
encontramos precisamente una baja inmunoreactividad para la 3a-HSOR en esta etapa postnatal.

En edades mas avanzadas, entre P10 y P14, la concentracion de 3a,5a-THP es elevada en la
corteza (Grobin y Morrow, 2001). Esto coincide con el periodo en el que encontramos que la 3a-HSOR
alcanza la mas alta expresion en la etapa postnatal (Fig.37) y también coincide con el periodo en el que
el GABA pasa de excitador a inhibidor (revisado por Grobin y Morrow, 2001). Es posible que en este
periodo la 3a,5a-THP pase de ser un modulador del efecto morfogénico del GABA a ser un modulador
del efecto neurotransmisor del GABA, ambos efectos mediados por el receptor GABA,.

b) Expresion de 1a 3a-HSOR en el cerebelo

En cuanto al cerebelo, la 30-HSOR se expresa principalmente en la capa granular interna y en
las células de Purkinje, independientemente de la etapa del desarrollo.

El desarrollo del cerebelo es uno de los mas complejos del sistema nervioso (para revision:
Sudarov y Joyner, 2007). Sin embargo, una gran cantidad de sus PN provienen también de la ZV del
telencéfalo, y los procesos de proliferacion y migracion que ocutren en el desarrollo cerebeloso son
similares a los de la neocorteza (Leto y col., 2006). Otros progenitores se originan también de la parte

lateral del rombencéfalo (revisado por Leto y col., 2006). En los primeros estadios embrionarios estos
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progenitores se situan en la capa granular externa donde comienzan a proliferar hasta aproximadamente
P16 (Leto y col., 2006). Luego, las nuevas células recién formadas migran, a través de la capa molecular
por medio de la glia de Bergmann hasta la capa granular interna, para formar posteriormente las células
granulares del cerebelo (Komuro y col., 2001). Al tiempo que esto ocurre, las células de Purkinje
comienzan a desarrollarse y organizarse formando la monocapa celular tipica del adulto (McKay y
Turner, 2005).

Desde un poco antes del nacimiento y en los primeros estadios postnatales, las células de la capa
granular interna también son capaces de proliferar (Leto y col., 2006). La expresion mas alta de la 3a-
HSOR en esta capa, se encontré precisamente en las primeras etapas. Se sabe, que las células del
cerebelo son capaces de producir NE durante el periodo postnatal y que éstos pueden contribuir con los
procesos basicos del desarrollo, entre estos NE se encuentra la PROG y la 3a,50-THP (revisado por
Tsutsui y col., 2008). La 3a,5a-THP, en células granulares aisladas de cerebros de ratas entre los estadios
P6 y P8, puede aumentar la proliferacion de estas células via receptores GABA 4. Ademas, la activacion
de este receptor, asi como en otros PN, es capaz de activar canales de calcio voltaje-dependientes (Keller
y col., 2004). Posiblemente, este efecto de la 30,5a-THP sea ejercido también en etapas mas tempranas
del desarrollo.

Por otro lado, en las células de Purkinje la PROG es capaz de promover el crecimiento
dendritico de estas células y promueve la sinaptogénesis a través de la activacion de su receptor
intracelular (Tsutsui y col., 2001). Aunque, la 30,50-THP al parecer no es capaz de ejercer este efecto en
las células de Purkinje, se ha mostrado que favorece la supervivencia de estas células durante su
desarrollo (revisado por Tsutsui y col., 2008).

De esta manera, la 3a,50-THP en la corteza y el cerebelo pudiera cumplir diferentes funciones
dependiendo de los requerimientos temporales del desarrollo. Al comienzo, actuaria como un modulador
de los efectos morfogénicos del GABA, contribuyendo en los procesos neurogénicos, en el

establecimiento de los circuitos sinapticos y participando en la organizacion estructural del tejido, y
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posteriormente, en edades mas cercanas a la etapa adulta, la 3a,50-THP pasaria a modular el efecto del
GABA como neurotransmisor en los procesos sindpticos, trayendo como consecuencia efectos sobre el
comportamiento como por ejemplo, en el suefio, la memoria y el estrés, entre otros (revisado por
Schumacher y Robert, 2001).

3. Expresion de la 3a-HSOR en los endotelios vasculares

Es interesante mencionar que se observo una gran cantidad de endotelios vasculares 30-HSOR"
distribuidos por todo el cerebro y en estrecha relacion con las células de las zonas neurogénicas (ver
Fig.36). En periodos tempranos del desarrollo, se observaron algunos vasos aislados 3a-HSOR" en las
EGL de E17 y de E20. La expresion de la enzima en las células endoteliales aument6 durante el
desarrollo postnatal, observandose un marcaje muy intenso entre P12 y P21.

Desde muy temprano en el desarrollo, la formacién del sistema nervioso y del sistema vascular
cerebral estan estrechamente relacionados (revisado por Barami y col.,, 2008). Ambos sistemas se
relacionan con el tubo neural; las células del neuroectodermo dan origen a los PN y las células destinadas
al sistema vascular cerebral se originan por angiogénesis una vez que el tubo neural es invadido por el
sistema vascular principal (revisado por Barami y col., 2008; revisado por Frontczak-Baniewicz y
Walski, 2003). A partir de aqui, el desarrollo de los dos sistemas prosigue simultaneamente y es posible
que se cree un microambiente con sefiales mutuas que permitan el desarrollo de ambos (revisado por
Barami y col., 2008).

En el sistema nervioso el proceso de angiogénesis es completado hasta P20 (revisado por
Frontczak-Baniewicz y Walski, 2003) y se sabe que desde las edades embrionarias el cerebro presenta
una alta vascularizacion, la cual va aumentando en complejidad hasta que culmina el desarrollo. Ademas,
desde este periodo las células endoteliales se relacionan con las células de las zonas neurogénicas
(Stubbs y col., 2009). Sin embargo, en la etapa embrionaria, se observaron muy pocos endotelios
vasculares 30-HSOR" en estas zonas, lo que indica que la expresion de la enzima en los vasos depende

de la etapa del desarrollo y quizas también de la maduracion de las células endoteliales.
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Aun no se tiene muy claro la funcién, o funciones, exactas que puedan cumplir las células
endoteliales como elemento constituyente del nicho neurogénico. Pero se ha visto, que en la ZV y la
ZSV embrionarias, las CMN y PN proliferan, agrupandose muy cerca de los endotelios vasculares
(Stubbs y col., 2009). Incluso, en la etapa adulta ocurre algo similar con los PN de la ZSG, los cuales
proliferan en el mismo lugar donde se localizan los capilares (Palmer y col., 2000). Por otro lado, en la
ZSV adulta los astrocitos despliegan una prolongacion mas larga que se pone en contacto con las células
endoteliales (Mirzadeh y col., 2008) y en el BO, los PN utilizan a los vasos como guia para realizar el
proceso de migracion hasta su posicion correspondiente y diferenciarse (Bovetti y col., 2007). En rata
adulta, se observo una estrecha relacion entre progenitores PSA-NCAM ' y vasos 3a-HSOR" en la VMR,
lo que apoya el posible papel de los vasos en los procesos de migracion (Gago y col., 2009).

Todo lo anterior indica que las células endoteliales pudieran contribuir al mantenimiento del
nicho neurogénico, posiblemente produciendo moléculas troficas solubles y/o factores de contacto que le
permitan a las CMN y a los PN mantener sus procesos de proliferacion, migracion y diferenciacion. De
hecho, estas células expresan moléculas como el factor neurotréfico derivado de plaquetas (brain-
derived neurotrophic factor; BDNF) que permite la diferenciacion neuronal. En base a los resultados
obtenidos en este trabajo, una de estas moléculas troficas o moduladoras podria ser también la 3a,5a-
THP. Se requeririan mas investigaciones para establecer el efecto de este NE sobre la biologia de la

CMN y de los PN durante el desarrollo y en los nichos neurogénicos del adulto.

106



(R) Crecimiento . ]
4 cerebral Figura 37. (A) Representacion esquema-
G . tica que muestra la variacion de los
tardjag eventos que ocurren durante el desamollo
(oligodendroglia) posmnatal conforme ésic  avanza
(modificado de Morgane y col, 2002).
(B) Variacion cualitativa de la expresion
i : de la 30-HSOR durante el desamollo
@k postnatal en cada una de las estructuras
| | T 1 estudiadas. La expresién de la enzima en

(8) 7 14 21 28 las zomas neurogénicas

Epresion de (ZSV, VMR, BO, GD y ECZSV) es
la3a-HSOR considerablemente alia durante 1a primera
s semana postmatal, donde se produce la

—VMR mayor cantidad de células granulares y
— 7SV de oligodendrocitos (comparar con A).
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por completo. Sin embargo, la expresion

de Ia enzima disminuye
BO considerablemente en ¢l GD y en la
ECZSV. En la 78V, la expresion de la
3a-HSOR se mantiene alta hasta P12_ Por
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expresion de la 30-HSOR siguiendo un
patrén espacio-temporal definido sugicre
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comntrol de los distintos eventos que sc
ocurren duranie €] desarrollo.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo ha permitido establecer la distribucion de la 3a-HSOR en el cerebro de rata
durante el desarrollo embrionario y postnatal con lo cual se pudo observar una amplia expresion de la
enzima la cual sigue un patrén espacio-temporal definido. En términos generales, el presente trabajo
aporta evidencias anatomicas sobre la posible participacion de la 30,5a-THP en la biologia de las CMN y
de los PN, lo que abre muchas perspectivas de investigacion.

Un aspecto importante de estudiar seria el de confirmar y/o establecer los distintos tipos
celulares que expresan la 3a-HSOR. Los resultados obtenidos sugieren que la enzima se expresa en una
gran cantidad de tipos celulares incluyendo CMN, PN, astrocitos, oligodendrocitos, y neuronas
(interneuronas GABAérgicas, células piramidales, células granulares y células de Purkinje). Estos
resultados pudiesen confirmarse utilizando marcadores especificos para estos tipos celulares.

Los resultados obtenidos abren un campo muy amplio de investigacion, orientado a conocer
especificamente el papel de la 30,50-THP en la biologia de los distintos tipos celulares que la expresan y
en particular en el control de la biologia de las CMN y de los PN, especificamente en el control de la
proliferacion, la migracion, la supervivencia y la diferenciacion de estas células. En el laboratorio, se
estan adelantando trabajos en este sentido que tienen como objetivo el establecimiento de papel de la
30,50-THP en la proliferacion de las CMN y de los PN de la ZSV y de la VMR tanto en el desarrollo
postnatal como en el adulto.

Otro aspecto interesante de explorar, seria el de establecer claramente si la 30,50-THP, como
factor modulador de la neurogénesis durante el desarrollo, se conserva en los nichos neurogénicos del
adulto asi como sucede con otras sefiales embrionarias como por ejemplo el GABA actuando via
receptores GABA 4.

Un resultado interesante desde el punto de vista de la fisiologia del desarrollo fue el de observar
la expresion de la enzima en CMN y PN, y luego hacia el final del desarrollo, en células plenamente

diferenciadas como neuronas corticales o células de Purkinje en el cerebelo, sugiriendo que la 3a,5a-
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THP puede ejercer primero un papel como modulador de la morfogénesis y luego como modulador de la
neurotransmision. Este tipo de cambio de funcién ha sido sugerido para el GABA, que primero
desempefia funciones morfogénicas durante el desarrollo y luego funciones de neurotransmision en el
cerebro adulto actuando, en ambos casos, a través de receptores GABA,. Seria interesante estudiar en
profundidad este tipo de cambio de funcion o "switch" funcional para la 3a,50-THP.

Otro resultado inesperado y que abre muchas posibilidades de investigacion fue la expresion de
la 30a-HSOR en las células endoteliales de los vasos sanguineos. En estas células la enzima se expresd
ampliamente en todo el encéfalo pero siguiendo un patrén espacio-temporal definido lo que sugiere el
desempefio de funciones especificas que resultarian muy interesantes de estudiar, y en particular las que
se relacionan con la neurogénesis.

Un aspecto que resulto interesante fue el relacionado con la expresion de PSA-NCAM durante el
desarrollo. La expresion de esta molécula de adhesion se utilizo esencialmente para facilitar el estudio de
la expresion de la 30-HSOR debido a que PSA-NCAM se utiliza como marcador de PN y de estructuras
muy plasticas. Sin embargo, pudimos observar una expresion muy amplia de la molécula que varia de
manera espacio-temporal durante el desarrollo. Aunque PSA-NCAM ha sido utilizada ampliamente para
trabajos de este tipo no se ha realizado, hasta donde sabemos, estudios sobre el patrén de expresion de
esta molécula de manera sistematica a diferentes edades del desarrollo. El presente trabajo aporta
informacién importante en este sentido la cual seria interesante ampliar para contribuir con el
conocimiento que se tiene sobre el papel de PSA-NCAM en el desarrollo y en los procesos de plasticidad
en términos generales.

Finalmente, trabajos de este tipo aumentan nuestro conocimiento sobre la neurogénesis y los
factores capaces de modularla y potencialmente pudiesen contribuir al desarrollo de estrategias

terapéuticas dirigidas a mejorar la regeneracion del SNC.

109



CONCLUSIONES

En general, el estudio de la distribucion de la 30-HSOR en el cerebro de rata durante las etapas
embrionarias y postnatales, proporciond evidencias anatomicas significativas en cuanto a la posible
funcioén de la 30,50-THP como modulador de los procesos neurogénicos, entre los que se encuentra la

proliferacion, la migracion y la diferenciacion de los PN.

Entre las conclusiones mas relevantes de este trabajo se puede mencionar:

1. La 30-HSOR se expresa ampliamente durante el desarrollo embrionario y postnatal. siguiendo un
patron espacio-temporal definido.

2. La expresion de la 3a-HSOR en general tiende a disminuir a medida que el desarrollo avanza.

3. Desde las etapas embrionarias hasta la etapa postnatal, la expresion de la 3a-HSOR es considerable
en las zonas neurogénicas, siendo mas alta al comienzo del desarrollo embrionario y durante el
periodo comprendido entre P7 y P12.

4. La 30-HSOR también se expresa durante el desarrollo de zonas no neurogénicas clsicas, como la
corteza y el cerebelo.

5. Los endotelios vasculares 3a-HSOR" pudieran formar parte de los nichos neurogénicos sobretodo en
las ultimas etapas del desarrollo postnatal.

6. En definitiva el presente trabajo aporta evidencias anatomicas sobre el posible papel de la 30,50-THP

en el control de la biologia de las CMN y de los PN.
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