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Neurogénesis de células progenitoras de la zona subventricular
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RESUMEN

Desde la etapa embrionaria la zona subventricular juega un papel importante en la formacion del sistema nervioso central, de esta
zona parten las diferentes capas de la corteza cerebral. Aun después del desarrollo embrionario, esta zona se mantiene activa,
produciendo neuronas que viajan al bulbo olfatorio. Al igual que las células de la zona subgranular del giro dentado del hipocampo,
existen lineas de investigacion a fin de comprender mejor la neurogénesis dado su potencial en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y donde hay dafio neuronal agudo. La neurogénesis se evallUan principalmente en términos de proliferacion,
diferenciacioén, determinacién y sobrevivencia celular.
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Neurogenesis of progenitors cells of the subventricular zone

ABSTRACT

Suventricular Zone plays an important role in the embryo, because from this place, cortex layers are built. Even after embryonic
development, this zone is active, producing new newrons that migrate to olfactory bulb. In the same way as subgranular cells
from dentate gyrus, there is research focus in understanding of neurogenesis, because of its therapeutic potential, especially
in degenerative diseases and neuronal lesion diseases such as epilepsy and stroke. Proliferation, differentiation, determination
and survival are the main characteristics that are evaluated in neurogenesis experiments.

Key words: Subventricular Zone, neurogenesis, migration, stem cells, progenitors, proliferation, differentiation, survival,

central nervous system development.

ESTUDIO DEL DESARROLLO
EMBRIONARIO DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL (SNC)

Después del cierre del tubo neural, la vesicula del
cerebro anterior consta de un neuroepitelio de una sola
capa. Las células progenitoras y células madre deben pro-
liferar, diferenciarse y migrar para generar el cerebro adul-
to.12

Para estudiar los origenes y la migracion celular duran-
te el desarrollo embrionario se utilizan diversas técnicas:

» Vital dye. Una tinta lipofilica e hidrofébica se aplica
en el tejido embrionario, el cual se une fuertemente a
la membrana celular de las células al contacto. Pu-
diéndose marcar regiones celulares especificas y dar-
les seguimiento. Sin embargo, tras muchas divisiones
celulares, la tinta se diluye.

e Quimeras. Gracias a la capacidad de unir tejidos
embrionarios de diferentes especies, se ha seguido la mi-
gracion celular al presentar proteinas de membrana que
hacen distinguibles a las células de las dos especies.

e Marcadores celulares. Se puede dar seguimiento a
grupos celulares, por medio de marcadores celulares,
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principalmente utilizando anticuerpos, los cuales, no
siempre son muy especificos.

* 3H-Timidina. Las células de interés son removidas
de un animal donador, incubado con 3H Timidina. El
cual se incorpora al nucleo celular durante la sintesis
de ADN. Posteriormente se colocan en otro embrion
y se les puede dar seguimiento por medio de
autorradiografia. También tiene la desventaja que des-
pués de diversas divisiones, el marcador se diluye en-
tre las células resultantes.

e Retrovirus. Se inyectan retrovirus en la regién de inte-
rés con un gen marcador, el cual se incorpora al ADN
celular, més tarde, es expresado por los descendientes
celulares sin diluirse el efecto con el nimero de mitosis.

Cada método tiene sus ventajas y desventajas. La elec-
cion de ellos depende del presupuesto, el tiempo y esfuer-
Z0 que se emplea, en razdn de la pregunta de investiga-
cion que se quiere contestar.®”

Se forman tres clases de estructuras en el SNC:

1. Multicapas con migracién radial predominante-
mente: Corteza, hipocampo y cerebelo.

2. Multicapas con migracion tangencial y radial.
Retina y médula espinal.

3. Sincapas. Tronco cerebral, mesencéfalo y diencéfalo.

La parte mas compleja del desarrollo, por lo tanto, es
el primer grupo, donde se conjugan diversos acontecimien-
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tos de manera ordenada para dar origen a las complejas
estructuras del adulto.

NEUROGENESIS EN LA ZONA
SUBVENTRICULAR Y MIGRACION
CELULAR (ZSV)

Dentro de ese neuroepitelio, por medio de la extension
de finos procesos, las células se polarizan, se orientan en
el espacio. Se inicia la neurogénesis y algunas células for-
man una red, por la cual se inicia la migracion celular
hacia la corteza, agrupandose en diversas capas. Las cé-
lulas en division se encuentran siempre en la capa mas
inferior denominada “Zona Subventricular”.

Partiendo de la ZSV, algunas poblaciones celulares
entran a gliogénesis seguidas de migracion radial. Al final
de la corticogénesis la ZSV genera oligodendrocitos e
inteneuronas que migran a través del eje anteroposterior.®

El cerebro en desarrollo contiene zonas especificas
que no existen en el cerebro adulto y con marcadores se
ha revelado mas como el desarrollo se lleva de adentro
hacia afuera.®!!

Al profundizar en estudios de casos donde si hay de-
fectos en la migracion celular, se han encontrado defec-
tos en la iniciacion de la migracion, como el caso de la
mutacion del gen de filamina A; durante la migracion, tal
como el caso de la mutacion en los genes de lisl y
doblecortina; y en la terminacion de la misma, como en el
caso de la mutacion en el gen de la reelina.

La mutacién del gen de la filamina A produce
heterotopia nodular periventricular nodular, en el caso del
gen de lisl, Lissencefalia tipo 1, caracterizado por una
banda heterotdpica de neuronas subcorticales, visible en
resonancia magnética. En el caso de la mutacién en el
gen de reelina, se produce la Lissencefalia tipo 2, carac-
terizada por una corteza desorganizada con
polimicrogiria.*>*

La ZSV continua proliferando en el periodo posnatal,
existiendo una poblacion de células precursoras que migran
constantemente al bulbo olfatorio a través del torrente
migratorio rostral (en inglés Rostral Migratory Stream).
Ademas, otro lugar donde se encuentran células
progenitoras y células madre es en la zona subgranular
del giro dentado del hipocampo, cumpliendo un papel im-
portante en la memoria espacio-temporal.*°

Dado que la mayoria de las neuronas en el SNC adul-
to son terminalmente diferenciadas, y no son reemplaza-
das cuando mueren. En estas zonas mencionadas radican
esperanzas para encontrar estrategias terapéuticas con
bases en la neurogénesis para tratar enfermedades
neurodegenerativas, enfermedad vascular cerebral entre
otras donde hay muerte neuronal.

EVALUACION DE LA NEUROGENESIS

La neurogénesis es modulada por diferentes factores
al nivel de proliferacion, determinacion celular, diferen-
ciacion y sobrevivencia. Aln poco se sabe sobre los me-
canismos moleculares, pero se tienen modelos experimen-
tales de algunas enfermedades, con los cuales se ha visto
que tras ciertos dafios cerebrales, existen factores que
incrementan la neurogénesis. En modelos de enfermeda-
des neurodegenerativas y bajo situaciones patolégicas se
ha visto un decremento en la neurogénesis en animales
de laboratorio. Se pueden emplear también ratones Knock
Out (KO), pero es aln un reto contar con un KO condi-
cional, ya que por razones obvias los mecanismos
neurogénicos tienen importancia vital en el desarrollo
embrionario.™

En la Universidad de Regensburg, en Alemania, con
éxito se logro aislar las células de estas zonas de cerebros
de ratones y ratas, a fin de cultivarlas, caracterizarlas y
estudiarlas in vitro (Figura 1).

Para estudiar la neurogénesis a los niveles menciona-
dos, se han seleccionado factores de crecimiento y otras
moléculas con un rol en el sistema inmunoldgico, a fin de
evaluar los efectos en células progenitoras.t>*

Figura 1. Se aislan las células progenitoras neuronales (a) de rata
o ratén, (b) se ponen en medio de cultivo, (c) tras unos dias se
forman neuroesferas, (d) por medio de proteasas se disocian las
células progenitoras. Entonces se calcula la concentracion, (e) unas
se ponen de nuevo a cultivar, y (f) otras se ocupan para realizar los
experimentos.
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Para evaluar la proliferacion celular se pueden ocupar
diversas técnicas, entre ellas la técnica de incorporacion
de bromodeoxiuridina al ADN celular, tras el cultivo con
factores de crecimiento, se analiza la cantidad de ADN a
traves de un ELISA. Otra forma de hacerlo es a través
de MTS assay. Este es un método colorimétrico, en el
cual el componente es degradado por actividad
mitocondrial, cambiando de color, hecho que refleja de
forma indirecta en nimero de células vivas. Existen otros
métodos, tan simples como el conteo celular directo, has-
ta otros méas complejos. La constante es que se deben
afiadir los factores que se desean estudiar en algunos
momentos del cultivo, a fin de evaluar si existe un incre-
mento o decremento de la cantidad celular.

Para evaluar la apoptosis, existe una prueba que se
llama TUNEL Assay para detectar fragmentos de ADN
producidos tras la cascada apoptotica.

Ladiferenciacion celular, se realiza poniendo a las células
en medio de cultivo, sobre laminillas, con algunos factores que
las estimulen a diferenciarse, como es el caso de suero bovino,
adicionalmente se le agrega el factor que se desee estudiar.
Tras unos dias, por medio de anticuerpos fluorescentes
especificos para marcadores de diferenciacion para neuronas,
astrocitos, oligodendrocitos y de células indiferenciadas, se
cuentan bajo el microscopio de fluorescencia y se determina
la cantidad relativa de cada una de ellas.

La expresion de proteinas se realiza a traves de
Western Blot y el andlisis de ARN a través de PCR. Dan-
do la posibilidad de ver qué vias y componentes celulares
se regulan con el factor estudiado.

Para analizar en qué parte del ciclo celular se encuen-
tran las células, se practica un FACS andlisis. El cual uti-
liza un citdmetro de flujo, y cuenta las células tras incubar
a las células con un anticuerpo que define en qué parte
del ciclo se encuentran.

Ya que algunos factores pueden proteger a la célula
contra dafio celular, eso se evalla seleccionando algunas
sustancias citotoxicas, las cuales se agregan después de
un tiempo de incubacion con el factor estudiado. Se cuen-
tan las células sobrevivientes y/o se analiza cuantas en-
traron en apoptosis con los métodos ya descritos.

Adicionalmente, se pueden evaluar los efectos del fac-
tor estudiado in vivo, al infundir el factor deseado en el
animal y buscar la expresion de alguna proteina que se
crea que se sobre expresa. Como el caso de alguna
inmunohistoquimica.®®

En este laboratorio se desarroll6 una nueva herramienta
basada en la expresion del gen de doblecortina, la cual es
un marcador de diferenciacion neuronal. Se insert6 el gen
de luciferasa, dando la capacidad de producir luz a la cé-
lula insertandolo cerca del promotor de doblecortina. Siem-
pre que se generen células neuronales nuevas, se expre-

sa el gen de doble cortina 'y al mismo tiempo se expresara
la luciferasa, de forma que se pueden obtener imégenes
en vivo de la neurogénesis en el cerebro del animal.

CONCLUSION

Las células de la ZSV proveen una fuente de células
madre para el desarrollo cerebral, y ain en la edad adulta,
se mantiene activa en términos de neurogénesis. Es posi-
ble tomar células de esa zona y evaluar en cultivo y en
vivo los efectos de factores de crecimiento, a fin de inda-
gar de qué manera podrian tener un papel positivo o ne-
gativo en la neurogénesis. De la misma forma, se pueden
evaluar molecularmente la regulacion y en situaciones fi-
sioldgicas y patoldgicas a través de modelos de enferme-
dades y animales genéticamente modificados.

La realizaciéon de experimentos con células madre y
células progenitoras no se deberian limitar a laboratorios
con una gran infraestructura, esta area de las
neurociencias tiene aun un largo camino por recorrer.
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