tellagle
Instituto de Investigacion
Biomédica de Malaga

Analisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo
cerebral de ratones carentes del receptor de acido
lisofosfatidico LPA;

Memoria de Tesis presentada por
D. PEDRO FERNANDEZ-LLEBREZ ZAYAS
para optar al grado de Doctor por la Universidad de Malaga

Malaga 2016



" . ma
Publicaciones
- d

Divulgacion Cientifica
UNIVERSIDAD
DE MALAGA

AUTOR: Pedro Fernandez-Llebrez Zayas
http://orcid.org/0000-0003-3316-3757

EDITA: Publicaciones y Divulgacion Cientifica. Universidad de Malaga

@00

Esta obra est4 bajo una licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-
SinObraDerivada 4.0 Internacional:
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Cualquier parte de esta obra se puede reproducir sin autorizacion

pero con el reconocimiento y atribucidon de los autores.

No se puede hacer uso comercial de la obra y no se puede alterar, transformar o hacer
obras derivadas.

Esta Tesis Doctoral esta depositada en el Repositorio Institucional de la Universidad de
Malaga (RIUMA): riuma.uma.es



i

JUNTR DE ANDALUCIA

CONSEJERIA DE SALUD

D. GUILLERMO ESTIVILL TORRUS, Doctor en Biologia, Investigador de la Unidad de Gestion
Clinica Intercentros de Neurociencias de los Hospitales Universitarios Regional de Malaga y
Virgen de la Victoria, y Director del Grupo de Investigacion en Neuropsicofarmacologia de
Transmisores Lipidicos, y D. PEDRO FERNANDEZ-LLEBREZ Y DEL REY, Doctor en Ciencias
Biologicas y Catedratico de Fisiologia del Departamento de Biologia Celular, Genética y

Fisiologia de la Universidad de Malaga, como directores

CERTIFICAN:

Que, D. PEDRO FERNANDEZ-LLEBREZ ZAYAS ha realizado en los laboratorios de
investigacion del Instituto de Investigacion Biomédica de Malaga en el Hospital Universitario
Regional de Malaga, y en el Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia de la
Universidad de Malaga, bajo nuestra direccidn, el presente trabajo de investigacion titulado:
“Andlisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo cerebral de ratones carentes del receptor
de dcido lisofosfatidico LPA;”, y que ha sido objeto de su Tesis Doctoral, considerando que

retne el rigor cientifico y las condiciones necesarias para optar al grado de Doctor.

Y para que asi conste, firmamos el presente certificado en Malaga a 3 de noviembre de

2015.

~

Fdo.- éulfllxe_rmp,Esriv/il‘l’ Torrus



YOWIYW 30
AvaIsH3IAIND

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng ~ )
ewl A



D2. ISABEL DE DIEGO BARBADO, Doctora en Ciencias Biologicas y Profesora Titular del
Departamento de Anatomia Humana, Medicina Legal e Historia de la Ciencia de la Universidad de

Malaga, actuando como tutora del presente trabajo,

CERTIFICA:

Que el presente trabajo realizado por D. PEDRO FERNANDEZ-LLEBREZ ZAYAS, objeto de su
Tesis Doctoral y titulado: “Andlisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo cerebral de ratones
carentes del receptor de dcido lisofosfatidico LPA1”, retne el contenido y rigor cientifico

necesarios para optar al grado de Doctor.

Y para que asi conste, firmo el presente certificado en Mélaga a 4 de noviembre de 2015.

CM[JL-L My’

Fdo.- Isabel De Diego Barbado



YOWIYW 30
AvaIsH3IAIND

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng ~ )
ewl A



Yo, Pedro Ferndndez-lLlebrez Zayas, DECLARO que soy autor del presente trabajo de
investigacion y que lo he realizado en los laboratorios de investigacion del Instituto de
Investigacién Biomédica de Malaga en el Hospital Universitario Regional de Malaga, y en el
Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia de la Universidad de Malaga, bajo la

direccion del Dr. Guillermo Estivill Torris y el Dr. Pedro Fernandez-Llebrez y del Rey.

Igualmente DECLARO que parte del mismo se ha realizado en el Laboratorio del Departamento
de Anatomia y Medicina Legal de la Universidad de Malaga, bajo la supervision de los Dres.

Isabel de Diego Barbado, tutora del presente trabajo, y Anibal Smith-Fernandez.

Y para que asi conste, firmo esta declaracion en Malaga, a 3 de noviembre de 2015.

Fdo. Pedro Fernandez-Llebrez Zayas



YOWIYW 30
AvaIsH3IAIND

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng ~ )
ewl A



Este trabajo se ha realizado al amparo del grupo de investigacion del Plan Andaluz de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion (PAIDI, Consejeria de Economia, Innovacion, Ciencia y
Empleo; Junta de Andalucia), cédigo CTS643, Neuropsicofarmacologia de los Transmisores
Lipidicos. Génesis neural y conducta, dirigido por el Dr. Guillermo Estivill Torrus, y establecido
en el Instituto de Investigacion Biomédica de Madlaga (IBIMA) en Hospital Universitario
Regional de Madlaga, asi como del grupo de investigacion Neuropsicofarmacologia de la
adiccion (CTS433, PAIDI), dirigido por el Dr. Fernando Rodriguez de Fonseca, del mismo
centro, y en colaboracién con el grupo de Investigacion dirigido por el Dr. Pedro Fernandez-
Llebrez y del Rey, del Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia de la
Universidad de Malaga.

Igualmente, ha contado con la colaboracidon del Dr. Jerold Chun, del Departamento de
Neurociencia Celular y Molecular en el Centro Dorris de Neurociencia, en el Instituto de
Investigacion Scripps en La Jolla, Estados Unidos; la del Dr. José Angel Aguirre, del
Departamento de Fisiologia Humana y Educacién Fisico-Deportiva de la Universidad de
Malaga; y la del Dr. Francisco Tejedor Rescalvo, director del Grupo de Neurogenética
Molecular en el Instituto de Neurociencias (Universidad Miguel Herndndez-Consejo Superior

de Investigaciones Cientificas) de Alicante.

El estudio se ha realizado en las siguientes instalaciones y Estructuras Comunes de Apoyo la
Investigacién (ECAI):

- Laboratorios de Investigacién (ECAI de Servicios Generales) y Unidad de Microscopia
(ECAI de Imagen), Instituto de Investigaciéon Biomédica de Malaga (IBIMA), Hospital
Universitario Regional de Malaga.

- ECAI Centro de Experimentacién Animal, Instituto de Investigacién Biomédica de Malaga
(IBIMA), Universidad de Malaga.

- Laboratorio del Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia de Ia

Universidad de Malaga.



El trabajo ha sido financiado por las siguientes agencias:

Ministerio de Economia y Competitividad

- Titulo del proyecto: Participacion del dcido lisofosfatidico en la plasticidad del sistema
nervioso central. Papel en la regulacion de los procesos cognitivos de aprendizaje y memoria
(Exp.: FIS, P101/3032 y PI02/1643). Instituto de Salud Carlos lll, Ministerio de Sanidad vy
Consumo (expediente asociado actualmente al Ministerio de Economia y Competitividad).
Ayuda cofinanciada por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). Investigador
principal: Guillermo Estivill Torrus.

- Titulo del proyecto: Papel del dcido lisofosfatidico (LPA) en la neurogénesis embrionaria y
de adultos. Estudio de ratones mutantes para el receptor LPA; (Expediente: FIS P102/ 1517).
Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio de Sanidad y Consumo (expediente asociado
actualmente al Ministerio de Economia y Competitividad). Ayuda cofinanciada por el Fondo
Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). Investigador principal: Pedro Fernandez-Llebrez y
del Rey

- Titulo del proyecto: Alteraciones cognitivas y emocionales inducidas por estrés: papel del
dcido lisofosfatidico (Expediente: FIS PIO7/ 0629). Ayudas del Programa de Promocion de la
Investigacion Biomédica y en Ciencias de la Salud. 2007. Instituto de Salud Carlos I,
Ministerio de Sanidad y Consumo (expediente asociado actualmente al Ministerio de
Economia y Competitividad). Ayuda cofinanciada por el Fondo Europeo de Desarrollo

Regional (FEDER). Investigador principal: Guillermo Estivill Torrus.

Consejeria de Economia y Conocimiento
- Incentivos a grupos de investigacidon no universitarios. Grupos PAIDI del Plan Andaluz de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion, cédigo CTS643, Neuropsicofarmacologia de los
Transmisores Lipidicos. Génesis neural y conducta (Investigador principal: Guillermo Estivill
Torrts) y cddigo CTS433, Neuropsicofarmacologia de la Adiccion (Investigador principal:

Fernando Rodriguez de Fonseca).

Financiacion internacional
- Role of Lysophosphatidic acid in memory processes. Human Frontier Science Program 2000-

2003. Investigador Principal: Dr Fernando Rodriguez de Fonseca



AGRADECIMIENTOS

Son muchas las personas a las que me gustaria agradecer su ayuda y participacion en
esta etapa. Ha pasado tiempo desde que comencé este proyecto y durante el mismo he tenido
la gran suerte de coincidir con grandes companeros, los cuales me han ayudado a crecer como
profesional y sobre todo como persona. De todos ellos me llevo no solo recuerdos, sino la
suerte de haber ganado grandes amigos.

Antes de nada, constatar que este trabajo no seria posible sin la gran ayuda y guia del Dr.
Guillermo Estivill. Gracias Guillermo por acogerme en el equipo como uno mas desde el primer
dia, en aquellos inicios del grupo, y confiar en mi para la realizacidon de este proyecto. Incluso
en los momentos de flaqueza estabas siempre ahi para guiarme y reforzar el camino a seguir.
Tanto en una dura mafiana de estabulario, como en una tarde de “western-blot”... en las que
ya el cansancio hacia mella... tU siempre conseguiste hacerme seguir con un mensaje de
optimismo. M3s alla, gracias por haber estado ahi, desde los comienzos hasta la parte final de
este proyecto, sin importar los altos en el camino. Este trabajo es fruto de tu visidn y guia.
Darte las gracias de corazén. Siempre he podido contar contigo.

A Isabel de Diego, gracias. Creo que no hubiera podido tener una tutora mas comprensiva y
colaboradora. Te agradezco toda la ayuda durante el tiempo que estuve en tu laboratorio de
medicina, siempre estuviste disponible para guiarme en esos dias y, uUltimamente, has
soportado estoicamente todas mis peticiones, ddndome siempre el mejor soporte necesario.

A Fernando Rodriguez de Fonseca, gracias por el soporte dado y tus sabias palabras desde mis
comienzos en la fundacién, y por aceptarme como uno mas del grupo desde el principio.
Siempre pude contar con tu colaboracién y por ello te doy las gracias de corazon.

A TODOS mis companieros del hospital civil. Fue mucho tiempo compartido y muchos cafés y
risas en aquel sétano. Siempre me senti muy arropado por todos los compaiieros de los
diferentes grupos. No quiero olvidar a nadie, pero claro, no puedo evitar agradecer
especialmente a Eli, Yanina, Néstor, Bea, Javi, Toiii, Javi Pavén, Pepe, Begofia, Cristina,
Yolanda, Lourdes, Jose, Eva, Maria Jesus, Juanmi, Manuel, Belén... gracias por todos los buenos
momentos compartidos.

Si cierro los ojos y pienso en momentos divertidos de esta etapa... me veo con Yaninay Néstor
en la sala genotipando... gracias chicos por las risas, los dias se hacian cortos con vosotros.

Gracias Eli por ser la gran compafiera de aventuras en el LPA, que gran equipo hicimos, con la
adicién estelar de Bea. Fue una gran etapa en la que trabajamos duro y también pasamos muy
buenos momentos.

Mam3d, GRACIAS. A pesar de que a veces me queje de tu insistencia... eres el motor de la
mayoria de cosas buenas que me han pasado en la vida. Haces todo posible.

Gracias a mis hermanas Rosi, Ana, y gracias Helen por ser la pequefia que siempre me entiende
y me acompaia.



Agradecer al Dr. Pedro Fernandez-Llebrez del Rey, que casualmente responde también al titulo
de “Padre”. Gracias Papa por ser tu, no hace falta detallarlo mas. Sencillamente, y olvidando la
parte académica...no seria la persona que soy hoy en dia sin tu ejemplo.

Por ultimo... agradecer a la persona que ha vivido conmigo de manera mas intensa la larga
andadura de este proyecto. Si, esa persona que se dedicaba a ordenar eppendorfs en el
tiempo libre para hacerlo todo mas eficiente, aquella que se dedicaba a poner “post its” de
frases del equipo, aquella que se “escudaba en la ironia”, aquella que nunca tenia un “No” a
poner una inmuno sea la hora que fuera sin importar la cantidad de portas, aquella que repetia
el arroz con leche del materno, aquella que ha vivido este trabajo junto a mi hasta el final.

Gracias Elvira, por acompafiarme en la andadura de la vida y ser coautora de las dos mejores
obras que podriamos haber creado: Julia y Lara.



“Somewhere, something incredible is waiting to be known*
-Carl Sagan



YOWIYW 30
AvaIsH3IAIND

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng ~ )
ewl A



A mi Familia



YOWIYW 30
AvaIsH3IAIND

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng ~ )
ewl A



RESUMEN

El acido lisofosfatidico (LPA) es un fosfolipido sencillo con propiedades de sefalizacion
extracelular mediadas por receptores de membrana especificos acoplados a proteinas G.
Actualmente se conocen hasta 6 tipos de receptores diferentes para el LPA. El receptor LPA, se
expresa en la zona neurogénica del cerebro en desarrollo, en la zona ventricular (VZ), lo que
sugiere su implicacidon en la neurogénesis. A pesar de los numerosos estudios farmacoldgicos
que han aportado datos de los efectos del LPA en el sistema nervioso central (SNC) utilizando
modelos in vitro, no es sino hasta que se dispuso de animales carentes del receptor, cuando se
avanzo en el estudio de la funcién especifica del receptor. Los primeros ratones obtenidos que
permitian el estudio de pérdida de funcién del receptor LPA; mostraron una alta mortalidad
perinatal pero abrian una puerta excelente a nuevos estudios de caracterizaciéon del SNC en
ausencia de vias especificas de sefializacién por LPA.

En el presente trabajo se muestran resultados que demuestran una funcién destacada
del receptor LPA; en los precursores neuronales corticales durante el desarrollo cerebral,
resultantes del analisis de la neurogénesis en una variante, que hemos venido a denominar
Madlaga, de un ratdn nulo para-LPA;. Esta variante surge de forma espontanea durante la
expansion de la colonia original y porta un fenotipo con defectos observables en el SNC, a la
vez que muestra una viabilidad perinatal casi completa, lo que ha permitido su caracterizacién.

Nuestros resultados muestran alteraciones significativas en la neurogénesis cortical
embrionaria, en el patrén proliferativo de la zona ventricular, afectando al tipo de divisidon y la
posterior diferenciacidn, con expresion de marcadores neuronales de forma prematura en la
capa cortical y alteracidn de la expresién de factores de transcripcién. Estos defectos de la
neurogénesis en ausencia de la via de sefializacidn por LPA; se asocian con defectos en el
patrédn migratorio neuronal, indicativos de alteraciones de tipo estructural y funcional, y que
generan, en Ultima instancia, una reduccion del grosor de la pared cortical y del nimero de
neuronas en diferentes capas corticales, especialmente las profundas donde se detecta,
ademas, un nivel inusualmente mayor de apoptosis.

Los resultados que mostramos en esta memoria reflejan, con ello, la necesidad del
receptor LPA; para el desarrollo normal cerebral y acentian el importante papel que el modelo
de animal nulo para LPA; de la variedad Mdlaga ha representado para el estudio de la
sefializacion mediada por este receptor. A la fecha actual, el uso de este ratdn ha permitido un
avance muy significativo en el campo y sigue siendo objeto de estudio por nuestro grupo de

investigacion y por diferentes colaboradores a nivel nacional e internacional.
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Si tuviéramos que elegir una estructura bioldgica en la que tuviéramos aln mas preguntas
por responder a dia de hoy, seguramente elegiriamos el sistema nervioso central (SNC). De
entre todas las cuestiones en las que nos planteamos incdgnitas, una de las mas importantes
es la formacion de nuevas células neuronales. En mamiferos, incluido el propio ser humano, la
formacién de nuevas neuronas es parte constitutiva del desarrollo cerebral y las alteraciones
de la misma pueden tener repercusiones no sélo en edades tempranas sino durante el resto
de la vida del individuo dando lugar a diferentes patologias. Ademas, la neurogénesis no es un
proceso restringido al desarrollo, sino que tiene lugar también en determinadas dreas del
cerebro adulto. La neurogénesis adulta es esencial en respuestas plasticas ante diferentes
acontecimientos de variado origen, participando en procesos esenciales para el correcto
funcionamiento cerebral y representado, por otra parte, una diana terapéutica para diferentes
patologias de indole neurodegenerativo y neuropsiquidtrico, como en la enfermedad de

Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, los trastornos de tipo emocional o la adiccidn.

Es, por ello, preciso conocer como se regulan todos estos procesos. Aun estando
claramente diferenciadas, la neurogénesis adulta y la que tiene lugar durante el desarrollo
guardan similitudes en numerosos aspectos, entre ellos, determinados factores intrinsecos y
extracelulares que afectan, de manera comun, a la morfologia, divisién, migracion vy

supervivencia celular ( Urban y Guillemot, 2014; Zhang y Jiao, 2015).

La lista de estos factores reguladores que modulan la neurogénesis ha ido creciendo de

manera continuada.

De entre todos estos posibles factores, hace unos afios se identificd al acido lisofosfatidico
(LPA, del inglés lysophosphatidic acid), una molécula lipidica de pequefio tamafio que se ha
demostrado tener un papel significativo en la regulacion del SNC. En esta introduccion
desarrollaremos la estructura y modo de accidon del mismo e, igualmente, revisaremos el
desarrollo del sistema nervioso central y la implicacién de esta molécula en los procesos de
desarrollo del SNC, de manera preliminar a la exposicion de los objetivos del presente trabajo

de investigacion.

Es importante destacar que la presente memoria refleja una investigacion llevada a cabo
durante el periodo transcurrido entre los afios 2003 y 2007, parte de la cual ha sido ya
difundida en revistas del drea de estudio. A objeto de no generar confusién en la memoria y
dar sentido al desarrollo de hipdtesis y objetivos, se han excluido de la introduccion las

aportaciones fruto de esta investigacion, alin cuando buena parte de los trabajos en
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efectuados posteriormente por nuestro grupo de investigacién asi como diferentes grupos en

otros centros, y que si se mencionan, se apoyen en los mismos.

1.1 El Acido Lisofosfatidico (LPA)

El 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato o acido lisofosfatidico (LPA, del inglés lysophosphatidic acid) es
un lisofosfolipido endégeno bioactivo formado por un grupo fosfato y una molécula de glicerol
unida a una cola de 4cidos grasos de grado de saturacion y de longitud variables, con uniones
de tipo éster, generalmente (Fig. 1). Inicialmente, se le atribuyd la funcién de ser un precursor
en la biosintesis de diferentes complejos lipidicos, tanto en células procariotas como
eucariotas (Pieringer y Hokin, 1962). En 1986 se comprobdé que las moléculas de acido
fosfatidico (PA, del inglés phosphatidic acid) podian servir como ionéforos naturales de calcio
(Ca2+), actuando como factores de crecimiento (Moolenaar et al., 1986). Afios mas tarde el
mismo grupo comprobd que el LPA, en fibroblastos, generaba movilizacion de Ca2+, vy
mostraba una importante capacidad mitogénica (van Corven et 4l., 1989; Jalink et al., 1990), y
actuando a través de, al menos, dos proteinas G heteroméricas (van Corven et al., 1989). En
1996, el grupo dirigido por Jerold Chun en el Instituto de Investigacidn Scripps en La Jolla, aislé
e identificd, en mamiferos, el gen del primer receptor funcional del LPA en la zona ventricular
cerebral embrionaria, correspondiente a un receptor acoplado a proteina G (GPCR, del inglés,
G-protein-coupled receptor), y que denominaron inicialmente, por la zona de expresién vzg-1
(del inglés, ventricular zone gen-1, conocido posteriormente como Edg2; actualmente

LPAR1/Lpar1, segun atienda a humano o roedores) (Hecht el al., 1996).

Este fue el punto de partida para que diferentes grupos de investigacion empezasen a

caracterizar las funciones del LPA en los diversos sistemas bioldgicos.

A dia de hoy se ha demostrado que el LPA, el cual no es sino un pequeiio lipido bioactivo
enddgeno, influye en la regulacion de procesos tales como la proliferacién, la diferenciacion, la
migracion y la supervivencia de células, funciones que son reguladas por medio de receptores
especificos (LPA,s) ampliamente distribuidos en el organismo en diferentes tejidos y tipos
celulares (Noguchi et 4l., 2009; Choi et al., 2010; Mutoh et 4l., 2012; Kihara et al., 2014, 2015).
Estos receptores presentan un alto nivel de conservacidn, no sélo en mamiferos, sino en
vertebrados, si bien, en el hombre, muestran algunos aminodacidos en sus secuencias, criticos

para la unién del ligando al receptor (Fukushima et al., 2015).
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La variedad de procesos biolégicos donde estad presente su sefializacion es ciertamente
amplia y de indole muy diverso, interviniendo en procesos bioldgicos tales como la
neurogénesis, la mielinizacion, la formacién de vasos sanguineos, la fertilidad y la
reproduccion, induccién del dolor neuropatico o progresion tumoral, el desarrollo éseo, o el
mantenimiento del pelo, entre otros, asi como en diversas patologias como la hidrocefalia, la
fibrosis pulmonar o la fibrosis renal (Noguchi et al., 2009; Choi et al., 2010; Aikawa et al., 2015
Sheng et al., 2015) o, incluso, en procesos cognitivos tales como la consolidacion de la
memoria espacial a largo plazo (Dash et &l., 2004). A lo largo de este trabajo se citara
genéricamente LPA sin especificar la especie concreta del mismo si bien, la mas abundante y
comun en la mayor parte de érganos y tejidos, asi como la mds ampliamente estudiada en
administracion exdgena, es la correspondiente al oleil-LPA, insaturado y de 18 atomos de

carbono en su cadena.

Figura 1. Modelo molecular espacial y estructura quimica del LPA. El LPA es un
lisofosfolipido con un grupo fosfato en su extremo anclado, junto al glicerol, a la cadena
hidrocarbonada lipidica. En la imagen se ha representado la especie de LPA
correspondiente al oleil-LPA, LPA C18:19, insaturado, de 18 atomos de carbono en su
cadena, enlace doble en posicion 9, por tratarse del mas comdn (imagen obtenida de
Mutoh et al., 2012).

1.1.1 Sintesis y Metabolismo del LPA

El LPA se encuentra presente en suero (Tigyi y Miledi, 1992; Baker et al., 2000; Aoki et al.,
2002; Sano et al., 2002), saliva (Sugiura et al., 2002), fluido seminal (Hama et 4l., 2002), fluido
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folicular (Tokumura et al., 1999), clara de huevo de gallina (Nakane et &l., 2001) y liquido
cefalorraquideo (Sato et 4l., 2005). La mayor cantidad de LPA se encuentra en el suero y en el
plasma sanguineo vy, por tanto, es donde ha sido estudiado mayormente (Tigyi y Miledi, 1992;
Baker et al., 2000; Aoki et al., 2002). Es importante destacar que se ha visto que los niveles
séricos de LPA se pueden encontrar elevados en condiciones fisiopatoldgicas especificas como
ocurre en el cancer de ovario (Nakane et 4l., 2001), la aterosclerosis (Siess et al., 1999) o en
dafios en el sistema nervioso (Kusaka et al., 1998). En los fluidos bioldgicos el LPA se encuentra
asociado a proteinas, siendo en sangre, principalmente, la albumina, presente de manera
abundante, la proteina a la cual se asocia casi en exclusividad, y critica, no sélo para el

transporte, sino para la activacién del receptor (Hama et al., 2002).

El LPA es producido extra e intracelularmente a partir de los fosfolipidos de membrana. La
sintesis extracelular (Fig. 2) puede ser llevada a cabo tanto por activacidn plaquetaria, como
independiente de dicha activacién. Cada una de estas vias son responsables de,
aproximadamente, la mitad de la produccién de LPA presente en el suero (Aoki et al., 2002).
En ambas vias es vital la accion de la autotaxina (ATX, del inglés, autotaxine), enzima con
actividad lisofosfolipasa D (Aoki, 2004), que interviene en la sintesis de LPA bien a partir de
lisofosfolipidos (lisofosfatidilcolina -LPC-, lisofosfatidilserina -LPS-, o lisofosfatidiletanolamina -
LPE-; respectivamente, del inglés, lysophosphatidyl-choline, -serine, -ethanolamine) que
proceden de la accién de las fosfolipasas A; y A, sobre fosfolipidos liberados por las
plaquetas; o bien de lisofosfolipidos (p. ej., LPC) procedentes de la hidrdlisis de lipoproteinas
plasmaticas por la acciéon de enzimas como la lectin-colesterol acetil-transferasa o similares a

la fosfolipasa A; (Aoki et al., 2002, 2004, 2008).

Por otra parte, encontramos una ruta de biosintesis alternativa que tiene lugar en las
membranas celulares. En esta via, el elemento principal es el 4cido fosfatidico (PA) que se
genera en la regidn citosdlica de la célula bien a partir de los fosfolipidos, (por accién de la
fosfolipasa D (PLD, del inglés, phospholipase D) o bien a partir del diacilglicerol (por accién de
la diacilglicerol quinasa). El PA generado se dirige a la regidn extracelular por un mecanismo de
translocacion y, una vez en la capa externa de la bicapa lipidica, y por accién delas fosfolipasas
A, y A, dard lugar a LPA (Aoki et al., 2002; Aoki, 2004; Aoki et al., 2008). Esta via genera una
menor cantidad de LPA que las anteriores, debido la menor proporcion de PA en los diferentes
tipos celulares (Sano et al., 2002). Sin embargo permite generar rapidamente LPA en respuesta
a diferentes estimulos, lo cual nos conduce a pensar que la concentracion de LPA en el suero

es altamente regulable ya que no sdlo se puede inducir su sintesis sino que también se puede
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inhibir su produccidn constitutiva actuando sobre sus precursores o sus enzimas de sintesis

(Shen et 4l., 1998; Eder et al., 2000).

A nivel intracelular la sintesis se produce a partir de fosfolipidos y triacilglicerol y tiene
lugar en el reticulo endoplasmatico o en las mitocondrias a partir de la acilacién del glicerol-3-
fosfato y la acil-coenzima A por la accidon de la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa y a
partir de la fosforilizacién del monoacilglicerol por la enzima monoacilglicerol quinasa (Bektas
et 4l., 2005). Esta via tiene lugar en organismos mas simples en los cuales la accion del LPA
extracelular no ha sido observada. Es mas, no hay certeza de que el LPA sea liberado al medio
extracelular (Dircks y Sul, 1999), y se piensa que el LPA sintetizado intracelularmente no llega a
ser empleado como mensajero extracelular sino como intermediario para la biosintesis de

otros fosfolipidos (Okudaira et al., 2010).

En cuanto a la degradacién, se identifican tres vias principales de degradacién del LPA:
accion de fosfatasas, conversidon a PA, y por ultimo, a través de la formacion de glicerol fosfato

(PG, del inglés, phosphoglycerol) (Tigyi y Parrill, 2003).

Figura 2. Vias de produccion extracelular de LPA. La ATX hidroliza lisofosfolipidos,
principalmente LPC, procedente tanto de via dependiente, como independiente, de
actividad plaquetaria, convirtiéndolo en LPA. En la via alternativa se genera LPA a partir
del PA, que sera objeto de la actividad catalitica de las fosfolipasas A; y A,. En la imagen se
representa la fosfolipasa A; especifica de acido fosfatidico (PA-PLA,, del inglés PA-selective
phospholipase A;) . El LPA actia a través de receptores acoplados a proteinas G
estimulando diferentes respuestas celulares (proliferacion celular, migracion,
supervivencia).

Como se ha mencionado, la enzima clave en la sintesis de LPA es la ATX (gen: Enpp2), de la
familia de las ectonucledtido pirofofatasas/fosfodiesterasas. Se trata de una glucoproteina con
actividad lisofosfolipasa D que actua catalizando la hidrélisis de lisofosfolipidos a LPA

(Tokumura et 4l., 2002; Umezu-Goto et al.,, 2002; Ferry et 4al., 2003). La ATX se expresa
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intensamente en el rifidn, en el cerebro (sobre todo en los plexos coroideos), y en los érganos
linfoides (Nakasaki et al., 2008; Nakamura et al., 2009), existiendo, ademas, una correlacién
directa entre la concentracion sérica de LPA y la actividad enzimatica de la ATX de tal manera
que, en ausencia de ésta, no se produce LPA (Tanaka et al., 2006; Tsuda et &l., 2006; Aoki et
al., 2008). En condiciones fisioldgicas especiales su concentracidén en sangre puede aumentar
notablemente, como ocurre en el embarazo (lwasawa et al., 2009), la hepatitis C crdnica

(Watanabe et al., 2007) o el cancer (Nam et al., 2000; Nakamura et al., 2007c).

En el sistema nervioso se ha observado la presencia de una isoforma, la fosfodiesterasa-
la/autotaxina (PD-la/ATX) (Narita et al., 1994; Kawagoe et al., 1995; Fuss et al., 1997). La PD-
la/ATX es imprescindible para el desarrollo embrionario, etapa transcurrida la cual, su
expresion se ve disminuida (Tanaka et al., 2006; van Meeteren et al., 2006; Savaskan et al.,
2007). En el adulto, se ha detectado expresién de la enzima en la sustancia blanca, los plexos
coroideos, las células leptomeningeales, la zona subventricular (Savaskan et 4l., 2007) y en el
liguido cefalorraquideo (Sato et al., 2005). Una de las células implicadas en la secrecidon de ATX
al medio extracelular son los oligodendrocitos (Kawagoe et al., 2005; Fuss et al., 1997).Se ha
observado secrecién de ATX por los oligodendrocitos en diferenciacién durante los estadios
iniciales de mielinizacién, y que dicha ATX estimula procesos de adhesién y conectividad
celular por una via independiente de su actividad lisofosfolipasa D (Narita et al., 1994; Fuss et
al.,, 1997; Cervera et al.,, 2002; Jaillard et al., 2005; Dennis et al., 2008). Estos estudios
coinciden con las observaciones que sugieren un papel importante para el LPA en la
mielinizacién, merced a su expresidén en oligodendrocitos durante la mielinizacién (Weiner et
al., 1998; Handford et al., 2001; Cervera et al., 2002). A raiz de esta vinculacién con procesos
mielinizantes se ha investigado la expresion de ATX en patologias desmielinizantes,
observando sobreexpresion en pacientes con esclerosis multiples (Hammack et al., 2004). La
sobreexpresion de ATX también se ha relacionado con la activacion de los astrocitos en
cerebros lesionados (Savaskan et al.,, 2007), y se ha identificado en la corteza cerebral de

pacientes con demencia senil tipo Alzheimer (Umemura et 4l., 2006).

Los ratones nulos para la ATX presentan importantes alteraciones funcionales ya que los
embriones no sobreviven debido a los déficits vasculares (Tanaka et al., 2006; van Meeteren et

al., 2006) y a la malformacidn del tubo neural (Fotopoulou et al., 2010).
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1.1.2 Receptores de LPA

El acido lisofosfatidico es un mensajero que actua uniéndose a receptores de membrana
acoplados a proteinas G (GPCR), de amplia distribucién en diferentes érganos y tejidos.

(Fukushima et al., 1998, 2001; Fukushima y Chun, 2001; Goetzl y Tigyi, 2004).

Hasta la fecha se han descrito 6 receptores (LPA.¢), los cuales se diferencian segun su
localizacién tisular y la via de sefializacidn intracelular que generan, dependiendo ésta del tipo
de proteina G asociado: Gg12/13, Gaijo, Gagis11 Y Gas (Hecht et al., 1996; Moolenaar et al., 2004;
Choi et al., 2009; Choi et 4l., 2010; Mutoh et al., 2012; Choi y Chun, 2013; Kihara et 4l., 2014).
Segun el mismo, se obtendrian respuestas celulares mediante cascadas de sefalizacion y que,

de manera resumida, son las citadas a continuacion y representadas en la figura 3:

e Ggp/13: activa la proteina RhoA, de la familia de las Rho GTPasas, responsable, a
través de la activacion de ROCK (quinasa asociada a Rho, del inglés, Rho-associated
kinase) o de SRF (factor de respuesta sérico, del inglés, serum response factor) deactivar
respuestas neuronales tales como proliferacidon y migracién (Yan et al., 2003), cambios
en el citoesqueleto , formacion de fibras de estrés y retraccion de neuritas (Fukushima

et 4l., 1998; Ishii et al., 2004),y se activan procesos de apoptosis (Ye et al., 2002).

e Gyqy1: Activa la via de la fosfolipasa C (PLC, del inglés, phospholipase C)
resultante, en Ultima instancia, de acumulacién y movilizacién de Ca” intracelular (Choi
et 4l., 2010). La activacion de PLC activa, a su vez, las vias de inositol-3-fosfato (IP3, del
inglés, inositol 1,4,5-trisphosphate) y diacilglicerol (DAG, del inglés, diacylglicerol), y
éstas, a su vez y respectivamente, la de la proteina quinasa C (PKC, del inglés, protein

quinase C) y la movilizacién de calcio.

e Gy activa la via mediada por Ras, DAG, y de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K,
del inglés phosphoinositol 3-kinase), ademds de inhibir la mediada por |Ia
adenilatociclasa (AC). Mientras que la via de Ras activa la de la proteina quinasa activada
por mitdgeno MAPK (del inglés, mitogen activated protein kinase), la del P13K activa las
vias de la proteinas Akt y Rac. Se identifica con efectos anti-apoptdticos (Ye et 4l., 2002)
y migracion / proliferacion celular a través de la via Akt (Yan et al., 2003; Kim et &l.,

2006).

e G Activa la via de la adenilato ciclasa (AC), responsable de producir acumulacidn
de adenosin monofosfato ciclico o AMPc (cAMP, del inglés, cyclic AMP, cyclic adenosine

monophosphate) intracelular (Lee et al., 2008).
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LPA,  LPA, LPA,  LPA, LPA, LPA,

Figura 3. Vias de sedalizacion intracelular asociadas a los receptores de LPA. Los
receptores de LPA, ¢ se acoplan, en la cara interna de la superficie de la membrana celular,
a proteinas G, heterotrimeros que constan de una unidad G, y las correspondientes
subunidades Gg, asociadas. Un receptor puede unirse a diferentes tipos de unidad G, para
activar una determinada red de sefializacién (Tomado de Gonzalez-Gil et 4l., 2014).

Los receptores de LPA pueden clasificarse en dos subgrupos en funciéon al grado de
homologia presente en su estructura quimica (Choi et al.,, 2010). En el primer subgrupo se
encuentran los receptores LPA;, LPA, y LPA;. Dentro de esta familia también se hallan los
receptores para la esfingosina-1-fosfato (S1P, del inglés, sphingosine-1-phosphate) molécula
altamente relacionada estructuralmente con el LPA, compartiendo un 50 % de los aminodcidos
que conforman la estructura quimica con el receptor LPA; (Aoki et al., 2008). En el segundo
subgrupo se incluyen los receptores LPA,, LPA;, y LPAg, quienes comparten entre si
aproximadamente un 35% de homologia, no asi con los receptores LPA,_; (Aoki et al., 2008). La
Figura 4 muestra la relacidn filogenética entre los distintos receptores, asi como una grafica de

la expresion de los distintos receptores en érganos y tejidos en el ratén y en el hombre.
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Figura 4. Filogenia y distribucion de los receptores LPA. Panel superior: Relacién
filogenética de los receptores LPA en funcién de su grado de homologia (representado
entre paréntesis). Se representa entre paréntesis el porcentaje de homologia de
aminodcidos que comparten con el receptor LPA;. Panel inferior: Expresion de los
receptores LPA, s en raton (R) y humano (H). (Ambas imagenes cedidas por la Dra. Rosell
del Valle y modificada de Choi y Chun, 2013).
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Actualmente, ambos, los receptores de LPA y los de S1P, han sido identificados como
imprescindibles para el desarrollo del SNC (Choiy Chun, 2013) y estan implicados en diferentes
neuropatologias como la esclerosis multiple (Brinkmann et 4l., 2010; Chun y Brinkmann, 2011),
la hipoxia fetal e hidrocefalia (Harrison et al., 2003; Brinkmann et al., 2010; Chun y Brinkmann,
2011; Herr et 4l., 2011; Yung et al., 2011), el dolor neuropatico (Inoue et al., 2004; Nagai et al.,
2010; Lin et al.,, 2012), la isquemia cerebral (Li et al., 2008; Czech et al.,, 2009), los
traumatismos (Goldshmit et al., 2010), la pérdida de audicidon (MacLennan et al., 2001; Herr et
al.,, 2011; Kono et al., 2007), la convulsiones (MaclLennan et al., 2001; Trimbuch et &l., 2009;
Akahoshi et al., 2011) y en la enfermedad de Sandhoff (Wu et al., 2008).

1.1.3 Tipos de receptores de LPA
Receptor LPA;

El gen del receptor LPA, fue el primer gen de un receptor de LPA que fue clonado (Hecht et
al,, 1996). Es una proteina con siete dominios transmembrana, masa molecular de
aproximadamente 42 kDa y con 364 aminodcidos (Choi et al., 2010). Existe una variante del
receptor, MREC1.3, que presenta 18 aminoacidos menos en el extremo N-terminal (Contos y
Chun, 1998), pero su significado bioldgico aln no ha sido evaluado. El receptor LPA; muestra
una alta afinidad para un amplio rango de especies de LPA, tanto ligadas a 4cidos grasos
saturados como a insaturados (Bandoh et al., 2000). El receptor LPA; se acopla a tres tipos de
proteinas G: Gai/o, Gag/11, Gal2/13, activando las vias de sefializacion MAPK, (del inglés,
mitogen-activated protein kinases), fosfolipasa C, Akt, Rho, e inhibicion de la adenilciclasa
(Choi et al., 2010). Se pueden, a su vez, distinguir dos vias principales de activacion del
receptor LPA;, en funcidén de la sensibilidad a la inhibicion de la toxina del bacilo Bordetella
pertussis (PTX, del inglés, pertussis toxin). Distinguimos asi una via PTX-sensible y una via PTX-
insensible. (Goetzl y Tigyi, 2004; Anliker y Chun, 2004) El receptor LPA; activa especificamente
al subtipo PTX-sensible G/, y PTX-insensible Gq/11/14 Y Ga12/13 (Fukushima, 2004).

La cascada de senalizacion desemboca en variadas respuestas celulares, siendo las mas
relevantes, las de proliferacion, diferenciacidn, supervivencia y migracion celular, cambios en
el citoesqueleto y movilizacién de calcio intracelular (Fukushima et al., 2001; Goetzl et al.,
2002; Lynch y Macdonald, 2002; Ye et al., 2002; Fujiwara et 4l., 2003; Ankiler y Chun, 2004;
Pilpel y Segal, 2006; Rhee et al., 2006; Noguchi et al., 2009; Choi et al., 2010). Las respuestas
bioldgicas mas comunes del LPA afectan la divisidon celular y la activacion de elementos de

respuesta a sueros (Perkins et 4al., 1994). Ademas, la via dependiente de Rho actua sobre el
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citoesqueleto celular (Ridley, 1994). El LPA induce la formacidon de fibras de estrés y
reorganizaciéon de los filamentos de actina del citoesqueleto (Sayas et &l., 2002). Estos
resultados de la accién de la activacion del receptor son precisos para entender el
funcionamiento de procesos como el de la esfericidad celular (cell rounding) y el de migracién
nuclear intercinética. Desarrollaremos este punto en los siguientes apartados. El receptor LPA;
muestra una alta afinidad para un amplio rango de especies de LPA, tanto ligadas a acidos

grasos saturados como a insaturados (Bandoh et al., 2000).

La expresion del receptor LPA,;, tanto en ratones como humanos, estd ampliamente
distribuida en diferentes tejidos y tipos celulares (Contos et al., 2000; Ye et al., 2002; Choi et
al., 2010), aunque inicialmente se observd de manera destacada en la zona ventricular de la

corteza embrionaria, region donde fue originalmente descubierto (Hecht et al., 1996).

Entre las funciones de este receptor en los diferentes sistemas, tiene especial relevancia las
que lleva a cabo en el sistema nervioso. Hasta la fecha de realizacidon de los estudios en
desarrollo cerebral presentados en esta memoria de tesis se habia demostrado que el receptor
LPA; presentaba una alta expresién en la zona ventricular durante el periodo de neurogénesis
(et al. (Hecht et al., 1996). Asimismo, también presenta una elevada expresion en el bulbo
olfatorio (Contos et al., 2000; Yan et al., 2003) y en los oligodendrocitos (Weiner et al., 1998) y
las células de Schwann durante el periodo de mielinizaciéon (Li y et al., 2003). La expresion del
receptor disminuye gradualmente conforme la neurogénesis cortical llega a su fin, lo cual
ocurrira justo antes del nacimiento. Por su relevancia en el SNC dedicaremos primero un
capitulo a analizar los procesos que tienen lugar durante el desarrollo cortical para, después,

detallar los estudios que muestran la via mediada por el receptor LPA; esencial para el SNC.
Receptor LPA,

Se trata de una proteina de alrededor de 39 kDa de masa molecular y con 348 aminoacidos
(Contos y Chun, 2000; Choi et al., 2010). Si comparamos su grado de expresion frente al
receptor LPA;, vemos que esta mas restringida en ratones adultos y en humanos. Al igual que
el receptor LPA,, el receptor LPA, se expresa en el cerebro embrionario y su expresion
disminuye considerablemente en el adulto. El receptor LPA, se acopla a las proteinas Ggiz13,
Gaifo Y Gogi/11 activando las respuestas asociadas a estas vias (Ishii et al., 2004). La activacién del
receptor LPA, se ha relacionado con procesos de supervivencia, migracion celular y cambios
morfoldgicos (Choi et al., 2010). Ademas, se ha relacionado, junto al receptor LPA;, con la
invasién y metdstasis de células cancerosas de ovario, de endometrio, de mesotelioma y de

colon (Shida et al., 2003; Jeong et al., 2008; Hope et &l., 2009). En estudios in vivo e in vitro, se
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ha mostrado su sobreexpresiéon en varios tipos celulares cancerigenos (Shida et al., 2003;
Kitayama et al., 2004; Shida et &l., 2004, Lee y Yun, 2010). Los ratones nulos para LPA, no
muestran ninguna alteracién de su fenotipo anatomico o cerebral (Contos et al., 2000a). A

diferencia del LPA,, el receptor LPA, no parece ser limitante para el desarrollo normal.
Receptor LPA;

Es un receptor acoplado a proteina G, de aproximadamente 40 kDa, que comparte un 50 %
de aminoacidos con los receptores LPA; y LPA, (Bandoh et al., 1999; Im et al., 2000; Choi et al.,
2010). Se expresa principalmente, en pulmdn, rifiones, testiculos, sistema reproductor
femenino, y en menor medida, cerebro (Choi et al.,, 2010). En el utero, su expresién se
relaciona con la fase de implantacidn del dvulo y esta regulada por estrégenos y progesterona
(Choi et al. 2010). El receptor LPA; se acopla a las proteinas Gyi/o Y Gagy11 Para mediar activacion
de la via de la fosfolipasa C, movilizacidn de calcio, activacion o inhibicidn de la adenilciclasa y
activacion de MAPK (Ishii et al., 2000). Los ratones nulos para el receptor LPA; son viables,
pero las hembras presentan alteraciones en la reproduccién, ya que se ve alterada la
implantacion y localizacion del embridn, asi como al tamafio de la camada (Ye et al.,, 2005). A
pesar de que se ha encontrado expresion del receptor LPA; en estructuras cerebrales como el
hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala, los animales nulos para el receptor LPA; no

muestran ninguna alteracion observable en el sistema nervioso (Choi et al., 2010).
Receptor LPA,

Presenta una masa de 42 kDa y 370 aminoacidos (Janssens et &l., 1997). Se expresa
principalmente en el ovario y, en menor medida, en el cerebro embrionario, el corazén, el timo
y el pancreas. Se acopla a proteinas Gai2/13, Gaifor Gagis11 Y Gas (Lee et al., 2007), derivando en
respuestas tales como esfericidad celular, formacién de fibras de estrés o movilizacion de
calcio intracelular (Choi et &l., 2010). Los ratones nulos para LPA, no presentan alteraciones
evidentes (Lee et al., 2008) aunque hay una disminucidn de la supervivencia prenatal causada
por hemorragias relacionadas con anomalias de desarrollo vascular, asi como afectacién del
sistema linfatico (Sumida et al., 2010). El receptor LPA, se ha demostrado relacionado con la

osteogénesis, donde parece actuar contrarrestando la accion de LPA; (Liu et 4l., 2009, 2010).
Receptor LPA;

El receptor LPAs es estructuralmente diferente a los receptores LPA,.;, compartiendo un 35
% de homologia con el receptor LPA,. Se identificé por primera vez en el afio 2006, a partir de
un receptor huérfano de 41 kDa y 372 aminodcidos que demostrd tener afinidad por el LPA

(Kotarsky et al., 2006; Joo et al., 2007). Se ha visto expresién del receptor en el cerebro
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embrionario de ratones, implicando un papel durante el neurodesarrollo (Ohuchi et &l., 2008).
A través de su union a las proteinas G113 Y Goq (Lee et dl., 2006), induce la retraccién de
neuritas, formacidon de fibras de estrés e incremento del calcio intracelular. Igualmente,
promueve el incremento de los niveles de calcio intracelular y la acumulacién de AMPc (Lee et
al.,, 2006). Los ratones nulos para el receptor LPA; muestran una reduccién del umbral
nociceptivo y exhiben un fenotipo comportamental menos ansioso que los ratones normales,
por lo que parece tratarse de un receptor fundamental en la regulacién de la nocicepcién y la

hipersensibilidad al dolor, asi como de la conducta emocional (Callaerts-Vegh et al., 2012).
Receptor LPA;

El receptor de LPA mas recientemente identificado. Su via media cambios en la morfologia
celular y en la acumulacién de AMPc (Yanagida et 4al., 2009). Tiene mayor afinidad por las
formas saturadas del LPA y necesita de concentraciones mas altas (superiores a 10 uM) para
tener un efecto, en comparacién con la concentracién del orden nanomolar necesaria para
activar al resto de los receptores de LPA (Yanagida et al., 2009). Se ha relacionado con el
desarrollo del foliculo piloso y su accion parece tener relacion con evitar la pérdida del cabello

(Pasternack et al., 2008; Shimomura et al., 2009; Nahum et al., 2011)

1.2. Neurogénesis cortical y desarrollo del SNC

1.2.1. Formacion del tubo neural

En los vertebrados, la linea media del ectodermo dorsal embrionario es el origen de todo el
sistema nervioso central. La notocorda subyacente, de origen mesodérmico, es el principal
emisor de las sefiales inductoras que inician la formacion del tubo neural. La regién medial y
dorsal del ectodermo embrionario, llamada placa neural, se invagina y pliega hasta el punto
gue acaban fusionandose sus extremos dorsales, formando un tubo cuyas paredes interiores,
por un proceso de proliferacion y migracion, daran lugar a todas las estructuras del sistema
nervioso central (SNC) en un proceso denominado neurulacién (Fig. 5) (Kandel et al., 2000;

Squire et al., 2008).
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Figura 5. Neurulacién en el embrion. Formacion del tubo neural en un embrién
humano, a partir de la cuarta semana de gestacion. (A) Esquema del plegamiento del
neuroectodermo para dar lugar al tubo neural. (B) El cierre del tubo es asimétrico, la parte
anterior se cierra antes que la posterior. (C) Sobre la imagen, en el circulo rojo se observa
el cierre del tubo, formando una abertura denominada neuroporo. (Fuente:
https://locosporlabiologia.wordpress.com/2011/06/10/autoconstruccion-en-35-
fotogramas/)

La primitiva luz del tubo neural es el origen de las cavidades del sistema ventricular del SNC,
a la vez que las células neuroepiteliales del tubo serdn la fuente de todas las células del SNC.
Mediante diferentes tipos de division, migracién y diferenciacion, se originaran neuronas y
células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y ependimocitos). Otros elementos del SNC, tales
como son las células microgliales y vasos sanguineos, tienen un origen mesodérmico externo
al tubo neural. La region mds anterior del tubo neural se caracteriza por el desarrollo
temprano de tres vesiculas de paredes gruesas que dardn lugar a las distintas regiones del
encéfalo adulto. Estas tres regiones son, en sentido rostro-caudal, el prosencéfalo,

mesencéfalo y rombencéfalo. La zona posterior del tubo neural dard lugar a la médula espinal.

La produccién, diferenciacién y muerte de las distintas células que constituyen el SNC es
consecuencia de un complejo programa dirigido por la expresion de genes especificos en el
interior de cada célula. En este programa confluyen factores internos y externos. Existen
factores inductores, que pueden difundirse libremente entre las células por los espacios
intercelulares, y factores de transcripcién que se expresan en el interior celular, normalmente
por mediacidn de activacion de receptores de superficie que responden a otros estimulos. Por
lo tanto el destino de una célula viene determinado, en parte, por las sefiales a las que se ve
expuesta que, a su vez, son consecuencia de su localizacién en el embrién y, en parte, por el

perfil de los genes expresados.
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La identidad de los factores enddgenos inductores ha sido investigada durante decenios.
Hoy dia, conocemos algunos factores inductores importantes en la determinacién de los ejes
dorso-ventral y antero-posterior. La sefializaciéon ejercida por Sonic hedgehog (SHH) y las
proteinas morfogenéticas de hueso (BMP, del inglés, bone morphogenetic protein) estructuran
el tubo neural a lo largo de su eje dorsoventral (Ulloa y Briscoe, 2007). La notocorda vy la placa
basal del tubo neural son dos estructuras que secretan SHH. El ectodermo epidérmico vy la
placa tectal del tubo neural secretan BMP. La sefializacién ejercida por estos factores proviene,
en primera instancia, de células no neurales (notocorda y epidermis) que se encuentran cerca

de la placa basal y tectal del tubo neural.

Por su parte, el eje rostrocaudal del tubo neural se estructura progresivamente durante los
varios estadios del desarrollo. Una vez en el estadio de tres vesiculas anteriores, el
romboencéfalo se organiza en unidades segmentarias. Los genes responsables de estas
segmentaciones, denominadas rombdmeros, son los genes Hox (Narita y Rijli, 2009; Timpel et
al., 2009). Estos genes codifican proteinas que tienen un dominio de unién al ADN de sesenta
aminodcidos muy conservado, denominado homeodominio. Los genes Hox de los vertebrados
se expresan en dominios que se superponen a lo largo del eje anteroposterior del
rombencéfalo y la médula espinal en desarrollo. El mesencéfalo se encuentra mas alla del
limite rostral de la expresién de los genes Hox y, a diferencia del rombencéfalo, no esta
dividido en segmentos. El patrén celular del mesencéfalo esta controlado por la accién de
largo alcance de sefiales procedentes del istmo, que es un centro de organizacion secundario
situado en la unién entre el mesencéfalo y el metencéfalo. Las células del istmo secretan dos
moléculas de sefializacién, Wnt-1 y FGF8, que controlan la diferenciacidn del mesencéfalo

(Canning et al. 2007).

Las neuronas del prosencéfalo de los mamiferos intervienen en las funciones cognitivas
mas avanzadas. El prosencéfalo comprende la corteza cerebral, los ganglios basales, el
hipotdlamo y el tdlamo. En contraste con otras regiones del SNC, los fendmenos moleculares
responsables del desarrollo del prosencéfalo son menos conocidos. Sin embargo, todo indica
que la configuracion precoz de esta area esta controlada de manera similar a la de los niveles
mas caudales del tubo neural. El prosencéfalo se divide a lo largo del eje rostrocaudal en
dominios organizados de forma transversal. A estos dominios se los conoce como prosémeros.
Como sucede en el rombencéfalo, los limites de los prosdmeros coinciden con los de expresion
de sefiales inductoras y de factores de transcripcién (Puelles y Rubenstein, 2003). En esta area

se han identificado procesos migratorios de células progenitoras y sefialas que modulan el
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proceso migratorio. Algunas neuronas de la neocorteza se desarrollan a partir de células que
emigran desde la subdivision estriada del telencéfacalo. Estas células progenitoras expresan
dos proteinas con homeodominio, DLX-1 y DLX-2. En ausencia de estas proteinas, las células
neuroprogenitoras del estriado no migran a la corteza (Eisenstat et al., 1999). En el
prosencéfalo seguimos conservando el principio de que sefiales inductoras podran ejercer

control sobre la expresidon de genes con homeodominio implicados en el desarrollo.

1.2.2. El epitelio germinativo. Zona ventricular y subventricular

Como hemos comentado, en las primeras fases del desarrollo, el tubo neural esta formado
por una sola capa de células neuroepiteliales con caracter germinativo, a partir del cual se
originaran todas las futuras células neuronales y gliales que formaran la totalidad del SNC, con

excepcion de la microglia y el endotelio vascular (Sidman et al., 1959; Squire et al. 2003).

La proliferacién de este neuroepitelio desemboca en la formacion de una pared
multicelular, adyacente a los ventriculos, denominada zona ventricular (ZV), con capacidad de
division mitdtica y que originara las células del SNC (Noctor et al., 2004) y, en ultima instancia,
la futura corteza cerebral (Caviness et al., 1995; Takahashi et al., 1999; Rakic, 2002). Los
progenitores neurales se localizan en la zona ventricular (ZV), en la que se producen la gran
mayoria de las divisiones mitéticas y en otra zona adyacente, justo por encima de ella, la zona
subventricular (ZSV), generada a partir de la ZV. A pesar de que la zona ventricular posee un
mayor protagonismo, en la ZSV también se producen divisiones celulares activas de células
neuroprogenitoras (Noctor et al., 2004), siendo, hoy dia, una de las zonas mas importantes en
la neurogénesis en estadios postnatales y adultos (Luskin, 1993, Alvarez-Buylla y Garcia-

Verdugo, 2002; Gotz y Huttner, 2005; Merkle y Alvarez-Buylla, 2006).

En el proceso de formacidon de la corteza encontraremos dos factores igualmente

necesarios: una intensa actividad neurogénica y unos masivos procesos de migracién.

Durante las primeras fases del desarrollo, se crea una poblacién suficiente de células
progenitoras, precursores neuronales, en la ZV, con morfologia bipolar que contactan con el
liqguido cefalorraquideo embrionario (LCR) apicalmente y con la membrana limitante externa
del tubo neural en la zona basal, mediante una, mas o menos larga, prolongacién (Sidman vy
Racik, 1973). La divisidon simétrica que tiene lugar en las etapas tempranas generara a partir de
las células neuroepiteliales dos células hijas y cuya poblacidon se expandera lateralmente y
radialmente transformandose, en este ultimo caso, en las denominadas (por razones

histdricas) células de la glia radial (CGR) (Fig. 6). Las largas prolongaciones de estas células se
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expandiran por el neuroepitelio y serviran de guia para la migracién de las neuronas formadas

(Noctor et 4l., 2004; Gotz y Huttner, 2005; Tan y Shi, 2013).

A

Figura 6. Esquemas de desarrollo cortical. (A) Esquema de un corte transversal de la
corteza cerebral en desarrollo. En la zona ventricular (VZ) las células neuroepiteliales (en
azul) en diversos estadios del ciclo celular (G1, S, G2 y M) ocupan diferentes niveles. En la
zona subventricular (ZSV) continda la actividad mitética. Los precursores migran desde la
ZV y ZSV hacia la superficie pial por las prolongaciones de la glia radial (en verde) y se
diferencian en neuronas que ocupan las diferentes capas de la corteza (tomado de Herrup
y Yang, 2007). (B) Esquema mostrando los diferentes tipos de células progenitoras en
relacién al curso del desarrollo. Los progenitores se clasifican de acuerdo a la localizacién
de su fase de mitosis. Asi, al comienzo de la neurogénesis son apicales en incluyen los
precursores neuroepiteliales de origen y los de fase corta, ademas de las células de la glia
radial (CGR). Conforme madura la corticogénesis, la glia radial se dividird directamente ,
de forma asimétrica, para dar lugar a mds glia radial y neuronas, o indirectamente,
generando progenitores basales, intermedios que también daran lugar a neuronas desde
posiciones mas basales (modificado de Laguesse et al., 2015).
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A pesar de presentar morfologia y caracteristicas de células gliales, las CGR son células
troncales neurales (CTN), progenitoras capaces de generar otro tipo de progenitores, neuronas
y células gliales. Estas CGR constituyen la mayoria de la poblacidon progenitora de la ZV.
Frecuéntemente son denominadas como progenitores apicales, debido a la localizacidn de su
cuerpo celular proximo a la superficie ventricular o apical de la ZV, hacia donde emiten una
corta prolongacion, mientras extienden radialmente una larga prolongaciéon basal hacia la
superficie pial de la corteza (Cameron y Rakic, 1991). La divisién de las CGR apicales suele ser
simétrica en estadios iniciales, para dar lugar a la propia renovaciéon de las CGR pero conforme
avanza la neurogénesis serd asimétrica para dar lugar a una CGR y una célula hija que, bien
migrara radialmente hacia la superficie y diferenciara en una neurona, o bien migrara ala ZSV
para dar lugar a un progenitor intermedio, también llamado progenitor basal intermedio. En la
ZV también existe otro tipo de célula progenitora, los denominados "precursores neurales
breves", con un ciclo celular mas corto que las CGR con quienes coexiste, sin capacidad de
auto-renovacion y que sélo generan pares de neuronas por medio de divisiones simétricas (Gal

et al., 2006).

Segln avanza la neurogénesis, también se observan dos subtipos de progenitores basales
derivados de glia radial basal, localizados mayormente en la parte mas alejada de la ZSV con
caracteristicas de glia radial pero con bien un proceso Unicamente basal, hacia la superficie pial
cortical o bien con morfologia bipolar, cuya funcién, en ambos, parece estar relacionada con
la girificacidn del cerebro (Noctor et al., 2004; G6tz y Huttner, 2005; Shitamukai et al., 2011;
Pilz et 4l., 2013; Tan y Shi, 2013).

1.2.3. Migracion nuclear intercinética.

Durante el periodo de proliferacién y a lo largo del ciclo celular, las células progenitoras
apicales presentan una dindmica morfoldgica caracteristica que hace que el nicleo se mueva
hacia un punto u otro de acuerdo al momento del ciclo celular en el que se encuentre. A este
proceso se le conoce como migracidn nuclear intercinética (Hollyday, 2001; Miyata et al. 2004;

Miyata, 2008).

El nucleo y el pericarion de la célula progenitora migran acercandose o alejandose del
ventriculo en sentido radial y por accidn de las fibras del citoesqueleto (Messier, 1978). La
mitosis sucede siempre cuando el nucleo estd mas proximo a la linea ventricular. (Fig. 7). Tras

el reparto del material hereditario en la mitosis, se produce la citocinesis y la célula se divide
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en dos. De las dos células producidas, una seguird manteniendo las caracteristicas de célula
madre mientras que otra migrara siguiendo la direccion de la prolongacion de la célula
progenitora. La que queda como célula madre continta el ciclo celular, y ambos nucleo y
pericarion se desplazan alejandose de la capa ventricular. En la fase S del ciclo celular,
momento en el que se produce la sintesis de nuevo material genético, es en la que

encontramos el nucleo celular mas desplazado.

Durante el proceso de neurogénesis, y conforme terminan su ciclo mitético, las neuronas
generadas abandonan la zona ventricular y se mueven hacia la superficie pial a través de
procesos de migracién neuronal estrictamente coordinados. Una vez que la neurona alcanza su
posicién en la corteza cerebral se produce su diferenciacion terminal mediante remodelacién

dendritica y axonal.

Son los procesos proliferativos y migratorios tempranos los que determinan el nimero y la
localizacién de las neuronas corticales siendo esenciales para la formacién de una corteza
cerebral laminada y funcional (Takahashi et al., 1995; Caviness et al., 1995; Rakic, 1995). En
este trabajo de tesis doctoral nos centraremos en estos procesos tempranos, determinantes

de la correcta neurogénesis cortical.

Figura 7. Migracion nuclear intercinética en los progenitores apicales. El nucleo de las
células se mueve entre las regiones apicales y basales de la ZV durante la progresion del
ciclo celular. Durante la fase S el ndcleo muestra una localizacién basal. En G2 migra hacia
la zona apical, entrando en fase mitética (M) cuando alcance la superficie apical. Tras la
divisién celular el nicleo se mueve, de nuevo, hacia la parte basal de la ZV, durante G1,
para alcanzar su posicion mas basal en fase S (modificado de Laguesse et al., 2015).
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1.2.4. Tipos de divisiones: simétricas y asimétricas

El nimero, la diversidad y la localizacién de las células en la corteza cerebral se debe, en
gran medida, al modo de divisién de las células progenitoras apicales en la zona proliferativa
ventricular durante el desarrollo embrionario (Haydar et 4l. 2003). De manera caracteristica y
durante la neurogénesis, es la orientacidn del huso mitético y, con ello, el plano de division
celular, la que controla la produccién y el destino de las nuevas neuronas. Asi, los planos de
division verticales, (perpendicular a la superficie ventricular), producen un modo de division
simétrica, generando dos células precursoras hijas idénticas que permanecen en la zona
ventricular. Este tipo de division tiene la misién principal de producir un numero

suficientemente grande de células progenitoras.

Por el contrario, cuando el plano de divisién es, en sentido amplio, horizontal, (paralelo a la
superficie ventricular, si bien, en los mamiferos, éste suele ser algo oblicuo), la division se
denomina asimétrica y se generan dos células hijas diferentes. La que ocupe la posicion mas
apical, mas préxima al ventriculo, se mantendrd como progenitora mientras que la otra
migrara hacia la placa cortical para contribuir a la formacién diferenciada de la corteza cerebral
o bien dara lugar un progenitor intermedio (Fig. 8). Las divisiones simétricas predominan en las
fases tempranas del desarrollo dando lugar a una expansién exponencial de la poblacién
celular en la VZ mientras que, conforme la neurogénesis avanza, aumenta el porcentaje de
divisiones asimétricas que daran lugar a neuronas y celulas glia de manera secuencial (Chenny
McConnell, 1995; Hatten, 1999; Haydar et al. 2003; Noctor et al., 2004; Gotz y Huttner, 2005;
Merkle y Alvarez-Buylla, 2006; Paridaen y Huttner, 2014).

Figura 8. Huso mitético y division en los progenitores apicales. (A) representacion
esquematica de los progenitores neurales de la ZV. (B, D) Planos de orientacidn vertical
(B,D) y horizontal (C,E) en la division mitdtica en la ZV determinantes de divisiones
simétricas y asimétricas, respectivamente. F, Segun la orientacién y angulo del plano de
divisiéon (F) que tome el huso mitético las células resultantes tendran uno u otro
comportamiento. (Tomado de Haydar et al., 2003).
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El resultado de una divisidon asimétrica presenta un mayor grado de compromiso con el
destino celular y la organizacién de la arquitectura celular. La duracién de la fase temprana de
division simétrica y el momento en el que se produce la transicién a la fase de division
asimétrica (y la duracidén de la misma) son los parametros criticos del crecimiento cortical
durante el desarrollo embrionario. Conocer los factores implicado en el control de las
divisiones simétricas y asimétricas es por tanto de primordial importancia para entender el
correcto desarrollo de la corteza cerebral. En estadios avanzados de la neurogénesis cortical
encontramos de nuevo un comportamiento en las células neuroprogenitoras de la VZ similar al
de una divisién simétrica. Sin embargo, el destino de ambas células hijas es un destino
neuronal, (Fig. 9). Este ultimo tipo de division se le conoce como simétrica diferencial (Haydar
et 4l.,, 2003). En la ZSV las células progenitoras se denominan progenitores basales o
progenitores intermedios; carecen de polaridad y todas las divisiones son simétricas
generandose dos neuronas. Por lo tanto se piensa que la pérdida de polaridad restringe la
capacidad para producir diferentes tipos celulares y solo se pueden generar neuronas (Noctor

. 2008)

et al. 2007; Attardo et a

Figura 9. Evolucion del tipo de divisién celular durante la neurogénesis. (A) Porcentaje
de divisiones simetricas (rojo)/asimétricas (verde) durante el periodo de neurogénesis
cortical embrionaria entre los estadios embrionarios E11-E17.. (B-D) Esquemas
representativos de cada division y las células hija que genera.. Se observa como varia la
proporcion entre ambas divisiones durante la neurogénesis. Los planos de division
verticales (B) predominan en la neurogénesis temprana. Alrededor del estadio
embrionario de E14, hay una proporcion similar de divisiones simétricas (B) y asimétricas
(C). (D) Al final del periodo neurogénico, encontramos de nuevo planos verticales, pero
esta vez de division simétrica diferencial. (Modificado de Haydar et al., 2003).
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Los diferentes destinos que pueden tomar las células hijas se basan no solamente en el
plano de division celular determinado por la orientacion del huso mitdtico, como hemos
comentado, sino también por la diferente localizacion citoplasmatica de factores inductores
que resulta en una distribucién desigual en las células hijas (Haydar et al., 2003; Guillemot

2007; Paridaen y Huttner, 2014).

Tal y como sugieren las divisiones simétricas diferenciales, deben existir multiples vias de

sefializacion ademas de la mera distribucién polarizada de moléculas citoplasmaticas.

De manera adicional, se ha comprobado que las células adyacentes en la ZV estdn
interrelacionadas, y muchas de ellas poseen uniones de tipo gap importantes para su
comportamiento proliferativo (Sutor y Hagerty, 2005). La naturaleza y localizacién de las
sefiales que durante el desarrollo controlen la rotacién y alineamiento del plano de division, y
por lo tanto el modo de divisidn, no estan totalmente descritas si bien si se ha demostrado el
papel de algunas de ellas(Haydar et al., 2003; Paridaen y Huttner, 2014). El conjunto de sefiales
que actuan sobre esta toma de decision de la célula neuroprogenitora es muy complejo, e
incluye factores inductores citoplasmicos, sefializacion extracelular mediante receptores de
superficie especificos y sefializacidn intercelular. Los genes reguladores neurales ejercen un
control a este nivel asegurando la correcta migracion y diferenciacion de las células

neuronales.
1.2.5. Estructura de la corteza cerebral

La estructura de la corteza cerebral adulta presenta caracteristicamente seis capas que
suelen expresarse en nimeros romanos: |, capa molecular; I, capa granular externa; lll, capa
piramidal externa; IV, capa granular interna; V, capa piramidal interna o ganglionar; VI, capa
multiforme o de células polimérficas en continuidad con la capa ependimaria vy
subependimaria. Entre estas capas celulares se sitan capas de fibras mas o menos gruesas
particularmente las de las capas |, IV, V y VI (Fig. 10). Este patrén de seis capas estd presente
en mamiferos, tanto en el hombre como en el ratdn, con independencia del grosor y desarrollo

posterior de determinadas areas segun la complejidad y evolucién de cada especie.

En el ratdn, objeto del presente estudio, la mayoria de las neuronas corticales se generan
entre los dias embrionarios 12.5 y 17.5 (post-coitum), requiriendo un nimero total estimado
de 11 ciclos celulares durante la neurogénesis. Funcionalmente la corteza comprende cuatro
tipos de células neurales que incluyen dos clases de neuronas, piramidales glutamatérgicas e

interneuronas GABAérgicas, asi como dos tipos de células gliales, oigodendrocitos y astrocitos.
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Figura 10. Estructura de la corteza cerebral. (A) Estructura de la corteza cerebral
humana en tincion Nissl (Giemsa). Tomado de www.herrera.unt.edu.ar/.../ pagina3.htm.
(B) Esquema de los tipos celulares en cada una de las capas en tincion de plata. También
se muestran las principales zonas de fibras. Tomado de www.javeriana.edu.co/.
..Jcorteza.htm. (C) Dibujo original de Santiago Ramdn y Cajal de las células corticales
segun se observan tras tincion con plata. Instituto Cajal, Madrid.

Durante la corticogénesis estos tipos celulares proceden dos conjuntos de progenitores,
localizados en el telencéfalo dorsal y en el ventral. Los progenitores del telencéfalo dorsal
primero diferencian en neuronas piramidales glutamatérgicas, entre los dias E10 a E17, en el
ratdn. Tan pronto se diferencian salen de la ZV y migran radialmente hacia la superficie pial,
formando las seis capas neuronales de la corteza madura en un maneragradual “de dentro
hacia fuera”, es decir, siendo las mas internas las antecesoras y las mas superficiales las mas
recientes (Fig. 11). El proceso, regulado por factores de transcripcion y diferentes sefiales y
factores de crecimiento, controlard, no sélo la laminacion cortical, sino también el tamafio de
la corteza cerebral, el del cerebro y el de la cabeza, y comienza desde la migracion de los
neuroblastos desde la ZV, de manera coordinada con el proceso proliferativo. Las neuronas de
las futuras capas VI y V, se generan durante los ciclos 1-8, mientras que las destinadas a las

capas IV y lll/Il lo hacen durante los ultimos tres ciclos terminales.

En los ultimos estadios de desarrollo tiene lugar el cambio a gliogénesis, generandose
primero los astrocitos, mientras que las células precursoras de oligodendrocitos lo haran en el
periodo peri y postnatal. De manera similar, en el telencéfalo ventral los progenitores neurales
se diferencian secuencialmente, formando primero las neuronas GABAérgicas v,
posteriormente, cediendo lugar a astrocitos y precursores de oligodendrocitos. Un subtipo de

neuronas GABAérgicas derivadas de  precursores ventrales, junto a precursores de
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oligodendrocitos, penetraran en la corteza por medio de migracion tangencial (Marin 2013;

Marin y y Rubenstein, 2013).

A medida que una réapida division celular ensancha la capa proliferativa en la zona
ventricular, la primitiva estructura cortical va avanzando desde ser un simple neuroepitelio
monocapa hasta formar una estructura mucho mas compleja (Kandel et al., 2000; Squire et al.,
2008). Dentro de este proceso, en primer lugar distinguimos una preplaca, en la que ya no
observamos movimientos de los nucleos celulares en la dindmica de la migracidon nuclear
intercinética. Asimismo, se observa otra intermedia en la que solo vemos axones provenientes
del talamo. Por lo tanto, en un primer estadio del desarrollo distinguimos una zona ventricular,
en la que se localizan las células que estan proliferando, una zona intermedia, en la que sélo
encontramos axones, y una preplaca en la que se ubican los precursores neuronales post-

., 2008).

mitéticos (Fig. 11) (Kandel et al., 2000; Squire et a

Mas tarde podemos distinguir una primitiva corteza embrionaria que formard la placa
cortical que ira agrandandose y albergando las diferentes capas de la corteza. Alrededor de
E18 la corteza embrionaria presenta ya varias capas bien diferenciadas (Fig. 12). La placa
cortical es la precursora de la mayoria de la corteza. Casi la totalidad de las neuronas de la
placa cortical se han generado entre los dias 11 y 17 del desarrollo embrionario (Molnar et al.,
2006). Asi pues, esta capa en estadios tardios del desarrollo (Ej. 18 dias de gestacidn) nos

puede servir de indicativo para intuir como sera la futura corteza cerebral adulta.

Como se menciond anteriormente (Fig. 11) la preplaca, en los primeros estadios del
desarrollo embrionario, se subdivide en una zona marginal ,futura capa | de la corteza, y una
subplaca (Fig.s 11 y 12), entre ambas, la incorporacidn de las células a la placa cortical formara
las restantes capas desde la Il a la VI. (De Carlos y O’leary, 1992). La temprana diferenciacién
de la subplaca llevd a pensar que las neuronas de esta zona podian jugar un papel importante
en el desarrollo cortical. La relacién que existe entre la zona marginal y la subplaca constituye
el primer circuito funcional identificado en el desarrollo de la corteza en mamiferos (Kostovic y
Rakic, 1990). Se ha sugerido que las células de la subplaca actuan en la diferenciaciéon neuronal
y la conexion de circuitos en la placa cortical (Friauf et al., 1990) incluido el cuerpo calloso. Las
neuronas de la subplaca parecen participar en las conexiones eferentes y aferentes entre la
corteza y estructuras subcorticales, de hecho, las proyecciones eferentes de la corteza
proceden exclusivamente de las capas V y VI (De carlos y O’leary, 1992). La funcidn de la

subplaca en el desarrollo de los sistemas de proyeccidn cortical es de vital importancia.
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Figura 11. Formacién de capas corticales. (A) La mayoria de las neuronas corticales y las de
proyeccién glutaminergicas se generan en la zona ventricular (VZ) y migran radialmente sobre
prolongaciones de la glia radial a través de la zona intermedia (IZ) para agregarse en la placa cortical (CP,
del inglés, cortical plate). (B) La mayoria de las interneuronas GABAérgicas corticales se generan en las
eminencias ganglionares (GE, del inglés, ganglionic eminence) y migran tangencialmente a través de la I1Z
y la zona marginal (Mz, del inglés, marginal zone) para distribuirse en el neocortex. (C) Desarrollo de las
capas corticales en roedores. Las primeras neuronas generadas en la VZ se agregan en la zona cercana
a la superficie pial y forman la preplaca (PP) que mas tarde se divide para formar la zona marginal (MZ)
y la subplaca (SP) quedando separadas por las neuronas de la placa cortical (CP) generadas
posteriormente. Las neuronas de la CP se van incorporando siguiendo un esquema de dentro hacia
afuera, en el que las neuronas nacidas antes forman las placas mas profundas mientras que las mas
recientes migran sobrepasandolas para formar progresivamente las capas mas superficiales. WM,
sustancia blanca (del inglés, white matter). (D) Estadios de desarrollo de la corteza de raton segun los
diferentes dias del desarrollo embrionario (E8.5, E10, E12) y en adulto. La zona subventricular
germinativa (SVG, del inglés subventricular germinal zone) es patente desde el estadioE12 (o E13 segln
los autores). Tomado, con modificacidn, de O’Leary y Nakagawa, 2002)
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Figura 12. Corticogénesis durante los estadios de desarrollo de raton. CP, placa
cortical; FL, capa fibrosa; MZ, zona marginal; SP, subplaca; SVZ, zona subventricular
(proliferativa); VZ, zona ventricular (proliferativa). Tomado de Molnar et al., 2006.

1.2.6. Factores reguladores de la neurogénesis cortical analizados en este estudio

Durante el desarrollo cortical estan presentes una amplia gama de moléculas que controlan
los procesos de migracién, laminacion, y de la formacion de las capas corticales. A su vez, los
diferentes linajes celulares generan una amplia diversidad celular a lo largo del proceso que se
caracteriza por expresar una serie de marcadores celulares que diferencia cada tipo especifico
celular del conjunto de progenitores neurales. No es propdsito de esta tesis, por motivos de
extensiodn, profundizar en este apartado en la accién de cada uno de ellos pero si queremos
mencionar especificamente alguno de los que se han estudiado en este trabajo y que han

permitido caracterizar mejor la funcién del receptor LPA; en esta etapa del desarrollo.

-Pax6. El factor de transcripcion Pax6 pertenece a un grupo relativamente pequefio de
factores de transcripcién que ejercen un control esencial en el desarrollo cortical y cuya
deleciéon o mutacion en el embridon causa defectos cerebrales y una amplia variedad de
alteraciones del neurodesarrollo. Presenta un alto grado de conservacién y se expresa en
gradiente en la corteza en desarrollo, siendo esencial para la corticogénesis (revisado en

Manuel et al., 2015).

Durante el periodo neurogénico Pax6 se expresa en los progenitores apicales de la ZV en
gradiente elevado en sentido rostrolateral y bajo en sentido caudal-medio. Los progenitores
apicales que dan lugar a los progenitores basales expresan, de manera transitoria el factor de
transcripcién proneural Neurogenina 2 (Ngn2; Britz et al., 2006). Pax6 no se expresara en los
progenitores basales que, sin embargo, se caracterizaran por expresar otro factor de
transcripcién, Thr2. De esta manera, en la corticogénesis del ratén (en primates existe un

mayor solapamiento y una estructura diferente de cada area), tendra lugar una secuencia de
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expresidn que caracteriza la transicién de un progenitor apical a un progenitor basal y de éste

a una neurona postmitdtica, siendo ésta: Pax6 - Ngn2-> Tbr2 > Tbrl.

A nivel celular Pax6 es un factor esencial para la regulacién de al proliferacién de los
progenitores corticales. Como hemos mencionado, la regulacidn de la proporcién de divisién
simétrica/asimétrica es esencial en la neurogénesis. La longitud del ciclo celular de los
progenitores apicales de ratdon se incrementa desde 8h (en estadio embrionario E10) a 18h en
el final de la neurogénesis (E18) debido al aumento de duracidn de la fase G1 (Takahashi et al.,
1995; Estivill-Torruds et al., 2002).El alargamiento de la duracién de G1 actda promoviendo el
numero de progenitores basales, que muestran un ciclo celular mas largo (Arai et al., 2011).
Pax6 es critico para el control espacial y temporal de la duracién del ciclo celular en los
progenitores corticales. Su pérdida durante la corticogénesis termina por acortar la duracién
del ciclo celular de los progenitores, forzando su salida de ciclo y maduracidon temprana,
aumentando el nimero de divisiones asimétricas y el de neuronas postmitéticas (Estivill-Torrus
et 4l., 2002). Su funcién afecta igualmente a la posicidon laminar final asi como al subtipo de
neuron de proyeccion cortical ya que son dependientes del tiempo empleado por los
progenitores para salir del ciclo celular. Pax6 ejerce una accidn represiva sobre la progresion
del ciclo celular en los progenitores corticales, estando sus niveles de expresion
correlacionados con la duracidn de ciclo, siendo los de mayor expresidn en las areas donde la
duracion de ciclo es mayor, y los de menor expresién, en las de ciclo celular mas corto (Mi et
al., 2013). Ademas, su accion no solo se restringe al control de ciclo sino que se ha demostrado

como un determinante de destino neuronal en los progenitores corticales (Heins et al., 2002).

- Tbr2. De la misma manera que Pax6 caracteriza a los progenitores apicales, la expresion
del factor de transcripcion Tbr2 lo hace en los progenitores intermedios basales, marcando el
final de expresién del primero y el comienzo de la del segundo, la transicién de génesis de un
progenitor a otro. La relacidon entre ambos es tal que la pérdida de expresién de Pax6 genera
pérdida de expresidon de Ngn2 en la ZV y una bajada de expresidn de Tbr2 en la ZSV; a su vez,
una sobreexpresion de Pax6 termina en aumento de expresién de Ngn2 y Thbr2 (Sansom vy
Livesey, 2009). Los estudios usando animales con delecién de Tbr2 han mostrado una
disminucién del grosos de las capas corticales, similar tanto en las capas profundas como las
mas superficiales, y pérdida de progenitores intermedios (Sessa et al., 2008). Por contra, su
sobreexpresion aumenta las células positivas al marcador de células en fase de mitosis
fosfohistona H3, el grosor de la ZV y ZSV, y la proporcién de progenitores intermedios basales

(Vasistha et al., 2015)
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- Neurogeninas 1, 2 (Ngnl y Ngn2). Al igual que acabamos de citar con Ngn2, Ngnl es un
factor proneural, cuyo gen pertenece a la familia de factores de transcripcion caracterizada por
el motivo estructural de dos hélices alfa conectadas por un bucle, expresado como "hélice-
bucle-hélice" basico (bHLH, del inglés, basic helix-loop-helix). Ngnl participa igualmente
durante la especificacién de destino neuronal en el progenitor, y activa simultdneamente el
programa de determinacién neurogénica, a la vez que inhibe la determinacion de tipo
astrogliogénica por medio del secuestro e inhibiciéon de coactivadores y reguladores génicos
progliales. Durante la neurogénesis, entre E12-E15 en el ratén, los niveles de expresion de
Ngnl permanecen elevados, mientras que estdn muy reducidos durante la astrogliogénesis

(PO-P4, siendo estos, dias postnatales) (Sun et al., 2001; He et al., 2005).

- p27"*! (también llamada p27) La progresion durante el ciclo celular en mamiferos esta
regulada y dirigida por la activacién secuencial de los complejos ciclina-quinasas dependientes
de ciclina (Cdk, del inglés, cyclin dependent kinase).La actividad de las Cdk estd regulada
negativamente por la famiia de proteinas Cip/kip, proteinas inhibidoras de Cdk, que incluye
p21, p27 y p57, las cuales se asocian a complejos de cliclina-Cdk inhibiendo su actividad
quinasa en puntos de control de transicion de fases del ciclo celular G1/S y G2/M, siendo el
punto G1/S donde actua p27kipl para impedir la progresion de la fase G1 (Sherr y Roberts,
1999). El potencial neurogénico de los precursores apicales viene medido por la proporcion de
células que salen del ciclo celular frente a las que permanecen proliferando, reentrando en
ciclo. Durante la corticogénesis la proporcion de salida de ciclo aumenta a expensas de la
segunda, en un control orquestado por diferentes mecanismos capaces de controlar y activar

kP! de manera que las alteraciones

el modo de division en un momento dado, entre ellos p27
de su expresidn tendrian efectos inmediatos en la neurogénesis. Asi, la sobreexpresién de
p27""* provoca un incremento en la proporcidn de células de la ZV que salen del ciclo celular y
migran a las capas superciales, alterando la laminacidn cortical (Tarui et al., 2005).Ademas,
p27“"! también participaen funciones adicionales a las propias de ciclo celular, interactuando
con Ngn2 para inducir la activacion de sus genes diana, o bien promoviendo la migracion vy la
morfologia de las neuronas postmitoticas a través de la reorganizacion del citoesqueleto de

actina mediante la formacion de complejos e interacciones con Cdk5 y conexina 43 (Kawauchi

et al., 2013).

- Tis21. Tis21 (Tis21 en ratén; PC3 en rata; BTG2 en humano) es un gen antiproliferativo
implicado en el control de la progresion del ciclo celular, en la transicion de la fase G1 aSy
que, durante el periodo de corticogénesis se asocia con la longitud de ciclo celular y las

divisiones neurogénicas de los progenitores, no expresandose hasta que comienza la
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neurogénesis y haciéndolo, ademas, en la fase de division asimétrica, marcando
selectivamente los progenitores neurogénicos, no los proliferativos, asi como tampoco las
neuronas postmitéticas (lacopetti et al., 1999). Practicamente todas las neuronas tempranas
derivan de progenitores apicales que expresaban Tis21, y la mayoria de progenitores basales
que expresan Tis21 terminan por generar una divisibn neurogénica, sin embargo, se ha
observado que las células que expresan Tis21 no suelen generar neuronas directamente, sino

que generan progenitores basales que daran lugar a neuronas (Attardo et al., 2008, 2010).

En el desarrollo del ratén, entre E10.5-E18.5, las divisiones de progenitores apicales son
mas numerosas que las de los basales, pero éstas son mas neurogénicas (10%-20% son
neurogénicas en apicales vs. 40%-80% en basales) (Kowalczyk et al., 2009. A efectos de su uso
como marcadores las divisiones de células que expresan Pax6, apicales en su mayoria, son mas
numerosas, pero las de células que expresan Tbr2, basales, son mas neurogénicas. A su vez, la
mayoria de todas las células con divisidon asimétrica (es decir, presumiblemente neurogénicas)
quedarian sefialadas por la expresion de Tis21. De manera llamativa, la mayoria de los
progenitores intermedios producen la mayor parte de la interneuronas de proyeccidn en la

preplaca asi como en las capas profundas y superficiales de la corteza (Kowalczyk et al., 2009).

1.3. Efectos biologicos del LPA e implicacion en el desarrollo del SNC

La participacién de la sefalizacion mediada por LPA en el SNC ha sido ampliamente
documentada durante la Ultima década. EI LPA actua sobre la mayoria de los tipos celulares del
SNC y participa en una amplia variedad de procesos tanto del desarrollo como en el adulto o
en condiciones patoldgicas, incluyendo neurogénesis, dolor neuropatico, dafio neural,
esquizofrenia, epilepsia o déficit cognitivo (revisado en Frisca et al., 2012; Choi y Chun 2013;
Yung et al., 2015). Como hemos mencionado, la expresién Lparl en la ZV durante el desarrollo
sugeria un papel relevante en el desarrollo cortical (Hecht et al.,, 1996; Figura 13). La
caracterizacion de animales carentes del receptor LPA; (LPA;-nulos) ha permitido demostrar
fenotipos neurales asociados especificamente al receptor. Desde un punto de vista de
desarrollo cortical, determinados modelos de delecidon de LPA; generan un 50% de muerte
perinatal asociada con defectos olfatorios y algunos defectos de sistema nervioso (Contos et
al., 2000; Harrison et al., 2003). Ademas, la administracion exdgena de LPA genera un aumento
del grosor cortical en cultivos de corteza de raton debida, no a efectos proliferativos, sino a la

inhibicién de muerte celular, aumentando de manera notable la poblaciéon postmitdtica
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neuronal (Kingsbury et 4l., 2003). En ese sentido, también se ha descrito una accidn supresora
de apoptosis del LPA en estudios in vitro en células H197, una linea celular embrionaria de

progenitores hipocampales Sun et &l., 2013).

El LPA tiene multiples efectos sobre los progenitores neurales. Los primeros estudios
demostraban cambios en la conductancia a calcio mediados por el receptor LPA; en respuesta
a glutamato y GABA (revisado en Dubin et al., 2010), cambios que son bien conocidos por ser
relevantes para la proliferacién, diferenciacion y funcionalidad de las células. También, se ha
propuesto su participacién, a través de cambios citoesqueléticos, en la migraciéon nuclear
intercinética, activando el LPA la fase de esfericidad de los progenitores apicales durante este
proceso e induciendo desplazamiento mitotico, incrementando el porcentaje de células
mitéticas en posicidn basal (Fukushima et al., 2000; Kingsbury et &l., 2003; Herr et al., 2011,
Yung et 4l., 2011).

Figura 13. Expresion del gen Lpar1 en la zona ventricular telencefdlica. Imagenes de
hibridacién in situ con una ribosonda de Lparl sobre corte sagital (A) y coronal (B) del
cerebro embrionario de ratén en estadio E14 mostrando la expresion del receptor en la
ZV (flechas). VL: ventriculo lateral, BO. Bulbo olfatorio, Est: Estriado, TA: Talamo, P:
Puente, CB: Cerebelo, M: Médula, TV: tdlamo ventral (Hecht et al., 1996).

En relacion a su papel en procesos proliferativos también se ha demostrado su papel en
neuroesferas de ratdn obtenidas en periodo perinatal, donde el LPA induce la proliferacion y
diferenciacion clonal (Svetlov et al., 2005). La participacién del LPA no sélo se restringe a la
divisién sino que también actuaria sobre la migracidn celular. Asi, en estudios in vitro en la
linea celular B103, progenitores corticales y explantes de corteza cerebral, ambos de ratén en
E12, se observd que el LPA, a través de la via dependiente de Rho, y las fibras de retraccion de
F-actina, inducia en ellos la retraccidon de conos de crecimiento y lamelipodios (Fukushima et
al.,, 2002). Los estudios in vitro de administracion exdgena de LPA sobre neuroblastos

permitieron proponer a las neuronas postmitéticas como fuente exégena de LPA que actuaria
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sobre los precursores neurales a modo de control por retroalimentacién (Fukushima et al.,

2000) (Fig. 14).

Los receptores LPA; y LPA, son los Unicos que median efectos sobre el citoesqueleto, por
medio de las vias de activacién de la subunidades de proteina G, Ggio ¥ Gaiz/13 (Fukushima,
2004). La reorganizacion del citoesqueleto esta regulada por las Rho-GTPasas, en concreto
RhoA, Cdc42 y Rac (Ridley, 1994; Moolenaar et al., 2004). Estas enzimas ejercen su accién
sobre los microfilamentos y la polimerizacidn de filamentos de actina (Sayas et 4l., 2002). Los
dominios citoplasmdticos de los conos de crecimiento axonal estdn compuestos de filamentos
de actina (F-actina) y complejos de proteinas ligadoras de actina. La estimulacién de la via de
Rho y la consiguiente activacidn de las proteinas ROCK producen una fosforilacién de cadenas
ligeras de miosina y activan, al mismo tiempo, a la miosina fosfatasa, la cual retira residuos de
fosfato de la las cadenas de miosina, teniendo por resultado final el incremento de la
reorganizacién de filamentos de actina y la contraccion celular (Fukushima, 2004). El LPA,
como citamos a continuacidn, también favorece la retraccion de fibras del citoesqueleto ya
que actta sobre los microtubulos, polimeros de a/p tubulina, principal componente de la
parte central del cono de crecimiento axonal y esenciales para la formacién y mantenimiento
de las prolongaciones axonales y neuritas, favoreciendo a los microtubulos dindmicos frente a

los estables.
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Figura 14. Accion propuesta para el LPA durante la neurogénesis cortical. El LPA
extracelular producido por neuronas postmitdticasinteractuaria con alta afinidad sobre
los receptores de LPA presentes en los neuroblastos de la ZV. Esto, activaria la
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sefializacién conduciendo a la retraccion de prolongaciones celulares, la esfericidad
celular y la migracion nuclear. (Modificado de Fukushima et al., 2000).

A nivel neuronal la administracidn de LPA, a través de la via Gy promueve la diferenciacion
a linaje neuronal (Kingsbury et &l.,, 2003; Fukushima et &l.,, 2007), y, via Ggs, la
reorganizacién citoesquelética (Fukushima et al.,, 2002; Fukushima y Morita, 2006) y la
retraccidn de neuritas, siendo esta mediada, cuando menos, por la via de sefializacién de ROCK
(Tigyi et al.,, 1996) y por los receptores transitorios TRMP2 (del inglés, transient receptor
potential channel, subfamily M, member 2) vy, con ello, actuando, igualmente, sobre el cono de
crecimiento axonal, la morfologia, y la movilidad de las neuronas postmitdticas (Fukushima et

al., 2004; Moolenaar et 4l., 2004; Yamazaki et al., 2008) (Fig. 15).

Figura 15. Posibles funciones del LPA en las neuronas postmitdticas. El LPA causa
retraccion de neuritas y esfericidad celular en neuronas jovenes, mientras que en
neuronas mas viejas causa una parada del cono de crecimiento axonal y una modulacién
de su orientacion. (Modificado de Fukushima, 2004).

El papel del LPA en el desarrollo no se circunscribe Unicamente a procesos proliferativos o
estructurales sino que actua también sobre la diferenciacién funcional de la neurona joven.
Asi, en cultivo de neuronas hipocampales induce la ramificacién neuritica, proceso éste
fundamental para el desarrollo de las redes neuronales (Furuta et al., 2012) e incluso
condiciona la polaridad de la neurona, induciendo cambios en la localizacién del aparato de

Golgi y en la posicion del inicio del axén (Yamane et &l., 2010). En este sentido y, dada la
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necesidad de trabajar con modelos in vivo, mas alld de lo que supone la administracién
exdgena de LPA, los estudios con modelos de ratones nulos para el receptor LPA; de la
variedad Mdlaga han demostrado, en esta misma linea, la necesidad del receptor LPA, para la
neurogénesis hipocampal asi como para el correcto desarrollo del arbol dendritico en las
nuevas neuronas que se forman a nivel hipocampal, tanto en condiciones normales como

patoldgicas (Matas-Rico et al., 2008; Castilla-Ortega et 4l., 2010).

Ademas de en roedores, las funciones del LPA se han descrito en cultivos de células
troncales y progenitores neurales humanos tanto de origen embrionario como de células
troncales pluripotentes inducidas, demostrandose que el LPA inhibia, en ambas poblaciones,
la formacidn de neuroesferas, su expansion y diferenciacion neuronal, induciendo también la
retraccidon de neuritas, y que dicha actividad antidiferenciadora era mediada a través de las
rutas de activacién por Rho/ROCK, PI3K y Akt ( Frisca et al., 2013). No obstante, las condiciones
de cultivo pueden determinar variaciones de efecto ya que, afios antes, Hurst et al. (2008)
demostraban en una linea celular humana neuroepitelial derivada de células troncales

embrionarias que el LPA inducia proliferacion y esfericidad celular.

En el momento en que los trabajos expuestos en esta memoria se llevaron a cabo se
acababa, con ello, de dar un paso adelante al poner de manifiesto, por primera vez, aspectos
concretos del papel del receptor LPA; en el desarrollo del SNC en modelos in vivo. Sin
embargo aun quedaban por analizar numerosos aspectos, entre ellos, la participacién del
receptor en relacién a otras poblaciones celulares como los astrocitos, oligodendrocitos o,
incluso, microglia. Los astrocitos expresan mayoritariamente el receptor LPA,, si bien en cultivo
amplian el rango de receptores (LPA.s), y, durante el desarrollo, el LPA, cuando es
administrado, induce en ellos proliferacién, generacion de especies de oxigeno reactivas,
reorganizacién citoesquelética, y la expresidn, entre otros, del factor de crecimiento nervioso

(NGF, del inglés, nerve growth factor) y de las interleucinas (IL), IL-1B, IL-3, y IL-6 (Tabuchi et

al., 2000; Shano et al., 2000; Spohr et al., 2008). Especialmente interesante es la induccion de
diferenciacion neuronal y de crecimiento axonal que ejercen, en cultivo, los astrocitos
activados por LPA, por medio de proteinas de matriz extracelular, sobre progenitores

corticales (Spohr et al., 2011).

También han tenido especial desarrollo los estudios de sefalizacion por LPA en las
poblaciones de células mielinizantes. Durante el desarrollo del sistema nervioso, el receptor
LPA; se expresa en precursores neuronales localizandose en la zona subventricular
embrionaria donde tiene lugar la neurogénesis cortical (Hecht et al., 1996; Estivill-Torrus et al.,

2008). Tras el nacimiento, esa expresién disminuye pero continlda en los oligodendrocitos y las
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células de Schawnn, coincidiendo con la mielinizacion (Hecht et al., 1996; Weiner et 4l., 1998)
por lo que se ha propuso desde hace tiempo su participacidon en dicho proceso . Si, de una
parte, periféricamente, se ha demostrado que el receptor LPA; regula la migracién y desarrollo
de la célula de Schwann, ademas de protegerla de muerte celular por medio de las vias de Aky
y PI3K (Weiner y Chun et al., 1999; Contos et al., 2000; Anliker et al., 2013), a nivel cortical,
junto a la constatada relacidn entre el periodo de mielinizacidn cortical postnatal y la
expresion del receptor LPA; en oligodendrocitos (Allar et al., 1998; Weiner et al., 1998;
Handford et al., 2001; Cervera et 4l., 2002), se ha demostrado que el LPA afecta a las
prolongaciones celulares en oligodendrocitos aun no mielinizantes y en las primeras fases de
su diferenciacién, aunque no en precursores (Dawson et al., 2003), asi como en los ultimos
estadios de maduracién (Matushita et al., 2005; Nogaroli et al., 2009). Recientemente, nuestro
grupo de investigacién ha demostrado, mediante el estudio de ratones nulos para LPA; de la
variedad Mdlaga, que el receptor LPA; interviene en la diferenciacién de los oligodendrocitos,
asi como en la mielinizacion, actiando sobre la estabilidad celular y el transporte intracelular

de la proteina mielinica PLP/DM20 (Garcia-Diaz et &l., 2015).

Como hemos mencionado, ademas de neuronas, astrocitos o células mielinizantes, también
expresan receptores de LPA otras poblaciones neurales. Los receptores pa1.3 S€ €xpresan en
microglia, tanto de roedores como humana (Méler et al., 2001; Tham et al., 2003), regulando
proliferacidon, cambios morfolégicos celulares y de membrana, y quimiocinesis (Schilling et al.,
2004; Fujita et al., 2008; Muessel et 4l., 2013). Igualmente, se ha demostrado expresion de
receptores de LPA en los plexos coroideos, tanto en condiciones normales como en
patoldgicas (Ohuchi et al., 2008; Turner et al., 2014). Por ultimo, y en relacidén al desarrollo del
SNC es importante destacar la participacion de la sefializacion mediada por LPA en la
vasculatura cerebral ya que, durante el periodo de neurogénesis tiene lugar, igualmente, el de
formacién de vasos a nivel cerebral asi como de la barrera hematoencefdlica. Junto a las
observaciones de hematomas frontales en el cerebro de determinados animales nulos para los
receptores LPA; y LPA, (Contos et al., 2000, 2002), y la presencia de defectos vasculares en
animales carentes de la enzima ATX (Tanaka et al., 2006; van Meeteren et al., 2006) se ha
demostrado que el LPA puede inducir la expresion del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF, del inglés, vascular endothelial growth factor) por medio de la via mediada
por el factor NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, del inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y que, a su
vez, el VEGF puede inducir la expresion de LPA; y de la enzima ATX en las células endoteliales

(Lin et al., 2008; Ptaszynska et 4l., 2010; Dutta et al., 2011).

34



Andlisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo cerebral de ratones carentes del receptor de dcido lisofosfatidico LPA;

El siguiente esquema (Fig. 16) muestra la participacidén de la sefializaciéon por LPA en la
corteza cerebral en etapa embrionaria y adulta, reflejando los tipos celulares donde actua, tal

como hemos mencionado.

Figura 16. Expresion temporal y celular de los diferentes receptores de LPA. Panel
izquierdo: en el cerebro en desarrollo es el receptor LPA; el que se expresan
mayoritariamente y en las células progenitoras, entre otros tipos celulares, mediando en
la migracién nuclear intercinética, la retraccién de neuritas, supervivencia, morfologia, y
migracién. La expresion varia entre dreas y tipos celulares segin avanza la neurogénesis y
progenitores intermedios, neuronas y astrocitos van ocupando la ZV, ZSV, zona intermedia
(21) y placa cortical (PC), segun corresponda. La expresidn de otros receptores de LPA se
suma entonces a neuronas y astrocitos. Panel derecho: todos los principales tipos
celulares en la corteza cerebral madura expresan receptores de LPA, llegando también
esta expresion a observarse en epéndimo, barrera hematoencefalica, y meninges. La
participacion postnatal de los receptores de LPA afectard a la mielinizacidn, las respuestas
astrocitaria y microglial, la estabilizacién vascular e incluso procesos de tipo cognitivo.
(Modificado de Yung et al., 2015).

Considerando los tipos celulares en los que se expresan lo receptores de LPA y la variedad
amplia de respuestas inducidas por LPA en el sistema nervioso es facil presumir una diversidad
de funciones también bajo condiciones patoldgicas. La siguiente tabla (Tabla 1) expone buena
parte de las funciones que se han reconocido reguladas por el LPA en determinadas
neuropatologias. Buena parte de los estudios que han permitido la descripcién de estas
funciones se han realizado sobre modelos animales que, por su importancia en este estudio y

en las diferentes aportaciones a las investigaciones en el SNC trataremos a continuacién.
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Patologia Receptor Funcién validada

Reduccion de las respuestas al dolor a través de un

mecanismo periférico (Inoue et al., 2004; Inoue et
LPA,
al., 2008; Xie et al., 2008; Choi et al., 2010; Nagai et

al., 2010)
Dolor neuropatico

LPA; Reduccion de los niveles de LPA (Ma et al., 2009)

Reduccion de las respuestas al dolor a través de un
LPAs
mecanismo distinto en el SNC (Lin et al 2012)

Aumento de los niveles de LPA o S1P en pacientes
o modelos animales (Eichholtz et al., 1993; Kimura

et al., 2008; Li et al., 2008)

Ictus Isquémico LPA, Regulacion al alza de LPA; y LPA, por lesion

isquémica retiniana (Savitz et al., 2006)

Disminucién de muerte de células ganglionares de

la retina por la hipoxia (Yang et al., 2009)

Neurotrauma

Aumento de LPA, y parcialmente de LPA; en
astrocitos reacitvos en pacientes (Frugier et 4l.,
2011)

Traumatismo
LPA; 3

craneoencefalico . .
Aumento de LPA, o LPA; en astrocitos reactivos o

en neuronas después del dafo (Goldshmit et 4al.,

2010)

Aumento de LPA; y LPA2 en astrocitos reactivos y
Lesion de la
LPA, 3 LPA3 en neuronas tras el dafio (Goldshmit et al.,

2010)

médula espinal
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Neuropsiquiatricas

Esquizofrenia

LPA;

Inhibicidn prepulso, alteracién de la sintesis de 5-
HT y dimorfismos craneofacial en ratones nulos

(Harrison et &l., 2003)

Cambios neuroquimicos y bioquimicos relacionados
con la esquizofrenia en los ratones nulos (Roberts
et al., 2005; Cunnigham et al., 2006; Musazzi et al.,
2011)

Disminucion de la regulacion del LPA; en pacientes

(Bowden et al., 2006)

Comportamiento

disfuncional

LPA;

Alteraciéon de la ansiedad, las alteraciones motoras
y la memoria en los ratones nulos (Dash et al.,
2004; Matas-Rico et al., 2008; Santin et al., 2009;
Castilla-Ortega et al., 2010)

Atenuacion de la actividad locomotora inducida por

la cocaina en ratones nulos (Blanco et al., 2012)

Defectos sobre la neurogénesis hipocampal en los
ratones nulos en condiciones de estrés crénico

(Castilla-Ortega et al., 2010)

Disminucidon de la produccién de LPA o S1P en

pacientes (Umemura et 4l., 2006, Takasugi et al.,

Enfermedad de 2011)
Alzheimer
LPA reduce la muerte neuronal causado por la
acumulacion de B-amiloide (Zheng et al., 2005)
Trastornos del desarrollo
Atenuacion de la desorganizacién cortical inducida
por hipoxia en los ratones nulos (Herr et al., 2011)
Hipoxia fetal LPA,

Desarrollo del modelo de hidrocefalia fetal

mediante la inyeccién de LPA en embrién (Yung et
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al., 2011)

Hidrocefalia fetal

LPA,

Atenuacidn de la hidrocefalia fetal inducida por LPA

en los ratones nulos (Yung et al., 2011)

Otros

Convulsién

LPA,,

Hiperexcitabilidad neuronal evocado por LPA o S1P
(MacLennan et al., 2001; Sim-Selley et al., 2009;
Trimbuch et al., 2009; Chi y Nicol, 2010)

LPA,

Atenuacion de la deficiencia mediada por PRG-1 en
las convulsiones en los ratones nulos (Trimbuch et

4l., 2009)

Fibrosis pulmonar

LPA,

Los niveles de LPA aumentan en el fluido
broncoalveolar después de la lesién pulmonar

(Tager et al., 2008)

Fibrosis renal

LPA,

El LPA estd involucrado en la obstruccién del tubulo

intersticial (Pradere et &l., 2007)

Obesidad

LPA,

Un mecanismo dependiente de LPA ejerce un
control paracrino sobre el crecimiento de
preadipocitos a adipocitos (Ferry e tal., 2003;
Boucher et al., 2005)

Tabla 1. Resumen de las funciones identificadas de los receptores de LPA en
enfermedades relacionadas con el SNC y periférico. (Modificada de Choi y Chun, 2013 y

Rosell del Valle, 2014).

Los estudios mostrados en esta memoria vienen referidos al papel del receptor LPA; en la

neurogénesis cortical. La mayoria de los estudios disponibles hasta la fecha han sido realizados

afiadiendo de manera exdgena farmacos reguladores del receptor, agonistas y antagonistas,

cuya especificidad no es exclusiva del receptor LPA,, sino que, en una u otra medida, también

actuan sobre el resto de receptores de la misma familia. No es sino hasta el desarrollo,
caracterizaciéon y estudio de animales nulos carentes del receptor, cuando se tiene un

conocimiento mas concreto de su funcién, demostrandose, asi, el papel primordial del
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receptor LPA; en el neurodesarrollo (Estivill-Torrds et al., 2008), incluyendo el desarrollo

cortical que aqui mostraremos.

1.4. El ratéon nulo para el receptor LPA; y la variedad Madlaga.

Neurogénesis e implicaciones en el raton adulto.

El primer raton nulo para receptor LPA; fue descrito por Contos et al. (2000), obtenido
mediante la delecién del exdn 3 de los dominios transmembrana I-IV del gen Lparl que
codifica para el sitio de unién al ligando. Los ratones mostraban una elevada mortalidad
perinatal, debido probablemente a déficit olfatorios, alteraciones craneoencefdlicas, menor
tamafio corporal, hematomas frontales e incremento de muerte celular en las células de
Schwann del nervio cidtico (Contos et &l., 2000; Weiner et &l.,, 2001). Ademas, sus
neuroblastos, en respuesta a la administracion de LPA, no respondian con cambios
proliferativos o morfolégicos (Contos et al., 2000), apoyando la participacion del receptor LPA;
en estas respuestas celulares. Afios mas tarde, se describe otro ratdn nulo para el receptor
LPA; (Harrison et &l., 2003), independiente del primero, pero con el que compartia lo
observado. Los estudios de Harrison et al. (2003) describieron, por primera vez, alteraciones
neurofenotipicas, mostrando una reduccion de la actividad locomotora y un importante déficit
en la inhibicién pre-pulso del reflejo de sobresalto. Ademas, presentaban un déficit de
serotonina en corteza frontal, hipocampo, hipotdlamo y nucleo accumbens, entre otras areas
Yy, por el contrario, un incremento en estriado (Harrison et al., 2003). En estudios posteriores
del mismo grupo (Roberts et al., 2005) se mostré que estos animales presentaban también
reduccion de liberacion de &cido gamma-aminobutirico, GABA (del inglés, gamma-
aminobutyric acid) y glutamato en el hipocampo, en respuesta a la estimulacién. En este
sentido, se ha descrito que el LPA aumenta la actividad de los receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) en la sinapsis de las neuronas piramidales del hipocampo (Lu et &l., 1999), lo
que sugiere una funcién del LPA en la plasticidad sindptica. Ademas, la ausencia del receptor
LPA; causa una reduccién de las oscilaciones de la frecuencia alta, o gamma, en las capas
superficiales de la corteza entorrinal, a nivel de hipocampo, asi como del nimero de neuronas
GABAérgicas (Cunningham et al., 2006). Un estudio mas reciente de Musazzi et al. (2011) sobre
sinaptosomas de hipocampo de ratones nulos para el receptor LPA,, demostré que existe una
desregulacion de las subunidades alfa y beta de la proteina quinasa Il dependiente de calcio y

calmodulina (CaMKIl, del inglés, calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1) a nivel
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sindptico, donde la enzima, que actiia como un regulador clave en la potenciacion a largo plazo
y la excitabilidad neuronal (Lisman et al., 2002), modula la transmisidon glutamatérgica. En
dicho trabajo se demostré que, a nivel postsinaptico, los ratones nulos para el receptor LPA;
mostraban cambios en la interaccién de la enzima con los receptores glutamatérgicos
ionotrépicos NMDA vy de acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico, AMPA (del
inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid). Como consecuencia, los
receptores AMPA mostraron una conductancia alterada y una reduccidn de la respuesta en las
vias de sefializacion intracelular por NMDA (Lisman et al., 2002). Asimismo, a nivel presindptico
la carencia del receptor en estos animales genera una acumulacién de los denominados
complejos de proteinas SNARE, mediadores de la fusidn de las vesiculas sindpticas y que tienen
relevancia en algunas patologias como en la esquizofrenia (Lisman et al., 2002). En relacion con
la modulacion glutamatérgica hipocampal, es preciso sefialar que la sefializacién mediada por
LPA implica no solo al receptor LPA; sino también al receptor LPA,, el cual se ha detectado en
terminales presinapticos glutamatérgicos (Trimbuch et al., 2009). Muchos de los mecanismos
qgue regulan la formaciéon de la memoria y la potenciacién a largo plazo son activados y
regulados por modificaciones en el estado de fosforilacion de diferentes proteinas quinasas,
como la quinasa activada por estimulos extracelulares, Erk (del inglés, extracelular signal-
regulated kinases) y CaMKIl cuya actividad puede ser también modulada por neu-
rotransmisores como la serotonina (Cammarota et 4l., 2008). De esta forma, el LPA por medio

de sus receptores, principalmente el LPA,, confiere un importante papel sobre estos procesos.

En el afio 2002 y, durante la expansidn de la colonia de la linea original nula para Lparl

(Contos et al., 2000) cedida por el Dr. Jerold Chun del Departamento de Neurociencia Celular y
Molecular en el Centro Dorris de Neurociencia, en el Instituto de Investigacidn Scripps (La Jolla,
Estados Unidos), nuestro grupo de investigacion obtuvo, de manera espontdnea una variante
viable y estable que fue denominada Mdlaga (malLPA,, Estivill-Torrus et 4al., 2008). Ademas de
exhibir caracteristicas morfoldgicas similares a sus predecesores, el analisis de la corteza

cerebral de los ratones maLPA;-nulos reveld una serie de datos que demostraban el papel del

receptor en el desarrollo cortical y que son los que se exponen en esta memoria.

A partir de este momento se caracterizé de manera intensiva este ratdn dando, como
resultado una extensa variedad de trabajos que ha permitido avanzar en el conocimiento de la
funcién del receptor LPA; por tratarse, precisamente, de los primeros estudios, en muchos

casos, que mostraban la funcidn in vivo del receptor.

Asi, nuestro grupo demostré que el receptor LPA; era necesario para la neurogénesis

adulta, tanto para la presente en la zona subventricular (Matas Rico, 2009) como para la
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hipocampal localizada en el giro dentado, area en la que la carencia del receptor reducia
significativamente la neurogénesis, tanto en condiciones basales como tras la estimulacion por
la combinacién de la exposicidn al enriquecimiento ambiental y al ejercicio fisico voluntario,
afectandose también la supervivencia y la maduracién dendritica, asi como niveles de factores
neurotréficos (Matas-Rico et al., 2008; Figura 17), defectos éstos que quedaban agravados

ante reguladores negativos como el estrés (Castilla-Ortega et al., 2011)..

Recientemente, estudios desarrollados también por nuestro grupo de investigacién han

mostrado que los ratones malLPA;-nulos presentan una hiperactividad neuronal a nivel

hipocampal y prefrontal en condiciones basales (Castilla-Ortega et al., 2012). Esta alteracién
podria estar relacionada con las variaciones en la transmisién glutamatérgica hipocampal
(Blanco et al.,, 2012) y en modelos similares con ausencia del receptor, que muestran
alteracion de la densidad y la actividad de varios receptores de glutamato (Musazzi et al.,
2011), acumulacién de los complejos de SNARE y aumento de la fosforilaciéon de la proteina
CaMKIl (Musazzi et al., 2011). Otra evidencia destacable de los ratones malLPA;-nulos es la
reduccion del nimero de neuronas GABAérgicas que expresan proteinas ligadoras de calcio
tanto en el hipocampo (Matas Rico, 2009) como en amigdala (Pedraza et al., 2014). En este
sentido, recientemente, y en colaboracién con el grupo del Dr. Alvarez Dolado en el Centro
Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa (CABIMER), se ha demostrado que, en
el hipocampo, el trasplante de precursores GABAérgicos derivados del fenotipo silvestre o
normal del ratén (en inglés, wild-type) permite compensar el déficit de interneuronas vy
rescatar los defectos observados en los animales nulos para LPA; (en inglés, null), demostrando

la especificidad de la sefializacién en el desarrollo de los precursores interneuronales (Rosell

del Valle, 2014).

Junto a estos defectos, la caracterizacién del ratén Mdlaga malLPA1-nulo nos ha permitido
demostrar la participacién del receptor en la diferenciacion de oligodendrocitos, asi como en la
mielinizacién, resultando necesario para el transporte de las proteinas a la membrana celular
para la formacién de la mielina (Garcia-Diaz et al., 2007). También ha permitido determinar
mejor la localizacion del receptor en el cerebro, mediante técnicas de autorradiografia
funcional realizadas sobre el animal control normal de fenotipo salvaje y el animal nulo, asi
como la distribucién anatémica de diferentes especies de LPA y de algunos de sus fosfolipidos

precursores (Gonzalez de San Roman et al., 2015).
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Figura 17. Alteraciones morfologicas y defectos neuronales en ratones adultos
nulos para el receptor LPA;. (A) En el animal adulto de fenotipo silvestre [(+/+)] la
expresion del receptor LPA; se localiza en las fibras de mielina corticales radicales y del
cuerpo calloso (cs) y en la zona del giro dentado (gd) del hipocampo (izquierda), donde se
expresa en los precursores neuronales (derecha, arriba) como demuestra la co-
localizacion del receptor con el antigeno doblecortina, especifico de progenitores
neuronales inmaduros (derecha, abajo). La imagen central corresponde al animal nulo
para el receptor [(-/-)], sin reactividad detectable para LPA,. (B) A nivel hipocampal y en
comparacién con los animales normales, la ausencia del receptor genera una menor
neurogénesis adulta (detectada por estudios con bromodesoxiuridina) y una proliferacién
incompleta (detectada por la inmunohistoquimica para la doblecortina) en el giro
dentado, particularmente tras la estimulacién con enriquecimiento ambiental y ejercicio
(Matas-Rico et al., 2008; Castilla-Ortega et al., 2011). Cc: cuerpo calloso, cm: capa
molecular, cg: capa granular, zsg: zona subgranular, GD: giro dentado.

La sefializacién por LPA no sélo regula procesos durante el desarrollo y la etapa adulta sino
que, como se ha demostrado por la administracion de farmacos agonistas y antagonistas de los

receptores, interviene en procesos mas complejos (revisado en Kihara et al., 2015; Llona-
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Minguez et 4al., 2015). De manera similar, el uso del raton nulo para el receptor LPA; ha
permitido demostrar en el SNC y en relacidn con la neurogénesis, la implicacidn especifica del
mismo en diversas funciones complejas, a nivel neuroldgico y psiquiatrico. Ademas de
caracterizar la neurogénesis cortical durante el desarrollo, y la que tiene lugar en el adulto, a
nivel hipocampal, y en relacién a la plasticidad estructural, morfolégica y neuroquimica
nuestro grupo de investigacion también realizd un exhaustivo analisis neurolégico de estos
animales durante los afos posteriores a los resultados plasmados en esta tesis y que, en cierto
modo, refuerzan los resultados y acentian su relevancia funcional normal e incluso en
condiciones patoldgicas. En el ratén en etapa adulta la ausencia del receptor viene
acompaiada de déficits moderados de tipo olfativo, somestésicos y motores, sin presentar
alteraciones funcionales en la retina ni en los potenciales evocados auditivos (Santin et al.,

2009). Estos déficits sensoriomotores podrian deberse, al menos en parte, a las alteraciones en

el neurodesarrollo que afectan a la mielinizacidon (Contos et al., 2000; Garcia-Diaz et al., 2007)
y a la organizacion de regiones cerebrales tales como el bulbo olfatorio (Contos et al., 2000) y

la corteza motora (Estivill-Torrus et al., 2008).

En los ultimos afos, nuestro grupo ha examinado en los ratones malPA;-nulos el
comportamiento exploratorio, las conductas emocionales, la memoria relacional y aversiva,
entre otras (Santin et al., 2009; Castilla-Ortega et al., 2010; Blanco et al., 2012; Castilla-Ortega
et al., 2012; Pedraza et al., 2014; Castilla-Ortega et al., 2014), demostrando la relevancia de
este raton como modelo para el estudio de trastornos psicopatoldgicos, ademas de hacer
evidente el papel que desempenfia la sefializacién mediada por el receptor LPA; en la conducta
normal (revisado en Estivill-Torrds et &l., 2013). En consonancia con el trabajo inicial de
Harrison et 4al. (2003), en ausencia del receptor LPA;, y por comparacién con el fenotipo
silvestre, los ratones malLPA;-nulos manifiestan un claro déficit exploratorio cuando son
expuestos a contextos espaciales novedosos en la prueba de campo abierto, asi como un
aumento del comportamiento de tipo ansioso en la prueba del laberinto en cruz elevado
(Santin et al.,, 2009). Los estudios experimentales realizados por nuestro grupo de
investigacion han mostrado claramente la importancia del receptor LPA; en el aprendizaje de
tareas dependientes del hipocampo, tales como el aprendizaje y la memoria espacial a través
de la prueba del laberinto acudtico de Morris, demostrando un claro déficit en la memoria
espacial a largo plazo de los ratones malLPA;-nulos junto a un uso andmalo de las estrategias
de busqueda (Santin et al., 2009). Estos resultados demuestran la importancia de este receptor
en la memoria espacial y permiten inferir que, en experimentos de administracion

intrahipocampal de LPA, la mejora del aprendizaje espacial inducida por LPA (Dash et al.,
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2004), puede deberse a la estimulacion del receptor LPA;. El uso de diferentes estrategias de
estudio de conducta, como el laberinto de hoyos, permitié demostrar que los animales
carentes del receptor del LPA;, presentan un grave déficit en la memoria de referencia
espacial, déficit que fue mayor conforme aumentaba la dificultad de la tarea descrita, y que
mostraban dificultad en aprender las reglas de la tarea de la memoria de trabajo, un
componente asociado, de nuevo, con la memoria a largo plazo de tipo espacial (Castilla-Ortega
et al., 2010). En este mismo estudio, se demostrd que tanto la ansiedad como el aprendizaje

estaban afectados de manera especifica e independiente, por la ausencia del receptor LPA;

(Castilla-Ortega et 4l., 2010). Igualmente hemos descrito defectos en memoria episddica

(Castilla-Ortega et al.,, 2012) o, mas recientemente, hemos vinculado por primera vez el
receptor LPA; con la capacidad para extinguir asociaciones complejas y dependientes del
hipocampo, en modelos de miedo condicionado contextual (Pedraza et al., 2014), o en el
establecimiento de las asociaciones droga-contexto, una forma de memoria contextual

dependiente del hipocampo (Blanco et al., 2012).

Los estudios llevados a cabo hasta la fecha por nuestro grupo y otros equipos de
investigacion hacen pensar que, al igual que sucede con otros receptores en el sistema
nervioso, la actividad de los receptores de LPA; funciona a demanda. Asi, en el hipocampo, la
estimulacién neurogénica mediante el ejercicio y el enriquecimiento ambiental es la que acaba
por hacer evidente el requerimiento del receptor en los procesos que precisan de una
respuesta neurogénica (Matas-Rico et al., 2008). De manera similar, moduladores negativos
de la neurogénesis hipocampal, como el estrés, terminan por generar un cuadro dramatico en
ausencia de la via de sefializacidon por LPA; (Castilla-Ortega et al, 2011; Garcia-Fernandez et al.,

2012) agravando el patron neurogénico y conductual que mostraban los animales nulos

(Castilla-Ortega et al., 2010) y demostrando, una vez mads, como la sefalizaciéon por LPA; es

capaz de regular de manera tan exquisita estos sistemas.

En resumen, los estudios conductuales desarrollados hasta la fecha, demuestran la
importancia del receptor LPA; para el correcto desarrollo de funciones cerebrales,
especialmente las asociadas a procesos de neurogénesis. Los estudios mostrados en el trabajo
experimental vinculado a esta memoria han representado el primer paso para un nimero
ciertamente amplio de estudios que no han venido sino a acentuar la relevancia de la
sefializacion mediada por LPA y que, a dia de hoy, han permitido el desarrollo de modelos
experimentales asi como, dada su implicacion en diferentes patologias de indole neurolégico y

neuropsiquiatrico (Tabla 1), desarrollar farmacos reguladores y estudios terapéuticos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Como hemos mencionado, el acido lisofosfatidico (LPA) ha demostrado ser una molécula
reguladora que interviene, por medio de receptores especificos (LPA.s), en procesos
esenciales como la proliferacién, diferenciacidon, y supervivencia celular. Los estudios
realizados hasta la fecha en que se inicié este trabajo habian puesto de manifiesto numerosas
funciones para el LPA en el sistema nervioso central (SNC) y, a nivel cerebral, en neuroblastos
corticales, oligodendrocitos, astrocitos, explantes de corteza cerebral, o cultivos de fibras
nerviosas, entre otros vy, si bien eran capaces de inferir alguna de las funciones citadas, no
podian discriminar especificamente el receptor que intervenia en cada una de ellas. Ante la
ausencia de agonistas y antagonistas especificos, la aparicién en el paisaje experimental de
animales con delecion especifica del receptor LPA; abria una via de estudio novedosa y que
guardaba la ventaja de poder estudiar especificamente la funcién del receptor. Sin embargo,
los defectos perinatales que mostraba dicha cepa de ratdn le conferian poca utilidad, ademas
de que ésta no mostraba defectos claros, como se presumia, en el SNC. La expansidn de la
colonia del ratdn nulo receptor LPA; en las instalaciones de que disponiamos, tras un periodo
de cruzamiento y cria amplio, termindé aportando una variedad de dicha cepa que,
conservando la delecion del receptor mostraba tasas de supervivencia altas y se reproducia

adecudamente por lo que, por tanto, permitia estudiarlo en detalle.

Dadas las funciones atribuidas a la sefializacidon por LPA y la expresién especifica, y tan
destacada, del receptor LPA1 en la zona ventricular durante el desarrollo cortical, propusimos
que, en consecuencia, este animal nulo para el receptor era un modelo de ratén en el que
deberian estar afectados todos aquellos procesos de sefializacién por LPA sugeridos vy
mediados por el receptor LPA; y, por ello, de una manera u otra, los presentes en la zona
ventricular, es decir, los procesos de proliferacidn y diferenciacién que tienen lugar en la zona

ventricular durante la neurogénesis.
Por todo ello, propusimos los siguientes objetivos:

1) Analizar el efecto que la delecion del receptor LPA; de dcido lisofosfatidico genera en la
neurogénesis cortical que tiene lugar durante el desarrollo en la zona ventricular del ratén nulo

para LPA; de la variedad Mdlaga.

2) Determinar los efectos que dicha delecion en la variedad Mdlaga del ratén nulo para LPA,

produce en la diferenciacion y migracion de las neuronas durante la corticogénesis.

3) Determinar los efectos corticales que en el raton adulto de la variedad Mdlaga nulo para

LPA; puedan ser consecuencia de una neurogénesis alterada en el desarrollo.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Animales de experimentacion

Para la realizacidon de este estudio se utilizaron ratones de la cepa malPA,;, de genotipo
normal o silvestre [maLparl“/*) ,referidos en el texto como normales], y de genotipo
heterozigoto [maLparl“H] u homozigoto [maLparlH'), denominados genéricamente malLPA;-
nulos o nulos para Lparl, que portan la delecion de la regién que codifica los dominios
funcionales del receptor (Contos et al., 2000), bien de manera parcial (heterocigotos) o
completa (homocigotos) y carecen en la misma proporcidn, del receptor LPA;. Se han usado
embriones (diferentes estadios), e individuos en edad perinatal (dia del parto, referido como
P0O), jovenes (7 dias postnatal, referido como P7) y adultos, machos, de 12 semanas de edad,
de cada genotipo. El ratdn nulo fue obtenido por nuestro grupo de investigacién (Estivill-Torrus
et al.,, 2008) y la colonia correspondiente, mantenida en las instalaciones de la plataforma
central (ECAI) Centro de Experimentacién Animal del Instituto de Investigacion Biomédica de

Malaga (IBIMA) ubicadas en la Facultad de Medicina de la Universidad de Malaga.

Todos los procedimientos experimentales contaron con la autorizacién de cada centro y se
realizaron de acuerdo a las leyes europeas sobre experimentacién animal (European
Communities Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC) No 1946/2003) y a
la normativa nacional vigente para animales de experimentacion y transgénicos Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo
la docencia (B.O.E. de 8 de febrero de 2013), Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado
de los animales, en su explotacidn, transporte, experimentacidon y sacrificio (B.O.E. de 8
Noviembre de 2007), Ley 9/2003, de 25 de abril (B.O.E. de 26 de abril de 2003), Real Decreto
178/2004, de 30 de enero (B.O.E. de 31 de enero de 2004), Decreto 320/2010) (B.O.J.A. de 16

de julio de 2010) en relacidn al uso de organismos modificados genéticamente

Los primeros ratones LPA;-nulos fueron generados sobre un fondo genético mixto
(129X1/Sv) x C57BL/6)). El gen Lparl del ratdn contiene, al menos, cinco exones, conteniendo
el exén 3 el 68 % de la regidon codificante, que incluye los dominios transmembrana I-VI del
receptor, incluyendo la region de unidn al ligando (Contos et al., 1998). El gen Lpar1 se elimind
sobre las células troncales embrionarias de la cepa 129X1/Sv) por delecion del exén 3. Los

ratones quimera resultantes se cruzaron con la cepa C57BL/6) hasta dar lugar a ratones
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homocigotos para la mutacidn. Brevemente, tras clonacién y propagacién del fragmento que
porta el exon 3 del receptor de acido lisofosfatidico LPA; de la cepa 129X1/Sv), se realizo la
construccion génica, que incorpord el gen de resistencia a neomicina y el gen de la timidina
kinasa del virus herpes, flanqueados, junto al exdn 3, por secuencias LoxP. Tras incorporarlo a
células troncales embrionarias R1 la delecidon fue efectiva por recombinacién homdloga y
mediada por una Cre recombinasa (sistema Cre/LoxP). Los fragmentos con el reemplazo del
gen deseado, se clonaron e inyectaron en blastocistos que produjeron ratones quiméricos

retrocruzados con ratones C57BL/6J (Contos et &l., 2000; Figura 18).

Estos ratones LPA;-nulos originales fueron cedidos a nuestro equipo, a inicios de la anterior
década, por el Dr. Jerold Chun del Departamento de Neurociencia Celular y Molecular en el

Centro Dorris de Neurociencia, en el Instituto de Investigacion Scripps (La Jolla, Estados

Unidos).
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Figura 18. Esquema de la delecion del gen Lparl en la cepa original de ratones nulos
para LPA; (Contos et al. (2000). Se muestra la supresion del exdn 3 en la secuencia
codificante del gen Lparl mediante recombinacion homdloga. Se representan el gen en su
estado salvaje (a), con la construccion gendmica incorporada preparado para sufrir la
supresion (b), y el producto resultante con la estructura gendmica de los animales nulos
para LPA; (c) (tomado de Contos et al., 2000).

Tras cruzar los padres fundadores heterocigotos, se expandieron las siguientes
generaciones, formando la colonia mediante retrocruzamiento. El raton LPA;-nulo variedad

Madlaga (malLPA;-nulo) fue obtenido de manera espontanea, en el afio 2002, durante el
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proceso de expansién de la colonia, sobre el mismo fondo mixto. Actualmente, la variedad
Madlaga, una vez estable, ha sido expandida durante 25 generaciones, en los mas de 13 afios
desde que llegara al Centro de Experimentacién Animal en la Universidad de Malaga. Los
ratones malPA;-nulos portan la misma delecidon del exdn 3, son perfectamente viables y
presentan las alteraciones morfoldgicas de sus predecesores (Estivill-Torrus et al., 2008). La
ausencia del receptor LPA; se ha confirmado repetidamente por genotipacion e

inmunohistoquimica.

Para la obtencién de embriones, se introdujeron dos hembras por cada macho, en jaulas
individuales. A las 12 horas el macho era retirado. Tras comprobar el estado de gestaciéon
mediante tapon vaginal, se considerd este dia, respecto al embrién, como correspondiente al
dia embrionario 0.5 (postcoitum), denominado como EQ0.5 (y asi sucesivamente el resto,
precedidos de "E"), siendo sacrificadas las hembras en gestacion mediante dislocacién cervical

los dias correspondientes a los estadios E11.5, E14.5, E15.5, y E18.5.

De manera inmediata se procedid a la extraccion quirurgica de los embriones (Fig. 19). Tras
verificar que el estadio del desarrollo de los embriones correspondia al esperado, se extrajo el
cerebro para sumergirlo en solucién fijadora para su procesamiento histoldgico. Dependiendo
de la técnica elegida se utilizaron diferentes soluciones fijadoras. Al mismo tiempo, se obtuvo

un pequeno trozo de la cola del embrién con el objetivo de efectuar el genotipo del embridn.

Figura 19. Vista de embriones de raton tras su extraccion. (A) Esquema tridimensional
de un embrién de ratén correspondiente al estadio E14.5, en vista lateral. Se aprecian los
dedos individuales pero no estan completamente separados aun. No presenta aun
foliculos capilares en la region cefdlica (imagentomada de
http://www.emouseatlas.org/emap/ema/home.php). (B) Fotografia de embriones de
ratén de estadio E14.5 pocos instantes después de ser extraidos.
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3.2. Genotipado

La deteccion del exdn 3 del gen Lparl, asi como del fragmento menor correspondiente a la
delecién del gen, se realizé tras amplificacion mediante el método de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) (Contos et al., 2000) y se realizd para el
seguimiento de la colonia y para el genotipado de cada uno de los animales utilizados. Para la
extraccién de ADN se secciond una pequeiia porcién de la cola del ratén (4-5 mm) que digirid
enzimaticamente con proteinasa K (Roche Diagnostics, S.L. Life Science, Barcelona; en
adelante, Roche) a una concentracion de 20 mg/ml y diluida en tampdn STES [Tampdn STE
comercial (Sigma-Aldrich Quimica S.A.; Madrid; en adelante, Sigma-Aldrich), constituido por
NaCl 100 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, al que se afiadié SDS (Sigma-Aldrich) al 0,1
%). La digestidn tuvo lugar durante 12 h a 45 °C y en agitacion. A continuacidn se afiadieron
200 pl de una solucién de acetato amadnico 7,5 M (Sigma-Aldrich) a los tubos que contenian la
muestras, y se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min a 4 °C. Para precipitar el ADN se
afiadié el sobrenadante obtenido sobre 900 pl de etanol absoluto frio. Tras agitacion suave, se
centrifugd cada tubo a 14000 rpm, 10 min a 4 °C vy, finalmente, tras lavar con etanol al 70 %
(v/v) y centrifugar a 14000 rpm, 5 min a 4 °C, se dejé secar el precipitado invirtiendo el tubo
abierto. Pasada 1 h, se rehidratd la muestra de ADN en agua estéril, donde permaneceria
durante 24 horas a 4 °C. La cuantificacién del ADN y la presencia de proteinas en las muestras
se realizé por medicion de la absorbancia a 260 nm (Ays) ¥ @ 280 nm (A,g), respectivamente, y
mediante el célculo de la proporcidn A,/ Asgg, entendiéndose de calidad la preparacion de la

muestra cuando dicho ratio tuviera valores préximos a 1,8 (Sambrook y Russell, 2001).

Para la amplificacién se utilizé una cantidad de 100-200 ng (1 pul) de ADN a la que se afadio
una mezcla comercial de ADN polimerasa, BioThermMix™ (Genecraft GMBH, Liidinghausen,
Alemania), conteniendo BioTherm™ ADN polimerasa (0,06 u/pl), tampén de PCR 2,5x con
MgCl2 3,75 mM, desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP, siendo dATP, dTTP, dGTP y dCTP) a
500 uM cada uno, y estabilizadores. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador (Perkin-
Elmer GeneAmp PCR system 2400; PerkinElmer Espafia S.L., Madrid) usando los cebadores

(Proligo; Sigma-Aldrich) que se detallan:

vzg.ill 5’-GGTATTCTTAATTCTAGAGGATCAGC-3’
vzg.is2 5’-TATAGGAGTCTTGTGTTGCCTGTCC-3’
513QL 5’-GCCAATCCAGCGAAGAAGTC-3’
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La mezcla de PCR, con un volumen final de 25 ul por tubo, estaba constituida, para cada

muestra segL'm se expresa:

REACTIVOS PARA CADA MUESTRA VOLUMEN
H,0 estéril 11 pl
BioThermMix™ 10 pl
Cebador1l wvzg.ill 1l
Cebador2  vzg.is2 1l
Cebador3 513QL 1ul
Muestra de ADN 1l

La reaccién se llevé a cabo con 35 ciclos formados, cada uno, por una secuencia de 95°C
durante 30 s, 56°C durante 30 s, y 72°C durante 2 min, con una incubacidn final a 72°C durante

5 min, y dejando enfriar, finalmente, a 4°C.

Tras la reaccién, las bandas resultantes de la amplificacion, correspondientes a los
fragmentos especificos de ADN, se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %
(agarosa D1, baja EEO; Pronadisa; Laboratorios Conda; Madrid). La agarosa se disolvid en
tampdn de electroforesis TBE 1x pH 8,3 (Tampdn Tris/borato/EDTA; Sigma-Aldrich) al que se
afiadié, posteriormente bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 0,5
ug/ml. La separacion de las muestras se efectud a un voltaje de 70 v, usando como tampdn de
carga azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) al 0,25 % diluido en sacarosa (Sigma-Aldrich) al 40 %,
e incorporando, junto a las muestras, un patrén de pesos moleculares adecuado al tamafio de

las bandas (Roche; producto referido como DNA molecular weight markers V, 8-587 b).

La amplificacién del ADN resultante de la combinacién de los cebadores 2 y 3 da como
resultado fragmentos con un tamafno de 348 pares de bases. Este fragmento se corresponde
con la situacién normal con el gen Lparl intacto, representando la porcidn correspondiente a
la regidn que lleva el exdn 3 en el genotipo normal o silvestre. En la mutacidn por supresién se
elimina el exdn 3 del gen y la amplificacidn resultante es una banda de 227 pares de bases,
producto del la combinacién de los cebadores 1 y 2. Por otra parte y, por definicion, en los

individuos heterocigotos, se obtendran ambas bandas (Contos et al., 2000) (Fig. 20).
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A vzg.is2 m- 348bp -.513QL

ECTEN )

vzg.is2 - 227bp - vzg.ill

(=1-)

(+17+)
(+17-)
(-7-)
(=1-)
(+/7+)
(=7-)
(+17-)
H20

Figura 20. Esquema del ensayo de deteccion de la delecion de Lparl en los animales
de experimentacion. (A). Esquema de deteccién mediante PCR para la amplificacién de
los fragmentos correspondientes a la region que lleva el exén 3 en el genotipo normal
(+/+) y a la que presenta la delecién (—/-). (B). Imagen de las bandas resultantes de la
electroforesis en gel de agarosa de ambos fragmentos y en el que observamos las bandas
correspondientes al genotipo normal (+/+) y al genotipo heterocigoto (+/-) y homocigoto
(=/-) mutante para el receptor.

3.3. Fijacion y procesamiento del material para microscopia dptica

3.3.1. Fijacion del tejido y procesamiento en parafina para microtomo

convencional

El procesamiento en parafina se realizé para todos los estudios histoldgicos generales e

inmunohistoquimicos en muestras de embriones y de ratones de estadio perinatal.

Para estos estudios se realizd fijacién por inmersidn. Se sacrificaron los animales por
decapitacién y, una vez extraido el cerebro en tampdn fosfato salino 0,1 M, ph 7,4 a 4°C
(Anexo 1), se fijo por inmersidn en mezcla fijadora de Bouin [(Chamberlain 1932; Baker 1946);
acido acético al 5 %, formaldehido al 9 % y acido picrico al 0,9 %; Sigma-Aldrich; ver Anexo ]
durante 48h a temperatura ambiente. Posteriormente, y tras lavado, se incluyeron en parafina

mediante el uso de un procesador automatico de tejidos en carrusel (modelo 120P; MYR S.L.;
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Tarragona) cuyo protocolo de inclusion contemplaba pasos sucesivos de alcoholes, de
gradacidn creciente [70 % (v/v), 2x1 h; 80 % (v/v), 1 h, 96 % (v/v), 2 x 1 h; 100 % (v/v), 2 x 1 h],
xileno (2 x 1,5 h), y parafina (2 x 1,5 h). La obtencion del bloque previo al tallado se realizé en
un centro de inclusién de tejidos (modelo EG1150H; Leica Microsytems; Leica Microsistemas
SA; Barcelona). Los bloques de parafina se dejaron enfriar en placa fria y, tras su solidificacion,
se cortaron con un microtomo Leica RM2255 (Leica Microsistemas SA; Barcelona) a 10 um de
grosor segun el plano deseado. Los cortes se montaron en portaobjetos tratados con poli-L-

Lisina (Sigma-Aldrich) (ver Anexo ).

3.3.2. Fijacion del tejido y procesamiento para microtomo de congelacion

Este proceso se empled para la inmunodeteccion del receptor LPA; en el tejido
embrionario. En este caso, tras decapitacion y extraccidon del cerebro, se realizd fijacion por
inmersion (24 h) en una mezcla fijadora de paraformaldehido-peryodato-lisina (PLP) descrita
por MclLean y Nakane (1974), consistente en paraformaldehido (Merck Millipore Corporation,
Madrid; en adelante Merck) al 4 %, lisina (Panreac Quimica S.A.U; Barcelona; en adelante,
Panreac) 0,075 M, peryodato sédico (Panreac) 0,01 M, en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4 (ver

Anexo |).

Igualmente, se empled para los estudios de estereologia en animales adultos de 12
semanas de edad. En este caso los ratones se anestesiaron intraperitonealmente con una
solucion de clorhidrato de ketamina (Imalgene®1000; Merial Laboratorios S.A., Barcelona) al
20 % e hidrocloruro de xilacina (Rompun®; Bayer S.A., Sant Joan Despi, Barcelona) al 10%, en
de suero fisioldgico. La anestesis se realiza de acuerdo a su peso, y corresponderia a 80mg/Kg
peso del animal, de ketamina y 12 mg/Kg de peso del animal, de xilacina. Tras comprobar que
los animales estaban totalmente anestesiados (ausencia de respuesta a estimulacién dolorosa)
se perfundieron transcardiacamente primero, con una solucién de lavado, tampdn fosfato
salino 0,1 M, pH 7,4 (Anexo 1), durante 15 minutos y, después, con paraformaldehido al 4 % en
tampon fosfato 0,1 M a pH 7,4 (Anexo 1) con la ayuda de una bomba de perfusion (Masterflex®
L/S® Digital economic drive, Cole-Parmer, Chicago, Estados Unidos). Una vez perfundidos y tras
decapitacién, se extrajo el cerebro. Los cerebros se sometieron a 24 h de fijacion en

paraformaldehido al 4 % con agitacion.

En ambos casos y, previo a su corte, se realizd una criopreservacion del tejido en sacarosa
(Panreac) al 30 % para evitar que éste se dafiara con las bajas temperaturas. La encastracion se

realizd colocando el cerebro sobre la placa de corte del microtomo y cubriéndolo poco a poco
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con sacarosa al 30 %. Posteriormente se realizaron criosecciones de 60 um (para la deteccion
del receptor LPA;) o de 30 um (para la cuantificacion estereoldgica) con un microtomo de
congelacion Modelo Microm HM450, Microm Laborgerate S.L., Barcelona; parte de Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Las secciones se recogieron de
manera seriada en pocillos de placas multipocillo con tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4

(Anexo ), para su procesamiento posterior en flotacion.

3.3.3. Fijacidon del tejido y procesamiento de secciones para criostato

Este procedimiento se utilizd para el analisis de la apoptosis en embriones y ratones
jovenes (P7). Tanto en el caso de los embriones, como los ratones jovenes, se sacrificaron los
animales por decapitacion y, una vez extraido el cerebro, se fijo por inmersidon durante 24 h en

una solucién de paraformaldehido al 4 % en tampon fosfato 0,1 M a pH 7,4 (Anexo I).

Para evitar que el tejido se dafiase con las bajas temperaturas, se llevd a cabo una
criopreservacion previa del tejido, en este caso con O.C.T. (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound;
Sakura Finetek Japan Co., Japon). La inclusion se realizé colocando la pieza de tejido sobre la
placa de corte y cubriéndola poco a poco con O.C.T. Se realizaron cortes de 30 um de grosor,
mediante el uso de un equipo Microm HM550P (Microm Laborgerate S.L., Barcelona; parte de
Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), que se montaron en
portaobjetos tratados con poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich) (Anexo 1) y guardaron a -80°C hasta su

uso.
3.3.4. Fijacidon del tejido y procesamiento de secciones para vibratomo

Este procedimiento se utilizd para el estudio de hibridacidn in situ en embriones. Para ello
se sacrificaron los animales por decapitacidon y, una vez extraido el cerebro, se fijé por
inmersion durante 24 h en una solucién de paraformaldehido (Merck) al 4 % en tampdn
fosfato salino 0,1 M a pH 7,4 (Anexo I) a 4°C y se guardaron deshidratados a dicha
temperatura, para su uso posterior, en una solucidén de tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4
con Tween® 20 (Sigma-Aldrich) al 0,1 % y metanol al 25 %. Se realizaron pasos graduales, con
lavados de 10 min en el mismo tampdn con metanol al 50 %, y al 75 %, hasta deshidratar vy

guardar en metanol 100 %.

Para la obtencion de la secciones, tras la rehidratacion (lavados en el mismo tampdn, con
concentraciones decrecientes de metanol, al 75 %, 50 %, 25 %, y sin metanol) se encastraron

en bloques con una solucién de albumina y gelatina y se obtuvieron secciones de 200 um de
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grosor con el uso de un vibratomo (modelo MA752, Campden Instruments, Loughborough,
Reino Unido). Las secciones se deshidrataron, como anteriormente, mediante pasos de 5-10
minutos por soluciones crecientes de metanol en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con

Tween® 20 (Sigma-Aldrich) al 0,1 % y se guardaron a -20°C hasta su uso.

3.4. Histoquimica e inmunohistoquimica

3.4.1. Tincion de hematoxilina- eosina

Al menos 8 muestras fueron analizadas por cada genotipo para animales en estadio E18.5y
PO. Para la observacidon general de los tejidos se realizd tincion de hematoxilina - eosina

siguiendo el siguiente protocolo:

- Hidratacién de las secciones procedentes de inclusion en parafina mediante pasos de
incubacién en xileno (Panreac) (2 x 15 min), seguidos de alcoholes en porcentaje decreciente
[100 % (v/v), 2 x 15 min; 96 % (v/v), 2 x 15 min; 70 % (v/v), 10 min] y lavado final en agua

destilada.

- Tincién con incubacion por inmersidn de las secciones en solucion de Hematoxilina de
Harris (Panreac Quimica S.A.U; Barcelona; en adelante, Panreac) durante 1 min, seguido de
incubacion en una solucion de alcohol 96 % (v/v) + acido acético (Panreac) 0,1 % (v/v) 5 min,
lavado en agua corriente durante 5 min, e inmersién en solucién de eosina hidroalcohdlica

(Panreac) 10 s.

- Deshidratacion en pasos sucesivos de alcoholes, de gradacidn creciente [70 % (v/v), 5 min;

96 % (v/v), 2 x 5 min; 100 % (v/v), 2 x 10 min] y xileno (2 x 10 min).
- Montaje con Eukitt ® (Panreac).

Para el contrastado de secciones se omitié el paso por eosina hidroalcohdlica.

3.4.2. Inmunohistoquimica
3.4.2.1. Antigenos analizados y anticuerpos usados para su deteccién

Para analizar el desarrollo de la regidon proliferativa de la zona ventricular, se estudiaron los

siguientes antigenos como marcadores de proliferacion celular, ciclo celular, o maduracion:
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- PCNA. Es el antigeno nuclear de células proliferantes (del inglés, proliferating cell nuclear
antigen), una subunidad de la ADN polimerasa (delta), de 36 kD de peso molecular, esencial
para la replicacién en la fase S del ciclo celular. La proteina esta presente en el nucleoplasma
de células que se encuentran activamente en division. Durante la fase G1 comienza a
acumularse, y es en la fase S donde es mas abundante, disminuyendo su cantidad en las fases
G2y M, y con un patrdn diferenciado de distribucion de la proteina intranuclear (la que se une
al ADN) segun la fase del ciclo (Bravo y MacDonald-Bravo, 1987). La proteina PCNA tiene una
secuencia conservada, con muchas homologias entre diferentes mamiferos. En este estudio se
us6 para identificar células en fase S, es decir, como un marcador de células en proliferacién,
por tratarse de uno de los marcadores mds comunes a la hora de identificar células en divisién
y que se expresa en precursores neurales (Ino y Chiba, 2000) y, de manera clara, en la zona
ventricular, donde su andlisis permitié, hace ya bastante tiempo, estudios de duracién de ciclo
celular en los precursores neuronales (Takahashi y Caviness, 1993). Para su deteccién se
empled un anticuerpo monoclonal, obtenido en conejo, con referencia P8825, Clon PC 10
(Sigma-Aldrich) e inmunohistoquimica sobre material fijado con mezcla fijadora de Bouin y en

secciones en parafina.

- Histona H3 fosforilada. Esta proteina de 17 kD participa en el empaquetamiento del ADN
durante la divisién celular (Hendzel et al., 1997), siendo usada como marcador de células que
se encuentran en mitosis. EIl ADN se asocia con las histonas y otras proteinas para quedar
empaquetado y formar los cromosomas. Los cambios en la cromatina todavia difusa se inician
en la fase G2 del ciclo celular, siendo las histonas H1 y H3 las principales responsables del
plegamiento y empaquetamiento de las fibras de la cromatina. En contraste con la
hiperfosforilacion de la Histona H1, la fosforilacién especifica del residuo 10 de serina en la
histona H3 ocurre exclusivamente durante la mitosis, quedando, tras esta, desfosforilada
rapidamente, permaneciendo asi durante toda la interfase (Wolffe, 1992). Para su deteccién se
empled un anticuerpo policlonal, obtenido en conejo, con referencia 06-570 (Upstate Inc.,
Lake Placid, New York) e inmunohistoquimica sobre material fijado con mezcla fijadora de

Bouin y en secciones en parafina..

- B-1ll tubulina. La tubulina es el componente principal de los microtubulos. La tubulina de
clase Il (B-IIl tubulina) es una proteina sintetizada exclusivamente por neuronas en
vertebrados superiores. Su expresidon en las areas proliferativas asociadas a la neurogénesis,
en raton, tiene lugar en E13-E14, tan pronto como aparece la placa cortical y, desde ese
momento, se comienza a expresar en la interfase entre la zona proliferativa y la de

diferenciacidon neuronal, diferenciando poblaciones neuronales postmitdticas, tanto las que
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permaneceran indefinidamente en la zona proliferativa, como las que migran para constituir
las capas corticales (Menezes y Luskin, 1994). Se usd en este trabajo como marcador de
neuronas que ya entran en un proceso de maduracion y migracion. La deteccion se llevd a
cabo con un anticuerpo monoclonal obtenido en ratén con referencia T8660, Clon SDL.3D10
(Sigma-Aldrich) e inmunohistoquimica sobre material fijado con mezcla fijadora de Bouin y en

secciones en parafina.

- Tbr2. Como se ha mencionado anteriormente, la expresion del factor de transcripcion
Tbr2 caracteriza los progenitores intermedios basales y su inicio de expresidn a la transicidn
de génesis desde glia radial a progenitores intermedios, estando su expresién en equilibrio de
secuencia temporal y correspondencia inversa con la del factor de transcripcion Pax6 (Sansom
y Livesey, 2009). Para su deteccién se usd un anticuerpo policlonal, de referencia ab23345,
obtenido en conejo (Abcam plc., Cambridge, Reino Unido) e inmunohistoquimica sobre

material fijado con mezcla fijadora de Bouin y en secciones en parafina.

- GAP-43. La proteina GAP-43 (del inglés, growth-associated protein-43) es una
fosfoproteina que se encuentra exclusivamente en el sistema nervioso, central y periférico
(Skene, JH. 1989) Es una de las principales proteinas de los conos de crecimiento axdnico
(Meiri et 4l., 1986), no estando presente en las regiones de crecimiento de dendritas. GAP-43
se expresa durante el desarrollo, en neuronas postmitdticas y en subpoblaciones mitdticas con
plano horizontal de division (Stricker et al., 1993), y estd implicada en el trazado y guia axonal,
la liberacidon de neurotransmisores y la plasticidad sinaptica (Jacobson et 4l., 1986). En este
estudio se utilizd a objeto de inferir defectos de guia axonal y de tipo neurofuncional derivados
de la alteracion de la division de los precursores neurales. Para su deteccién se usd un
anticuerpo monoclonal, de referencia G 9264, Clon GAP-7B10, obtenido en ratén (Sigma-
Aldrich) e inmunohistoquimica sobre material fijado con mezcla fijadora de Bouin y en

secciones en parafina.

- Parvalbumina: proteina ligadora de calcio que marca subpoblaciones de interneuronas
gabaérgicas. En la corteza cerebral las neuronas inhibitorias GABAérgicas positivas para la
parvalbumina (que constituyen alrededor del 40%) proceden, en su mayoria, de precursores
basales situados en la eminencia ganglionar media y que, por migracidn tangencial terminan
por alcanzar su localizacidn en las capas corticales (Xu et al.,, 2004, 2010). La detecciéon se
realizd con un anticuerpo policlonal, obtenido en conejo, de referencia PV28 (Swant® Swiss
Antibodies; Bellinzona, Suiza) e inmunohistoquimica sobre material fijado con mezcla fijadora

de Bouin y en secciones en parafina.
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- 5’-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) es un andlogo sintético del nucleétido timidina. Tras su
administracidn por via intraperitoneal se incorpora (aproximadamente a lo largo de las 2 h
siguientes a su administracién), en el ADN nuclear de las células que se encuentran en
proliferacién, concretamente en la fase S, permaneciendo en su material genético vy
permitiendo asi su seguimiento y destino, detectandose igualmente en las células hijas
(Taupin, 2007). El anticuerpo utilizado para detectar este antigeno fue el anticuerpo
monoclonal obtenido en ratén referido como G3G4 (Ref.:G3G4 (Anti-BrdU; Developmental
Studies Hybridoma Bank, DSHB, University of lowa; lowa, Estados Unidos), con procesamiento
inmunohistoquimico sobre material fijado con paraformaldehido al 4 % en secciones de

parafina.

-Receptor LPA;: La deteccidn se realizé con un anticuerpo policlonal, obtenido en conejo,
de referencia PA1-1041 (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) e inmunohistoquimica sobre material fijado con mezcla fijadora PLP

(paraformaldehido-lisina-peryodato) y en criosecciones de microtomo de congelacion.

- Proteina nuclear especifica neuronal (NeuN): es una proteina neuronal nuclear que se
expresa en la mayoria de las células neuronales del sistema nervioso incluidas las constitutivas
del cerebelo, corteza cerebral, tdlamo e hipocampo (Mullen et al., 1992) y usada comUnmente
como marcador de neuronas maduras. Junto a su expresidn nuclear, ampliamente descrita, se
ha identificado una isoforma, responsable de reactividad citoplasmatica, reguladora de Fox-3
(Kim et al., 2009). Para detectar este antigeno se ha usado el anticuerpo monoclonal anti-
NeuN MAB377 (Ref.: MAB377; Merck Millipore Corporation, Madrid) sobre material fijado con

paraformaldehido al 4 % en secciones de microtomo de congelacién.

3.4.2.2. Tincién inmunohistoquimica

Para el procedimiento, se partié, bien de secciones de tejido cerebral procedentes de
inclusion en parafina (deteccion de PCNA, histona H3 fosforilada, B-Ill tubulina, GAP-43,
parvalbimina), o bien de crioseccidnes en flotacién (LPA;, NeuN). Las secciones de parafina se
procesaron en portaobjetos y las criosecciones en pocillos (placas de 24 pocillos), en flotacién.
Se siguid el siguiente protocolo que, salvo indicacidn, siempre tuvo lugar a temperatura

ambiente y en agitacién:

- Hidratacidn de las secciones (cuando procedieran de inclusidon en parafina) mediante

pasos de incubacion en xileno (Panreac) (2 x 15min), seguidos de alcoholes en
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porcentaje decreciente [100 % (v/v), 2 x 15 min; 96 % (v/v), 2 x 15 min; 70 % (v/v), 10

min] y lavado final en agua destilada. Este paso se omitié para secciones en flotacion.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 (Anexo 1) en tres pasos de 10 min.

- Inactivacion de la peroxidasa enddgena con solucion de perdxido de hidrégeno
(Merck) al 3 % y metanol (Merck) al 10 % (v/v) en tampon fosfato salino 0,1 M, pH 7,4

durante 30 min en oscuridad.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en tres pasos de 10 min.

- Bloqueo de la biotina enddgena con solucidon comercial (Zymed® Laboratories Inc.;

California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en tres pasos de 10 min.

- Incubaciéon durante 12-18 h en cdmara humeda con el anticuerpo primario
correspondiente, diluido a 1: 1000 en una solucion compuesta de tampdn fosfato
salino 0,1 M, pH 7,4, suero animal al 2,5 % (segun corresponda; Biolink2000 S.L.,
Barcelona), Triton X100 (Panreac) al 0,5 %, y azida sédica (Sigma-Aldrich) al 0,01 %
(p/v), como preservante. El suero animal fué obtenido en conejo, cuando el anticuerpo
primario era de origen murino, y obtenido en cerdo, cuando se trataba de un

policlonal obtenido en conejo.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en tres pasos de 10 min.

- Incubacién durante 2,5 h, en cdmara humeda en la solucién del anticuerpo secundario
biotinilado correspondiente (anti IgG de ratén, obtenido en conejo, o anti IgG de
conejo, obtenido en cerdo, ambos policlonales, biotinilados, con referencias E0464 y
E0353, respectivamente; Dako Diagndsticos, S.L.U., Barcelona), diluido a 1: 800 en una
solucidon de tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con suero de cabra al 2,5 %
(Biolink2000 S.L., Barcelona), Triton X100 (Panreac) al 0,5 %, y azida sédica (Sigma-

Aldrich) al 0,01 % (p/v), como preservante.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en tres pasos de 10 min.

- Incubacién durante 1 h, en oscuridad, en solucidn de Extravidin® (avidina conjugada a

peroxidasa, Sigma-Aldrich) diluida 1: 1000 en tampdn fosfato salino 0,1 M pH 7,4.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en tres pasos de 10 min.

- Revelado de la actividad peroxidasa durante 15-25 min y en oscuridad con una

solucidn, preparada en el momento, de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina
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(DAB, Sigma-Aldrich) al 0,05 %, en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 y perhidrol
(Merck) al 0,03 %.

- Lavado exhaustivo en agua destilada.

- Deshidratacidon de los cortes y aclarado por inmersion en pasos sucesivos de alcoholes,
de gradacidn creciente [70 % (v/v), 5 min; 96 % (v/v), 2 x 5 min; 100 % (v/v), 2 x 10

min] y xileno (2 x 10 min). Montaje con Eukitt® (Panreac) o DPX (Sigma-Aldrich).

La observacidon se realizd en un microscopio Olympus BX51 equipado con obijetivos
UPLSAPO 4x, 10x, 20x, 40x, 100x de 0,16, 0,4, 0,75, 0,90, y 1,40 de apertura numeérica,
respectivamente, y cdmara digital Olympus DP70 (Olympus Espafia S.A.; Barcelona). Cuando
fue preciso, el nimero de células se estimé con el programa Image J versién 1.37v (Instituto

Nacional de Salud, Estados Unidos; disponible en http://rsbweb.nih.gov/ij/ ).

La deteccidén por inmunohistoquimica se llevd a cabo en 12 animales de cada genotipo y
edad. Para la cuantificacion de células positivas para la histona H3 fosforilada se analizaron, al
menos, 200 células por seccién en un area de 150 um x 150 um en la zona ventricular y
subventricular y en un total de 4 secciones por embrion y 8 embriones por genotipo. Se

expresaron los porcentajes respecto al total de células, contrastadas con hematoxilina.

La cuantificacidn de células positivas para bromodesoxiuridina y para NeuN, se detallan en

cada seccidn correspondiente.

3.4.2.3. Inmunodeteccion y cuantificacion de la bromodesoxiuridina

Se administré intraperitonealmente bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma-Aldrich) a ratones
hembra, prefiadas, con el objetivo de observar la incorporaciéon de BrdU en el cerebro de los
embriones y realizar el seguimiento de las poblaciones celulares. La BrdU, como se citd, es un
analogo del nucledtido timidina que, al incorporarse en el ADN nuclear durante la fase S del
ciclo celular permite el seguimiento de los procesos de division celular, ampliamente usada en

los estudios de neurogénesis (Taupin, 2007).

Se prepararon alicuotas de BrdU a una concentracion de 10 mg/ml en agua destilada y que,
una vez diluidas 1:2 en suero salino fisiolégico estéril se usaron para realizar una Unica
inyeccion intraperitoneal (en una proporcién de 70 pg BrdU/gr de peso del animal) a hembras

prenadas con embriones correspondientes a un estadio E14.5. Las hembras inyectadas se
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sacrificaron, para obtener los embriones, transcurridos 45 minutos, a las 12 horas, y en el
estadio E18.5, tras la inyeccidn. Los embriones se extrayeron quirurgicamente, se extrajo el
cerebro en cada uno de ellos v, tras fijacion en paraformaldehido a 4 %, se proceso para la

obtencidn de secciones en parafina (ver apartado anterior).

La incorporacion de la bromodesoxiuridina al ADN obliga, para su deteccién, a un
procedimiento para la apertura y el acceso a la hebra de ADN. Para ello se sometieron las
secciones a una digestién del tejido en una solucidén de proteinasa K (Sigma-Aldrich) a
concentraciéon de 5 pug/ml, durante 30 min a 37°C. Tras ello, se realizaron tres lavados de 10
min con tampdn Tris-fosfato salino 0,01 M, pH 7,8 (ver en Anexo |) y se desnaturalizé el ADN
por incubacién en una solucion 2N de acido clorhidrico (Panreac) durante 30 min, a 37°C. Tras
neutralizar el acido mediante dos lavados de 10 min en tampdn borato 0,1 M, pH 8,5 (ver
Anexo 1), se realizd lavado con tampdn Tris-fosfato salino 0,01 M, pH 7,8 y se siguié con el
protocolo convencional de inmunohistoquimica, si bien, tanto los anticuerpos primario y
secundario, como los pasos de lavado, se realizaron usando, como base, tampdn Tris-fosfato

salino 0,01 M, pH 7,8.

Para la cuantificacion de las células positivas a BrdU se clasificaron éstas en células con
marca densa, es decir, aquellas donde se marca mas de la mitad del nucleo, y células con
marca ligera, con menor marca en el nucleo, indicativa de que han sufrido mas de un ciclo de
division tras el marcaje (Gillies y Price, 1993; Taupin, 2007). La pared cortical del telencéfalo se
analizé en profundidad, por capas corticales, en secciones coronales no adycentes tomadas en
la porcion media cortical. En cada seccidn se analizarén bandas radiales de 100 um de ancho,
divididas en diferentes compartimentos correspondientes a las distintas capas corticales de

acuerdo al siguiente esquema:

La posicion de cada célula marcada se asignd a un
compartimento determinado para generar histogramas de
densidad celular media y segun profundidad. Los cdlculos
fueron resultado de analizar 8 secciones por embrién y por
genotipo. En cada compartimento se calculé el nimero de
células, expresado como el porcentaje del nimero total de
células marcadas en el total de la banda, y se analizaron las

medias para compararlas estadisticamente.

65



Andlisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo cerebral de ratones carentes del receptor de dcido lisofosfatidico LPA;

3.4.2.4. Inmunodeteccidn y cuantificacion neuronal. Estereologia.

Para estimar el nUmero de neuronas en una determinada area cerebral se recurrid a la
estereologia, definida como conjunto de métodos utiles para obtener informacién cuantitativa
de caracter geométrico-estadistico de un objeto de interés, a partir de secciones del objeto

(Cruz-Orive, 1987).

Para el estudio presente se recurrio a cuantificar las neuronas positivas a NeuN detectadas
por el procedimiento convencional mencionado con anterioridad sobre criosecciones en
flotacién. La cuantificacion se realizé en corteza motora y somatosensorial sobre secciones de
microtomo de congelacién de cerebros procedentes de ratones de 12 semanas de edad fijados
con paraformaldehido al 4 % mediante perfusién vascular. Se cuantificd un total de 6 animales
por cada genotipo. Se usaron 7 secciones de 30 um de grosor, espaciadas de manera similar, y
procedentes de series paralelas tras cortar cada corteza coronalmente en sentido
rostrocaudal. Cada capa cortical de delimité de acuerdo a los criterios de Paxinos y Franklin

(2001).

El método empleado fue el método del disector dptico, una modificacién del disector fisico
(Sterio, 1984) y estima el niumero de células contenidas en un volumen de referencia. El
método para calcular el volumen de la regién de interés se basa en el principio de Cavalieri
(Sterio, 1984; Gundersen, 1986; Uylings et al., 1986) y consiste en la colocacién sobre nuestra
regidon de interés de una plantilla, formada por una serie de puntos, con un area asociada. Esta
plantilla se colocard aleatoriamente sobre las secciones y se contara el numero de

intersecciones que caigan dentro del perfil de la estructura.

Para llevar a cabo el conteo estereoldgico se usd un microscopio BX51 (Olympus Espafia
S.A.; Barcelona) conectado con un ordenador y una video camara en color (CCD-iris, Sony
Espafia, Barcelona). El programa C.A.S.T.-Grid version 3.1 (Olympus) genera un muestreo de
campos de un area conocida mediante el control de motorizacion en eje (X/Y) y el uso de un
microcator MT12 (sensor electronico de posicion en Z de alta sensibilidad y precision para
sistema CAST), que dirige los movimientos en el eje Z con una resoluciéon de 0,5 um. Los
objetivos del microscopio fueron UPLSAPO 4x, 10x, 20x, 40x, 100x de 0,16, 0,4, 0,75, 0,90, y

1,40 de apertura numérica, respectivamente.

En el procedimiento habitual se delined la region a cuantificar con el objetivo de 10x v,
usando el objetivo de inmersion de 100x, el programa informatico creé de forma aleatoria una

25 - 70 disectores 6pticos de muestreo para cada capa, donde se encontrarian las células
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marcadas. Cada disector constaba de un marco de muestra de 43,4 um x 43,4 um, con lineas
de exclusién. El conteo se realizaba desde una profundidad de 5 um bajo la superficie del
tejido y cuantificando las neuronas que se enfocaran a través de una profundidad de 15 um del
plano dptico de seccidon. Para cada animal se calculd el nimero de células por unidad de
volimen (Nv) , entendido como el nimero de disectores empleados multiplicado por Vgi;
donde Vg = Sd x Hd, siendo Sd = area de la plantilla del disector (marco de muestra) and Hd =

profundidad del disector. Los datos se analizaron estadisticamente.

3.5. Analisis de la muerte celular por apoptosis durante el desarrollo

El analisis de los niveles de muerte celular por apoptosis en la corteza cerebral se realizé en
embriones y en ejemplares postnatales. Los estadios elegidos para el experimento fueron dos
representativos que permitieran observar tanto defectos tempranos tras las primeras fases de
neurogénesis, como a largo plazo, en periodo postnatal, siendo por tanto E15.5 y P7. Se

analizaron 8 ejemplares por edad y genotipo.

Tanto en el caso de los embriones, como los ratones jévenes, se sacrificaron los animales
por decapitacién y, una vez extraido el cerebro, se fijo por inmersidon durante 24 h en una
solucién de paraformaldehido al 4 % en tampdn fosfato 0,1 M a pH 7,4 (Anexo I). Tras
criopreservar el tejido, se congeld y procesé para criostato (ver apartados anteriores) para la
obtencién de criosecciones de 30 um de grosor que se montaron en portaobjetos tratados con

poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich) y guardaron a -80°C hasta su uso.

El analisis de la muerte celular se realizé utilizando un kit comercial de deteccion de

apoptosis (Promega G3250, DeadEnd™ fluorometric TUNEL System).

Los cambios morfoldgicos que se observan en el nicleo de células en proceso de apoptosis
se deben, generalmente, a la generacidn de fragmentos sueltos de ADN resultado de la accién
de varias endonucleasas (Schwartzman and Cidlowski, 1993). El ADN internucleosomal de
células en apoptosis se suele romper en fragmentos de 180-200 pares de bases. El kit se basa
en el marcaje in situ del ADN fragmentado usando una modificacién del ensayo conocido como
TUNEL (por sus siglas del inglés, TdT-mediated dUTP Nick-End-Labeling) y en el que se ponen
de manifiesto los extremos 3’-OH libres que se generan en la fragmentacion del ADN,
incorporando nucledtidos marcados (dUTP, desoxiuridina trifosfato) a dicho extremo mediante

la accidn de una transferasa de desoxinucledtidos terminales (TdT). Este ADN marcado puede
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ser visualizado directamente en un microscopio con fluorescencia o incluso medido por

citometria de flujo.

Las muestras se sometieron al siguiente proceso (realizado a temperatura ambiente salvo

indicacidn contraria):

- Lavado en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4 (Anexo |) durante 5 min, seguido de fijacion
de las secciones por inmersion de los portaobjetos en una solucion de

paraformaldehido (Merck) al 4 % en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4 durante 15 min.
- Lavado de cuatro pasos de 5 min en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 (Anexo I).

- Incubacién en gota y durante 8-10 min, con una solucidn de proteinasa K (Sigma-
Aldrich) a una concentracién de 20 pg/ml y diluida en una solucién de Tris -HCI 100

mM, pH 8,0 con EDTA 50 mM (ambos reactivos, Sigma-Aldrich).

- Lavado de 5 min en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 y fijacidn de las secciones por
inmersiéon de los portaobjetos en una solucion de paraformaldehido (Merck) al 4 % en
tampon fosfato 0,1 M, pH 7,4 durante 5 min. Seguido de lavado de cuatro pasos de 5

min en tampan fosfato salino 0,1 M, pH 7,4.

- Eliminacién del exceso de tampdn e incubacién en gota con tampdn de equilibrado
(cacodilato de potasio 200 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 6,6, con ditiotreitol 0,2 mM,
albumina de suero bovino a 0,25 mg/ml, y cloruro de cobalto 2,5 mM; segun

descripcién comercial) 5-10 min.

- Eliminacion del exceso de liquido e incubacion, en gota, a 37 °C, 1 h, en cadmara
himeda, en el tampdn que contenia la enzima recombinante TdT o rTdT (tampdn de
equilibrado con 12-dUTP marcado con fluoresceina 5 uM, dATP 10 uM, Tris-HCI, pH

7,6, 1 mM, y EDTA 0,1 mM, y enzima rTdT; seguin descripcién comercial).

- Incubacién en tampdn SSC de parada de reaccion (NaCl 0,3 M y citrato sédico 0,03 M,

pH 7,2.; segln descripcidon comercial) durante 15 min.

- Lavado de cuatro pasos de 5 min en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4. Seguido de

lavado en agua destilada y montaje en medio para fluorescencia (Sigma-Aldrich).

- Alternativamente se realizd tincidon de nucleos con una solucion de ioduro de propidio
(Sigma-Aldrich) a 1 pg/ml en tampédn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4, durante 15 min y en
oscuridad. Transcurrida la incubacién, se lavaron las secciones y se montaron en medio

de montaje para fluorescencia (Sigma-Aldrich).
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El célculo del nimero de células se realizé en secciones coronales no adyacentes, de la
regiéon media cortical y de acuerdo al esquema de compartimentos empleado para el analisis

de la bromodesoxiuridina. Los datos se sometieron a valoracién estadistica.

3.6. Hibridacion in situ

3.6.1. Marcaje de sondas

La técnica de hibridacidn in situ (HIS) se utilizo para identificar y determinar la localizacion
de secuencias de ARN mensajero de los genes Lparl, Pax6, Tis21, Ngnl, Ngn2 y TAG-1. Se
utilizaron sondas de ARN marcadas con digoxigenina (sonda no radiactiva) especificas para la
secuencia de nuestros genes de interés. La digoxigenina permite revelar la sefial de hibridacidn

en el tejido.
Se han utilizado:

- Ribosonda del exén 3 del gen Lparl marcada con digoxigenina (Contos et al., 1998, 2000).
Los plasmidos conteniendo la secuencia de ADN complementario (ADNc) del exén 3 del gen
Lparl (Contos et al., 1998, 2000) fueron aportados por el Dr. Jerold Chun del Centro Dorris de
Neurociencia, en el Instituto de Investigacién Scripps en La Jolla, Estados Unidos. Los
plasmidos estaban incorporados a un vector de clonacion de tipo pBluescript. Se linearizaron
con el uso de la enzima de restriccion Bglll para generar la sonda antisentido y de la enzima
Xhol para la sonda sentido. La transcripcion precisé del uso de una ARN polimerasa T7 para la

sonda antisentido, y de una ARN polimerasa T3 para la sonda sentido.

- Ribosonda del gen Pax6 marcada con digoxigenina. La sonda de ADNc de Pax6 fue cedida
por el Dr. David Price del Centro de Fisiologia Integral de la Universidad de Edimburgo, en
Reino Unido. Los plasmidos estaban incorporados a un vector de clonacién de tipo pCR®-Blunt
II- TOPO. Se linearizaron con el uso de la enzima de restriccion BamHI. La transcripcién precisé
del uso de una ARN polimerasa T7 para la sonda antisentido, y de una ARN polimerasa SP6

para la sonda sentido.

- Ribosonda del gen TAG-1 marcada con digoxigenina. La sonda de ADNc correspondiente
(Denaxa et 4l., 2001) fue cedida por la Dra. Marion Wassef, de la Escuela Normal Superior de
Paris, en Francia y por el Dr. Domna Karagogeos del Instituto de Biologia Molecular y

Biotecnologia en la Universidad de Creta, en Chipre . Los plasmidos estaban incorporados a un
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vector de clonacidn de tipo pBS. Se linearizaron con el uso de la enzima de restriccién Hindlll
para generar la sonda antisentido y de la enzima Xhol para la sonda sentido. La transcripcién
precisé del uso de una ARN polimerasa T3 para la sonda antisentido, y de una ARN polimerasa

T7 para la sonda sentido.

- Ribosonda del gen Ngn1 y Ngn2 marcada con digoxigenina. Cedida por los Dres. Isabel de
Diego y Anibal Smith-Fernandez de la Facutad de Medicina de la Universidad de Malaga. Los
pldsmidos estaban incorporados a un vector de clonacién de tipo pGEM®-3Zf(+). Se
linearizaron con el uso de la enzima de restriccion Nhel (en el caso de Ngn1) y BamH1 (Ngn2)
para generar la sonda antisentido y de la enzima Sphl (Ngn1) y EcoRIl (Ngn2) para la sonda
sentido. La transcripcidn precisé del uso de una ARN polimerasa T7 para la sonda antisentido, y

de una ARN polimerasa SP6 para la sonda sentido.

Todo el protocolo se realizé en las mayores condiciones de esterilidad posibles. La sintesis y
marcaje de las sondas de ARN (ribosondas) con digoxigenina se realizaron a partir de ADN ya
linearizado, cedido por la Dra. Isabel de Diego (Facultad de Medicina, UMA), mediante una
reaccion de transcripcidn in vitro usando un kit de marcaje de sondas frias Riboprobe® Systems
(Promega Biotech Ibérica, S.L.; Madrid; en adelante, Promega), que contenia un medio rico en
sustratos de ARN conteniendo los ribonucleétidos de guanina, adenosina, citosina y uracilo
(GTP, ATP, CTP y UTP, respectivamente) y constituido por: 4 pl de tampdn de transcripcidn 5X;
2 ul de MDTT a 0,1 M; 1 ul de rGTP a 10 mM; 1 pl de rATP a 10 mM; 1 pl de rCTP a 10 mVj;
0,65 pl de rUTP a 10 mM; 0,35 ul de digUTP a 10 mM; 1 pl de inhibidor de ARNasa; 1 pl de ARN
polimerasa; 1 ul de solucién ADN linearizado a 1 ug/ul; completando hasta 20 ul con 7 ul de

agua destilada.

Mediante dicha reaccién de marcaje un 35% de los ribonucledtidos de uracilo estaba
marcado con digoxigenina para capacitar revelar la sefal en el tejido. La mezcla de reaccién
contenia un inhibidor de la ARNasa para evitar la degradacién de las cadenas de ARN
resultantes. Para la reaccion se usé la polimerasa de ARN correspondiente para cada sonda,
dejandola actuar durante 2 horas a una temperatura de 37°C. Posteriormente se afadio

ADNasa | (2 pul ADNsa I, 37°C, 15 min) para eliminar el ADN lineal sobrante de la mezcla.

Las ribosondas se purificaron precipitandolas, siguiendo las instrucciones del kit, durante 30
min, a una temperatura de -20°C con sales de cloruro de litio y etanol al 100 % (la mezcla para
cada caso fué de 100 pl de tampén tE pH 7.5; 10 pl de CILi a 4M; 300 pl de etanol al 100 %; de

acuerdo al fabricante). Seguidamente se roto la solucidon a mano, dejandola a -20°C 6 a -70°C,
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durante 30 min. Tras centrifugar para eliminar el sobrenadante, se lavd el precipitado en
etanol al 70 % vy, a continuacidn, y tras desecar, se volvié a disolver en 100 pl de tampdn TE.
Esta solucion de la sonda marcada con digoxigenina, con una concentracidn aproximada de

sonda de 0.1 pg/ul, se conservo a-20°C

Para comprobar que las sondas producidas habian incorporado los nucledtidos con
digoxigenina y que estaban correctamente marcadas, se realizd transferencia en gota y tincion
de deteccidn (Dot- Blot) para sondas con digoxigenina. Al no tener una solucién de ARN patrén

marcado no se pudo cuantificar, pero sirvié para verificar que las sondas estaban marcadas

3.6.2. Procesamiento e hibridacion

Como se ha citado en la seccién anterior (3.3.4), los cerebros destinados a su estudio por
HIS se procesaron para la obtencién de secciones con vibratomo. Los cerebros se sometieron
inicialmente a fijaciéon en solucién tamponada de paraformaldehido al 4 %, seguido de un
proceso de deshidratacién y almacenamiento a baja temperatura en metanol. Para la
obtencidn de la secciones, se rehidrataron en soluciéon tamponada v, tras incluir cada pieza en
una mezcla de albumina y gelatina, se obtuvieron secciones de 200 um de grosor con el uso de
un vibratomo. Las secciones se deshidrataron, mediante pasos por soluciones crecientes de
metanol en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con Tween® 20 (Sigma-Aldrich) al 0,1 %,

denominado en forma abreviada FST, y se guardaron a -20°C hasta su uso.

Los cortes se rehidrataron y, tras lavado en tampdn FST (2 pasos de 5 min) se sometieron a
un tratamiento durante 15 min con proteinasa K (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 10
ug/ml en tampdn FST, para facilitar la penetracion de la sonda, seguido de incubacién en una
solucién de glicina (Sigma-Aldrich) a 2 mg/ml en tampdn FST 15 min, y lavados posteriores (2
pasos de 5 min) en tampon FST. A objeto de evitar dafiar la fragiidad de los cortes tras este
tratamiento, se sometieron a postfijacion con paraformaldehido al 4 % y glutaraldehido al 0,2
% (Sigma-Aldrich) en tampdn FST durante 20 min, seguido de lavado en tampdn FST. Digestiodn,

fijacién y lavados se realizaron a temperatura ambiente.

Se realizé una prehibridacion de 1h a 70°C. Seguidamente, y a razén de 15 pl de sonda por
cada 2000 pl de tampdn de hibridacién (Anexo 1), se sometieron las secciones a la hibridaciéon
con la sonda de ARN por incubacién durante 18h, a 70°C, temperatura éptima de unidn de la
sonda a su secuencia diana especifica. La presencia de formamida en el tampdn de hibridacion
(ver Anexo 1) y la alta temperatura favorecia que las uniones formadas fueran altamente

especificas, asegurandonos que la sonda no se uniera a ninguna otra secuencia.
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Tras la hibridacidon propiamente dicha se realizaron, en la denominada posthibridacién,
varios lavados de las muestras con el fin de eliminar los hibridos no especificos que se hayan
podido formar: dos lavados de 30min a 70°C en Solucién | (Anexo 1), seguido de un lavado de
10min a 70°C en una mezcla a partes iguales de soluciones | y Il (Anexo 1), y tres de 5 min en
solucion Il (Anexo 1). A continuacion se destruyeron los fragmentos de ARN libres por
incubacién de 30 min a 37°C en solucidonn de ARNsa a 100 pg/ml en solucidn I, seguida de tres
lavados, un primer lavado en solucidén 11 5 min a temperatura ambiente, y dos de 30 min a 65°C

en solcuion Il (Anexo |).

3.6.3. Deteccion de la sonda

Para la deteccion de la sonda se utilizé un anticuerpo primario anti-digoxigenina acoplado a
fosfatasa alcalina (Roche). Previo a la deteccidén los cortes fueron preincubados en una
solucion de levamisol para inactivar la fosfatasa alcalina endégena (Tampdn Tris salino con
Tween® 20 1X - levamisol , Anexo |; 3 pasos de 5 min a temperatura ambiente), seguido de
una incubacién en una solucion de albumina sérica bovina al 3 % en Tampdn Tris salino con
Tween® 20 1X - levamisol (Anexo 1), durante 90 min, a temperatura ambiente, para eliminar
fondo. La Incubacién con el anticuerpo anti-digoxigenina se realizdé durante al menos 18 h, a
4°Cy en agitacion, con el anticuerpo diluido 1:2000 en la solucién de albdimina sérica bovina al
3 % en Tampon Tris salino con Tween® 20 1X - levamisol. Tras la incubacién se lavé varias
veces a temperatura ambiente con Tampdn Tris salino con Tween® 20 1X - levamisol (3 x 5
min + 5 x 30 min y agitacién) y NTMT-levamisol (Anexo I) (3 x 10 min, con agitacion) para

eliminar el exceso de anticuerpo.

Para el revelado de la actividad de la fosfatasa alcalina se empled el sistema NBT/BCIP
(Roche) que usa nitroazul de tetrazolio (NBT, del inglés, Nitro blue tetrazolium) y 5-Bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP, del inglés, 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) como sustratos
de la enzima, diluidos en el tampdn NTMT-levamisol (Anexo 1). Para 10 ml de NTMT se afadio
45 pl de solucion de NBT a 75 mg/ml y 35 ul de solucién de BCIP a 50 mg/ml. La reaccién de
estos sustratos mediada por la fosfatasa alcalina produce un precipitado de color azul-purpura
facilmente identificable en las preparaciones. La reaccidén se realizd en oscuridad,

prolongandose durante 4 horas.

Una vez terminada la técnica, los cortes se lavaron en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4
con Tween® 20 (Sigma-Aldrich) al 0,1 %, y se deshidrataron en concentraciones crecientes de

glicerol (glicerol al 50 % y al 80 % en dicho tampdn). Quedaron almacenados en Glicerol al 80%
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en oscuridad y a una temperatura de 4°C. Los cortes se montaron en portaobjetos, con un

medio de glicerina-gelatina (Anexo |) y se almacenaron en oscuridad y a 4°C.

Las muestras fueron analizadas utilizando una cdmara digital Canon Powershot (Leica
Microsytems; Leica Microsistemas SA; Barcelona) acoplada a un microscopio invertido Leica
DM IL (Leica Microsytems; Leica Microsistemas SA; Barcelona) equipado con objetivos 10x y

x40, con apertura numérica 0,20y 0,50, respectivamente.

3.7. Analisis in vitro: Cultivos celulares e inmunocitoquimica.

A objeto de analizar la dindmica proliferativa se realizaron cultivos de neuroblastos
corticales procedentes de embriones de estadio E14.5. Para ello, se aislé quirdrgicamente la
zona cortical de la parte medial del telencéfalo del embrién (Fig. 21) y, a continuacidn, se
disocié el tejido mediante incubacién en papaina con un kit comercial y siguiendo las
instrucciones del proceedor (Papain Dissociation System, Worthington Biochemical Corp.,

Lakewood, New Jersey).

2\
%\
Figura 21. Region utilizada para el aislamiento de neuroblastos corticales en embrion

de raton de estadio E14.5. Se indica la zona (linea de puntos) en el embrion entero (A) y
en corte coronal del mismo estadio (B).

De acuerdo a las instrucciones del preparado comercial (http://www.worthington-
biochem.com/PDS/default.html), tras triturar suavemente el tejido mediante pipeteo
(aspiracidn/expulsidn) se sometid al tejido a una incubacién a 37°C durante media hora con

agitacion, en una solucién de papaina a una concentracion de 20 unidades/ml en medio salino
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tamponado de Earle (EBSS, del inglés, Earle's balance salt solution) con L-cisteina a 1 mM,

EDTA a 0,5 mM, y 0,005% de ADNasa.

Transcurrida la digestidn, se disgregd suavemente la solucidn tisular mediante pipeteo y se
centrifugé (5 min, 300 xg) para obtener un precipitado celular con el que se realizé una
suspensidn con albumina e inhibidor de ovomucoide ambos a 10 mg/ml, y 0,005% de ADNasa,
en medio EBSS. La suspensidn celular se depositd sobre la superficie de una capa de medio con
inhibidor ovomucoide para efectuar una centrifugacién en gradiente (6 min, 70 xg) que
permitid separar las células viables de restos de membrana. El precipitado se resuspendié en
medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, del inglés, Dulbecco’'s modified Eagle's
medium; Sigma-Aldrich, D0547) libre de suero y las células en suspensién se dispusieron, en
dicho medio y a una densidad celular aproximada de 1,5 x 10° células/cm® en sistemas
multicdmaras de cultivo sobre portaobjetos (Nunc ® Lab-Tek ® Il Chamber Slides ™, Thermo
Fisher Scientific Corp.; Waltham, Massachusetts, Estados Unidos; en adelante, Thermo Fisher)
tratados con poly-L-Lisina (Sigma-Aldrich, P8920). Las condiciones del cultivo fueron 37°Cy un

5 % de CO,.

La viabilidad del cultivo se comprobd por el método de exclusién de azul de tripano con el
uso de una solucidn de azul de tripano al 0,4 % (Sigma-Aldrich). Tras mezclar 100 pl de solucién
de azul tripano, 200 pul de tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4, y 100 pl de la suspension
celular (lo que supone una dilucién celular 1:4), se esperd 3 -5 min y se realizé recuento celular
empleando un hematocitdmetro o cdmara de Neubauer para calcular el porcentaje de células

viables (aguellas que excluyeron el colorante) de acuerdo a las siguientes indicacidnes:

- Conteo del numero de células por cuadrado (4 cuadrados) y calculo de la media de los
cuadrados. Dado que un cuadrado tiene un dreade 1 mm? y 0,1mm de alto, su volimen es 0,1
mm?>, es decir, 10* cm®. Siendo 1cm? equivalente a 1ml, 1 cuadrado tendra un voliumen de
10” ml. Por tanto, para obtener el n2 de células/ml basta multiplicar x 10* el n? de
células/cuadrado. Habrd que considerar el factor de diluciéon (1:4) y multiplicar x4 para
obtener el n® de células/ml definitivo. El mismo procedimiento, pero con las equivalencias
correspondientes, se puede usar con la seccién cuadrada central de la reticula (sefialada en el

circulo), considerando que el menor de los cuadrados tiene un voliumen de 1 nl.
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Figura 22. Esquema de dreas de recuento celular en hemocitometro. Un detalle de las
explicaciones se puede obtener en las direcciones:

http://www.celeromics.com/es/resources/Technical%20Notes/neubauer-chamber-
cell-concentration/formula-camara-neubauer-concentracion.php

http://celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-Neubauer.pdf

3.7.1. Variables analizadas. Morfologia celular

Como se ha citado en la introduccién, la esfericidad celular y compactacion son respuestas
celulares al LPA cuando éste es afiadido de manera exdgena. Para corroborar la funcionalidad
de la sefializacién del receptor LPA; en los cultivos celulares de neuroblastos procedentes de
ratones normales, frente a los carentes del receptor LPA;, se trataron ambos con una solucién
de oleil LPA 6 1-oleil-2-hidroxi-sn-glicerol-3-fosfato (en forma de sal sédica) (Avanti® Polar
Lipids Inc.; Alabaster, Alabama; Estados Unidos) a 100 nM, diez veces superior a la
concentracion de eficacia media (CEsy) del oleil-LPA para el receptor LPA1 (CEsp = 11,7 nM,
Heise et al., 2001; Choi et al.,, 2010) y demostrada eficaz para generar una respuesta de
compactacién celular en neuroblastos corticales (Fukushima et al., 2000). El LPA fue disuelto
en una solucion de albimina bovina sérica libre de acidos (Sigma-Aldrich) a una concentracion
final del 3 % en suero fisiolégico. El grupo control, en ambos genotipos, se tratd unicamente

con dicho vehiculo.

Se realizd observacidén a microscopio invertido de la dindmica celular a tiempo cero, antes
de afadir el fdrmaco, y 15 min después, usando una cdmara digital Canon Powershot acoplada
a un microscopio invertido Leica DM IL (Leica Microsytems) equipado con objetivos 10x y x40,

con apertura numérica 0,20y 0,50, respectivamente.
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Los cultivos se analizaron a diferentes tiempos (12-24 h) tras inicio del mismo, cada uno de
ellos repetido 4 veces en experimentos separados y en cultivos procedentes de 8 embriones
por genotipo. Para el andlisis se cuantificaron, en 6 campos del microscopio elegidos al azar,

800 - 1500 células viables por cultivo.

3.7.2. Variables analizadas. Marcaje con bromodesoxiuridina y cinética celular

Para analizar el patrén de proliferacién y de ciclo celular en condiciones normales y en
ausencia del receptor LPA;, se recurrié al estudio de marcadores inmunocitoquimicos y al de
marcaje y seguimiento con bromodesoxiuridina (BrdU) segun protocolos descritos por Estivill-

Torrus et al. (2002).

Para el célculo del indice de marcaje, o porcentaje de células marcadas con BrdU, alas 12 h
de establecer el cultivo de neuroblastos corticales (t = 12 h) se afadié BrdU al medio de cultivo
a una concentracion final de 10 uM. Para ello, se prepararon alicuotas de BrdU (Sigma-Aldrich)
disuelta en solucion salina estéril a una concentracién de 10 mg/ml. A partir de éstas, se
diluian 1:3000 en medio de cultivo (DMEM) para obtener una concentracidn final de BrdU de
10 uM. Este medio, una vez filtrado (0,2 uM) se usaba para reemplazar al presente en cada
camara de cultivo (multicdmaras de cultivo sobre portaobjetos). A los 45 minutos (pulso de
BrdU) el medio de cultivo con BrdU fue retirado y sustituido por medio fresco. Las células se
fijaron durante 30 min a temperatura ambiente con una solucion de paraformaldehido
(Panreac) al 4 % en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4. La fijacién tuvo lugar inmediatamente
después de este pulso de BrdU (t = 12, 75 h tras cultivo) y a las 18 h, 24 h, y 36 h. Transcurrida
la fijacién de 30 min a cada tiempo se retird el fijador y se lavé en tampdn fosfato salino 0,1 M,

pH 7,4 varias veces, almacenando en dicho tampdn y a 4°C hasta su uso.

Para estudiar la cinética celular se recurrié al método de marcaje acumulativo con BrdU
(Nowakowski et al., 1989; Estivill-Torrus et al., 2002) mediante el cual se somete a un cultivo a
pulsos de BrdU a diferentes tiempos, gradualmente en aumento, a objeto de detectar la
incorporaciéon acumulada en una poblacién celular. Una vez establecida la proporcion de
células marcadas respecto a la longitud del pulso de BrdU y, de acuerdo a Nowakowski et al.
(1989) es posible calcular la fraccion de crecimiento (FC; células marcadas), el tiempo de la
fase de sintesis del ciclo celular (Ts), y el tiempo o longitud del ciclo celular (Tc) tal como se

indica en la Figura 23.
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FC

pendiente=FC [Tc

T,
FC x(Ts/Tc)

proporcion de células marcadas

/Tc-Ts

Longitud del pulso de BrdU

Figura 23. Representacion usada para el cdlculo de parametros de cinética celular. La
interseccion del eje y representa FC x (Ts/Tc); el tiempo en el que se alcanza la mayor FC
(Tm) = Tc-Ts; la tasa de aumento de la proporcidn de células marcadas viene representada
por la pendiente de la recta, siendo igual a FC/Tc (Nowakowski et al., 1989; grafico
modificado de Estivill-Torrus et al., 2002)

3.7.3. Variables analizadas. Deteccion de bromodesoxiuridina y marcadores de

diferenciacion.

Los estudios anteriormente citados requirieron, como en la histoquimica, de la
inmunocitoquimica para la deteccion de la BrdU afadida a los cultivos. Para ello se utilizo el
mismo anticuerpo monoclonal que se usd en inmunohistoquimica (Ref.:G3G4; DSHB),
detallado en la seccion 3.4.2.1. Ademas, se utilizé inmunocitoquimica para la deteccion de
otros dos marcadores celulares, expresados a continuacion, que permitieron caracterizar los

procesos de proliferacion y diferenciacion:

- Ciclina A. La regulacién de la progresion del ciclo celular en eucariotas depende de la
expresion de ciclinas. Complejos de ciclinas y ciclinas dependiente de quinasas ejercen un
control sobre el ciclo celular (Pines y Hunter, 1991). La ciclina A es una proteina nuclear que se
expresa durante la fase S del ciclo celular. Antes de la metafase desaparece su expresion. Se
une formando complejos activos con cdk2, para intervenir, principalmente, en la transicion de
las fases G1/S (Woo y Poom, 2003; Kaldis y Aleem, 2005). Su deteccidn permitié determinar la
proporcién de neuroblastos mayoritariamente en fase S y se realizd con un anticuerpo

monoclonal obtenido en ratén, de referencia C 4710, clon CY-Al (Sigma-Aldrich).
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- p27"*! (también llamada p27). El potencial neurogénico de los precursores apicales viene
medido por la proporcién de células que salen del ciclo celular frente a las que permanecen
proliferando, reentrando en ciclo. Durante la corticogénesis la proporcién de células en salida
de ciclo y diferenciacion aumenta respecto a la proporcidon que permanece en proliferacién, en

kipl

un control orquestado por diferentes factores, entre ellos p27*™"", una proteina inhibidora de

kPl induce un

complejos ciclina-quinasas dependientes de ciclina. La expresién de p27
incremento en la proporcion de células de la ZV que salen del ciclo celular y migran a las capas
superciales (Tarui et al.,, 2005) promoviendo, ademas, la migracion y la morfologia de las
neuronas postmitdticas a través de la reorganizacion del citoesqueleto de actina mediante la
formacién de complejos e interacciones con Cdk5 y conexina 43 (Kawauchi et al., 2013). Su
deteccién se realizé usando un anticuerpo monoclonal producido en ratdn, de referencia
610241, clon 57 (BD Transduction Laboratories™; BD Biosciences; Becton, Dickinson and

Company©; Franklin Lakes, New Jersey, .Estados Unidos; BD Biosciences Europe; San Agustin

de Guadalix, Madrid).

Ademads, de manera rutinaria, se realizd tincién de contraste para la caracterizacién del
cultivo neural con anticuerpos dirigidos a antigenos de linaje neuronal como la B-lll tubulina
(mencionada en el apartado 3.4.2.1; anticuerpo monoclonal obtenido en ratén, con referencia
T8660, clon SDL.3D10; Sigma-Aldrich) o la proteina asociada a microtubulos MAP2 (anticuerpo
monoclonal obtenido en ratdn, con referencia M 4403, clon HM-2; Sigma-Aldrich); de linaje
astrocitario, en este caso a la proteina acida fibrilar glial GFAP (del inglés glial fibrillary acidic
protein; anticuerpo policlonal obtenido en conejo, con referencia G 9269; Sigma-Aldrich); y de
linaje oligodendrocitario, siendo el antigeno la proteina La 2" 3’-nucléotido ciclico 3’-
fosfodiesterasa o CNPasa (del inglés 2', 3’ -cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase; anticuerpo

monoclonal obtenido en ratdn, con referencia C 5922, clon 11-5B; Sigma-Aldrich).

3.7.4. Tincién inmunocitoquimica.

Las células se fijaron, en las multicdmaras de cultivo sobre portaobjetos, durante 30 min a
temperatura ambiente con una solucion de paraformaldehido (Panreac) al 4 % en tampdn
fosfato 0,1 M, pH 7,4. La fijacion tuvo lugar inmediatamente después del mencionado pulso de
BrdU (t = 12, 75 h tras cultivo) y a las 18 h, 24 h, y 36 h. Transcurrida la fijacion de 30 min a
cada tiempo se retird el fijador y se lavé en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 varias veces,

almacenando en dicho tampdn y a 4°C hasta su uso.
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De manera general, el protolo de deteccion sobre las multicAmaras contempld los
siguientes pasos, todos ellos con agitacidon suave y a temperatura ambiente , salvo que se

indique lo contrario:

- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 (Anexo |) en dos pasos de 10 min,
seguido de lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con Triton X100 (Panreac) al

0,5 %, en dos pasos de 10 min.

- Inactivacidn de la peroxidasa enddgena con solucién de metanol (Merck) al 90 % (v/v)
en tampon fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 durante 10 min, seguido de lavado en tampdn

fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en dos pasos de 10 min.

- Incubacion en una solucion 2N de acido clorhidrico (Panreac) durante 30 min, a 37°C.

(Sdlo en el caso de deteccion de BrdU).

- Lavado en tampdn borato 0,1 M, pH 8,5 (ver Anexo |), durante 10 min, seguido de
lavados en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en dos pasos de 10 min, y lavados en
tampon fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con Triton X100 al 0,5 %, en otros dos pasos de 10

min. (Sélo en el caso de deteccion de BrdU).

- Incubaciéon durante 1 h en una solucién compuesta de tampdn fosfato salino 0,1 M, pH
7,4, suero animal al 2,5 % (segun corresponda; Biolink2000 S.L., Barcelona), Triton
X100 (Panreac) al 0,5 %, y azida sddica (Sigma-Aldrich) al 0,01 % (p/v), como
preservante. El suero animal fué obtenido en conejo, cuando el anticuerpo primario
era de origen murino, y obtenido en cerdo, cuando se trataba de un policlonal

obtenido en conejo.

- Incubaciéon durante 12-18 h en cdmara humeda con el anticuerpo primario
correspondiente, diluido a 1: 1000 en la citada solucién compuesta de tampdn fosfato
salino 0,1 M, pH 7,4, suero animal (segun correspondiera) al 2,5 %, Triton X100 al 0,5

%, y azida sddica.

- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en dos pasos de 10 min, seguido de una
nueva incubacion durante 1 h en solucién de tampon fosfato salino 0,1 M, pH 7,4,

suero animal al 2,5 %, Triton X100 al 0,5 %, y azida sddica.

- Incubaciéon durante 2,5 h, en la solucién del anticuerpo secundario biotinilado
correspondiente (anti IgG de ratdn, obtenido en conejo, o anti IgG de conejo, obtenido
en cerdo, ambos policlonales, biotinilados, con referencias E0464 y E0353,

respectivamente; Dako Diagndsticos, S.L.U., Barcelona), diluido a 1: 800 en solucidn de
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tampon fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con suero de cabra al 2,5 % (Biolink2000 S.L.,
Barcelona), Triton X100 al 0,5 %, y azida sddica al 0,01 % (p/v).

- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con Triton X100 (Panreac) al 0,5 %, en
dos pasos de 10 min, seguido de un lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4, y
de incubacidn 20 min, en oscuridad, en solucién de Extravidin® (avidina conjugada a

peroxidasa, Sigma-Aldrich) diluida 1: 1000 en tampdn fosfato salino 0,1 M pH 7,4.
- Lavado en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 en tres pasos de 10 min.

- Revelado de la actividad peroxidasa durante 15-25 min y en oscuridad con una
solucién, preparada en el momento, de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina
(DAB, Sigma-Aldrich) al 0,05 %, en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 y perhidrol
(Merck) al 0,03 %.

- Lavado exhaustivo en agua destilada. Desmontado de la cdmara sobre portaobjetos
hidratacion y aclarado por inmersién en pasos sucesivos de alcoholes, de gradacion
creciente [70 % (v/v), 5 min; 96 % (v/v), 2 x 5 min; 100 % (v/v), 2 x 10 min] y xileno (2 x

10 min). Montaje con Eukitt® (Panreac) o DPX (Sigma-Aldrich).

Para los experimentos con contraste o doble marcaje, tras el revelado del primer

anticuerpo primario con DAB, seglin lo expuesto, los cultivos se lavaron y se les anadio
metanol al 90% (v/v) para inhibir la actividad peroxidasa del primer marcaje. El segundo
marcaje fue realizado usando anticuerpos primarios de manera convencional, como la citada,
sustituyendo los anticuerpos secundarios biotinalados por conjugados a fosfatasa alcalina,
revelando esta actividad enzimatica con el sistema NBT/BCIP (Roche; ref. 1 681 451). De
manera similar a lo mencionado en la seccidn 3.6.3. Este sistema usa nitroazul de tetrazolio

(NBT) y 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) como sustratos de la enzima.

Para ello, una vez incubado el anticuerpo primario de contraste (12-18 h en cdmara
himeda, anticuerpo diluido a 1: 1000 en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4, suero animal
correspondiente al 2,5 %, Triton X100 al 0,5 %, y azida sdédica) y, efectuados los lavados

correspondientes, se realizaron los siguientes pasos a temperatura ambiente:
- Lavado en tampdn Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0, 15 M, pH 7,5 (Anexo 1), 10 min.

- Inactivacion de fosfatasa alcalina endégena mediante incubacién en tampdn Tris-HCI
0,05 M, NaCl 0, 15 M, pH 7,5, con levamisol (Sigma-Aldrich) a 2 mM, 30 min, seguido
de lavado en tampdn Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0, 15 M, pH 7,5, tres pasos de 10 min.
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- Incubaciéon durante 10 min, en la solucién del anticuerpo secundario correspondiente
conjugado a fosfatasa alcalina (anti IgG de ratén, obtenido en conejo, o anti IgG de
conejo, obtenido en cabra, ambos policlonales, con referencias A1902 y A8025,

respectivamente), diluido a 1: 200 en tampdn Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0, 15 M, pH 7,5.

- Lavado en tampdn Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0, 15 M, pH 7,5, dos pasos de 10 min, seguido
de incubacién durante 1 h, en oscuridad, en solucién de preparado comercial (Roche)
de 18,75 mg/ml NBT y 9,4 mg/ml BCIP, diluida (200 pl) en 10 ml de tampdn Tris-HCl
0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl, 0,05 M, pH 9,5.

- Lavado en agua destilada y diferenciacién de intensidad de color en etanol al 70° y 96°.

- Desmontado de la cdmara sobre portaobjetos hidratacion y aclarado por inmersién en
pasos sucesivos de alcoholes, de gradacion creciente [70 % (v/v), 5 min; 96 % (v/v), 2 x
5 min; 100 % (v/v), 2 x 10 min] y xileno (2 x 10 min). Montaje con Eukitt® (Panreac) o
DPX (Sigma-Aldrich).

Como se ha mencionado, los cultivos se analizaron a diferentes tiempos (12-24 h) tras inicio
del mismo, cada uno de ellos repetido 4 veces en experimentos separados y en cultivos
procedentes de 8 embriones por genotipo. Para el analisis se cuantificaron, en 6 campos del

microscopio elegidos al azar, 800 - 1500 células viables por cultivo.

3.8. Electroforesis, transferencia e inmunotincion de proteinas

Desde que la técnica de electrotransferencia e inmunotincién o Western Blot fuese
introducida en 1979 (Towbin et al., 1979), se ha convertido en rutinaria en los laboratorios
para detectar cantidades baja de proteinas especificas de una muestra determinada. En esta
técnica las proteinas son electrotransferidas desde un gel de poliacrilamida a una membrana
especifica para detectar a través de inmunotincidn con anticuerpos la proteina de interés. En

este trabajo, esta técnica fue desarrollada para cuantificar la expresién de la proteina GAP-43.

Como hemos mencionado, la proteina GAP-43 se encuentra en el sistema nervioso, central
y estd implicada en el trazado y guia axonal, la liberacidon de neurotransmisores y la plasticidad
sindptica (Jacobson et al., 1986). En este estudio se utilizdé en inmunohistoquimica para

determinar defectos de guia axonal y de tipo neurofuncional derivados de la alteracion de la
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division de los precursores neurales. Por los resultados obtenidos se decidid cuantificarla
mediante electrotransferencia e inmunotincion, dada la relevancia de las observaciones. Para
su deteccidn se uso el citado anticuerpo monoclonal, de referencia G 9264, Clon GAP-7B10,

obtenido en ratdn (Sigma-Aldrich).

3.8.1 Extraccidn de proteinas

El analisis se realizd sobre ocho animales de cada genotipo, en experimentos separados, y
a PO, edad a la cual ya han alcanzado las capas superiores las ultimas neuronas generadas y es

detectable cualquier anomalia destacable a nivel de la totalidad de la corteza.

Se sacrificaron los animales por decapitacion. Todo el proceso de extraccion de proteinas se
realizd en frio (4° C). Para el estudio, tras obtener los hemisferios cerebrales, y una vez
desechada la zona correspondiente a la capa | de la corteza cerebral, se separaron las regiones
dorsales superior y media comprendiendo las capas corticales I/ lll. El tejido se introdujo en
tampon de lisis y extraccion [tampdn Tris-HCI 10 mM, a pH 7,4, conteniendo, sacarosa 250
mM, y acido etilendiaminotetracético (EDTA, del inglés, ethylenediaminetetraacetic acid) 1
mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 mM,
leupeptina, a 1 pug/ml, aprotinina, a 1 pg/ml, y pepstatina, a 1 pg/ml como inhibidores de
proteasas (todos los reactivos obtenidos de Sigma-Aldrich)]. Las muestras de tejido fueron
trituradas en el tampdn de extraccion utilizando un homogeneizador con vastagos de pequefio
tamanfio para tubos de 1,5 ml (referencia Z359971; Sigma-Aldrich). Tras la homogeneizacidn, las
muestras sufrieron una breve pulso (3 s), en frio, de ultrasonidos mediante el uso de un
sonicador (Vibra-Cell™; Sonics & Materials Inc.; Newton, Connecticut, Estados Unidos) para
romper las membranas celulares. El homogeneizado se sometid a una primera centrifugacién
(10 min, 900 xg) para separar los restos del tejido no homogeneizado que precipitarian. El
sobrenadante fué ultracentrifugado (Beckman optima XL-100K; Beckman Coulter; Brea,
California, Estados Unidos; Hospitalet de Llobregat, Barcelona) durante 20 min a 75 000 xg a
4°C. El precipitado resultante, conteniendo las proteinas de interés, se resuspendié en el
tampodn de lisis citado, al que se afadié Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich) al 1%. Se realiz6 una

centrifugacion final durante 10 min, a 14 000 xg para eliminar el material insoluble.

Para cuantificar la cantidad de proteina extraida se utilizé el ensayo de Bradford (Bradford,
1976), basado en el cambio de color del colorante Azul Brillante de Coomassie™ G-250, tras

interaccionar con los aminodacidos basicos y aromaticos de las proteinas, provocandole un
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cambio en el maximo de absorcion desde 465 a 595 nm, virando su color hacia el azul. El
método de cuantificacion necesita el desarrollo de una curva estdndar de concentraciones
conocidas de cualquier proteina para que a través de la relacidn lineal entre la absorbancia y la
concentracion de proteina conocida, se pueda determinar la concentracidén en la muestra. En
nuestro estudio, el colorante de Bradford (Sigma-Aldrich) se mezclé con soluciones de
concentraciones estandar de albimina de suero bovino (Sigma-Aldrich) en un rango lineal de
2-0,0009 mg/ml. Para ello, se utilizé una placa de 96 pocillos afiadiendo 5 ul de cada muestra
comparado con el control (blanco, 5 pl de agua destilada). Para la curva patrdn se afiadieron 5
pl de cada concentracién conocida de albumina de suero bovino. Posteriormente, a todos los
pocillos se anadieron 250 ul del reactivo de Bradford (Fig. 24) y se esperd un minimo de 5 min
hasta que la reaccién fue estable. La absorbancia de cada patrén y de cada muestra fue

medida a 595 nm vy, a partir de la pendiente de la recta lineal y la interseccidn de la ecuacién

derivadas, se calculd la concentracién de proteinas de cada muestra, utilizando un lector de

placas VersaMax™ (Molecular Devices Corp., California, Estados Unidos) y el programa

informatico SOFTmax® ProVersion 3.2.1 (Molecular Devices Corp.).

Figura 24. Representacion de la placa de 96 pocillos utilizada para la determinacion
de la concentracion de proteinas de las muestras a través del ensayo de Bradford. Las
filas B y C se utilizaron para las muestras (en la fila C se afiadié 1 pl para tener la
concentracion diluida). Las filas D y E se utilizaron para hacer el blanco compuesto de 5 pl
de agua. La fila H se usd, no para medir, sino para confeccionar las diluciones de curva
patron a partir de albumina sérica bovina (BSA, del inglés, bovine serum albumine),
partiendo de una concentracion conocida de 2 mg/ml. Con una dilucién 1:2 se fue
diluyendo cada concentracion a la mitad hasta llegar a 0,0009 mg/ml. Se afiadieron 5 pl de
cada pocillo de la curva patrén a las filas F y G. Una vez terminado, se anadieron 250 pul del
reactivo de Bradford a todos los pocillos salvo a la fila H. (Imagen cedida por la Dra. Rosell
del Valle).
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2.8. 3. Electroforesis de proteinas.

La flexibilidad y resolucién que ofrece la utilizacién de electroforesis en geles de acrilamida
ha convertido esta técnica en la principal herramienta para conseguir la separacion de
proteinas. Parametros tales como la porosidad del gel o el tampdn utilizado pueden regular la
separacion de proteinas en base a su carga, tamafio o una combinacién de ambas. En nuestro
caso, realizamos una electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
sodico (SDS-PAGE, del inglés, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
(Laemmli, 1970). Las proteinas sembradas se desnaturalizan por calor y el SDS se une a las
proteinas proporcionandoles carga negativa. Los geles de acrilamida se forman por la
polimerizacidn de la acrilamida y la bis-acrilamida, la cual se inicia con la adicion de persulfato
amoénico y es catalizada con la adicion de tetrametiletilendiamina (TEMED, del inglés,
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine). Para el analisis de GAP-43, una proteina de 43 Kda,
utilizamos un gel discontinuo de acrilamida al 10 %, que presenta a una porosidad adecuada
para un rango de proteinas que se encuentren entre los 25 a 200 KDa. Se usé un sistema
discontinuo, con un gel concentrador en el que las muestras se acumulan al comienzo de la
electroforesis dando como resultado un frente mds uniforme, y un gel separador o de

resolucidn en el que las muestras se separan en sus componentes en funcidn de su tamafio.

Para la preparacion de los geles y la realizacién de la electroforesis se uso el sistema de
camaras de preparacién y cubetas de electroforesis Mini-PROTEAN® 3 Cell y la fuente de
alimentacién PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad Laboratories S.A., Barcelona; en
adelante, Bio-Rad). Los geles concentrador y separador se prepararon siguiendo las
instrucciones de los reactivos del mismo proveedor. Asi, para la preparacion de 25 ml de gel
concentrador (4 % de acrilamida/ bis acrilamida; proporcion 37,5:1) se mezclaron: 2,5 ml de
solucion de acrilamida/bis acrilamida, 6,3 ml de tampdn Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, 250 pl de
solucion de SDS al 10 % y 15,9 ml de agua destilada, afiadiendo, para finalizar, 25 ul de TEMED
y 125 pl de solucién de persulfato de amonio al 10 %. Para la preparacion de 100 ml de gel
separador, o de resolucién, (10 % de acrilamida/ bis acrilamida; proporcién 37,5:1) se
mezclaron: 25 ml de solucién de acrilamida/bis acrilamida, 25 ml de tampdn Tris-HCl 0,5 M, pH
8,8, 1 ml de solucion de SDS al 10 % y 48,5 ml de agua destilada, afiadiendo, para finalizar, 50
pl de TEMED y 500 pl de solucidn de persulfato amonico al 10 %. Tras la polimerizacién del gel
separador, se vertié sobre su superficie el gel concentrador y se colocé un peine plastico que
permitié la formacién de los pocillos y la definicion de las calles para la siembra de las

muestras.
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Una vez polimerizado, se sembraron 25 ug de proteina de cada muestra, previamente
diluida 1:2 con tampdn de carga [3,55 ml de agua bidestilada, 1,25 ml de tampodn Tris-HCI 0,5
M, pH 6,8, 2,5 ml de glicerol (Sigma-Aldrich), 2 ml de solucién de SDS (Sigma-Aldrich) al 10%,
0,2 ml de solucién de azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) al 0,5 %; para preparar 9,5 ml de
tampédn; en el momento de su uso, se afiadieron, como agente reductor, 50 pul de B-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)por cada 950 ul de tampdn] y desnaturalizada 5 min a 95°C.

Ademas de las muestras de proteinas, se cargaron dos tipos de marcadores de peso
molecular adecuados al rango de la proteina. De una parte, un marcador compuesto por una
mezcla de moléculas biotiniladas con rango amplio de peso molecular desde 6,5 kDa a 200 kDa
(161-0319; Bio-Rad) y que, para su uso, se diluyd, previo a su carga, 1:20 con el citado tampdn
de carga, precisando, igualmente, de la incubacién a 95°C. De otra, un marcador compuesto
por una mezcla de moléculas coloreadas de 29 kDa a 205 kDa (C-3312; Sigma-Aldrich) que no

necesitd calentamiento, siendo observable a simple vista en el gel sin necesidad de tincidn.

Tras dejar enfriar, se cargaron las muestras vy, tras cubrir todo el sistema y los pocillos con
tampon de electroforesis [Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1 %, pH 8,3; preparado a
partir de solucién comercial 10X, ref. 161-0772 (Bio-Rad)] se aplicé un voltaje inicial de 55 V
para facilitar la penetracidén uniforme en el gel concentrador, y de 100 V para la resolucién en
el gel separador. La eficiencia de la electroforesis se comprobd en algunos geles mediante
tincién con Azul de Coomassie™ incubando el gel a temperatura ambiente y secuencialmente,
1 h en solucién fijadora [isopropanol (Sigma-Aldrich) al 25 % (v/v), acido acético glacial (Sigma-
Aldrich) al 10 % (v/v), en agua destiladal, 1 h en solucién de tincién [Azul Brillante R de
Coomassie™ (Sigma-Aldrich) al 0,1 % (p/v), metanol (Panreac) al 50 % (v/v), acido acético
glacial (Sigma-Aldrich) al 10 % (v/v), en agua destilada], y, para la visualizacion de las bandas de
proteina tefiidas, una incubacidon durante 18 h, con agitacion, en solucién de destefido
[metanol (Panreac) al 10 % (v/v), acido acético glacial (Sigma-Aldrich) al 10 % (v/v), en agua

destilada].

3.8 3. Transferencia e inmunodeteccion

Después de la electroforesis, se realizd la electrotransferencia de las proteinas desde el gel
a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF, del inglés, polyvinylidene difluoride; Bio-
Rad). Para ello se usoé el sistema de cdmara de transferencia Mini Trans-Blot® Electrophoretic

Transfer Cell con fuente de alimentacién PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad). La
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membrana de PVDF se activé previamente a su uso mediante inmersién en metanol (Panreac)
al 100%. A continuacion, se equilibré en tampon de transferencia [Tris 25 mM, glicina 192
mM, pH 8,3, afiadiendo metanol a concentracién final de 20 %; preparado a partir de solucién
comercial 10X, ref. 161-0771 (Bio-Rad)] y se prepard, siguiendo las instrucciones del
fabricante, un sandwich con papel de filtro y almohadillas de esponja humedecidas en el
tampodn, envolviendo la membrana y el gel, uno junto a otro, tal como se indica mas abajo y
evitando la presencia de burbujas de aire entre ambos (Fig. 25). Todo ello se colocd en la
cubeta de transferencia con la membrana orientada mas proxima al electrodo positivo
(dnodo). La electrotransferencia se realizd a 100 V, 350 mA durante 20 min, a 4°C,
confirmandose ésta por tincion posterior del gel de poliacrilamida en azul de Coomassie®,

como se ha descrito anteriormente.

Esponja
Papel de filtro

Membrana
Gel

Papel del filtro
Esponja

Figura 25. Esquema de Ia colocacion del gel y la membrana para Ila
electrotransferencia. Se disponen el gel y la membrana totalmente pegados uno a otro y
rodeados de papel de filtro y dos esponjas de fibra humedecidos. (Modificado del manual
de instrucciones del proveedor).

Todo el proceso de inmunodeteccion, a excepcidn de la incubacidn del anticuerpo primario,
se realizdé a temperatura ambiente y con agitacién suave. En primer lugar, una vez terminada la
transferencia se desmontd el sandwich y, procurando que no se secara, se deposito la
membrana de PVDF durante 1h, en solucién de bloqueo [Albumina de suero bovino (Sigma-
Aldrich) al 1 % y Tween® 20 (Sigma-Aldrich) al 0,2 %, en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4
(Anexo 1)] a objeto de evitar las uniones no especificas de los anticuerpos a utilizar a posteriori.

El protocolo seguido es muy similar a la inmunohistoquimica convencional.
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Tras el bloqueo, se incubd la membrana con el anticuerpo primario durante 18 h a 4°C. Para
la deteccion de Gap-43 se usd el mismo anticuerpo que en inmunohistoquimica, monoclonal,
de referencia G 9264, Clon GAP-7B10, obtenido en ratén (Sigma-Aldrich) a una dilucidn de 1:
5000 en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con Tween® 20 al 0,2 %.

Terminada la incubacién del anticuerpo primario se lavd varias veces la membrana con
solucion de bloqueo vy, seguidamente, se incubod durante 1,5 h en anticuerpo secundario, anti
lgG de ratén, obtenido en conejo, policlonal, biotinilado, con referencia E0354 (Dako
Diagnésticos, S.L.U., Barcelona), diluido 1:2000 en tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 con
Tween® 20 al 0,2 %. Al terminar esta incubacion, la membrana se lavé varias veces en el mismo
tampon de dilucién para eliminar el exceso de anticuerpo y, una vez mas, en tampodn fosfato
salino 0,1 M, pH 7,4 para, seguidamente, incubarla durante 1 h, en oscuridad, en solucién de
Extravidin® (avidina conjugada a peroxidasa, Sigma-Aldrich) diluida 1: 2000 en tampdn fosfato

salino 0,1 M pH 7,4.

Para revelar la actividad peroxidasa, su utilizé un kit de revelado con 4-cloro-1 naftol (4CN)
como sustrato de la reaccion (Opti-4CN™ Substrate Kit, ref. 170-8235, Bio-Rad), siguiendo las
instrucciones del proveedor. Preparada la solucion de revelado se incubd la membrana
durante, al menos, 10 min y se detuvo la reaccion con agua destilada cuando se visualizaron
las bandas correspondientes a la proteina. Tras varios lavados la membrana se secé al aire y la
expresiéon de cada proteina se cuantifico por densitometria con el programa informatico

OptiQuant v.4.00 (Packard Instruments-Co., lllinois, Estados Unidos).

3.9. Anadlisis estadistico de los datos y edicion de imagenes

El analisis estadistico se realizé con el programa informatico SigmaStat® versién 3.0 y Sigma
Plot® 8.0 (Systat Software, Inc., San Jose, California, Estados Unidos). Los datos resultantes de
los analisis por inmunocitoquimica e inmunodeteccion tras transferencia, fueron comprobados

con el test de la t de Student, considerando significativos valores de p <0,05.

Los experimentos in vitro fueron comparados mediante analisis de varianza (ANOVA, del
inglés, Analysis of variance), considerando una p <0,05 como estadisticamente significativa.
Para los estudios de estereologia se recurrié a analisis de varianza de Kruskal-Wallis de una

sola via y se compararon por pruebas de contraste a posteriori (post hoc).
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En cada caso correspondiente el error estandar de la media de cada grupo se calculd

dividiendo la desviacidn tipica entre la raiz cuadrada del nimero de sujetos.

Todas las imagenes se han editado con el programa informatico Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Systems Inc., San Jose, California, Estados Unidos) sin modificar el contenido de la

fotografia.
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3.9. Anexo |

Al. Generalidades

- Tampon fosfato 0,2 M, pH 7,4

NaH,P0O,.H,0 (Merck) 6,90 g
Na,HPO,.2H,0 (Merck) 26,70 g
Agua destilada hasta 1000 ml

Ajustar el pH a 7,4 y almacenar a 4 °C.

- Tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4

Na,HPO,. 2H,0 (Merck) 1,90g
KH,PO, (Merck) 0,43 g
NaCl (Panreac) 7,22 g
Agua destilada hasta 1000 ml

Ajustar el pH a 7,4 y almacenar a 4 °C.

- Tampoan Tris-fosfato salino 0,01 M, pH 7,8

Na,HPO,.2H,0 (Merck) 1,48 ¢g

KH,P0, (Merck) 0,48 g

NaCl (Panreac) 7g

Tris (Hidroximetil) Aminometano (Merck) 5g

Agua destilada hasta 1000 ml

Ajustar el pH a 7,8 y almacenar a 4 °C.

- Tampon borato pH 8,5

Na,B40,.10H,0 (Merck) 50 ml
Soluciéon de HCI (Merck) 0,1 M 15,20 ml
Agua destilada hasta 1000 ml

Ajustar el pH a 8,5 y almacenar a4 °C.

- Tampon Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5.

NaCl (Panreac) 8,76 g
Tris (Hidroximetil) Aminometano (Merck) 6,05 g
Agua destilada hasta 1000 ml

Ajustar el pHa 7,5 con HCl 1 M y almacenar a 4 °C.

- Tampon Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5, con levamisol a 2mM
- Tampdn Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5. 25 ml
- Solucién de levamisol 500mM (*) 100 pl
Ajustar el pHa 7,5 con HCl 1 M y almacenar a 4 °C.

(*) Solucion de levamisol 500mM : diluir 1,20g hidrocloruro de levamisol (Sigma-Aldrich)

en 5ml agua destilada.

- Tampon Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl, 0,05 M pH 9,5.

NaCl (Panreac) 584g

MgCl, (Panreac) 4,76 g

Tris (Hidroximetil) Aminometano (Merck) 12,10 g

Agua destilada hasta 1000 ml

Ajustar el pH a 9,5 con HCl 10 M y almacenar a 4 °C.

- Preparacion de portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina
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Se colocaron los portaobjetos limpios y desengrasados en cestillas de plastico y se
sumergieron en una solucion de Poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich) al 10 % (v/v) en agua
destilada durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se dejaron secar
durante 1 h a 60 2C, o bien, durante 24 h a temperatura ambiente.

- Solucién de inactivacion de la peroxidasa endégena

Para la inactivacion de la peroxidasa enddgena, los cortes se incubaron en una solucidn
de perdxido de hidrégeno (Merck) al 3 % y metanol (Merck) al 10 % (v/v) en tampdn
fosfato salino (PBS), durante 15-25 min.

A2. Fijadores

- Mezcla fijadora de Bouin (Chamberlain 1932; Baker 1946)

Para 1000ml: afiadir 750 ml de solucién saturada de acido picrico (Panreac), 250 ml de
solucién de formaldehido al 35 % (Panreac), y 50 ml de acido acético (Merck). Filtrar y
guardar. La saturacidon del acido picrico es aproximadamente de 13g/L a 20 °C. Se
dispone igualmente de preparados comerciales de mezcla fijadora de Bouin (Sigma-
Aldrich) compuesto de acido acético al 5 %, formaldehido al 9 % y acido picrico al 0,9 %.

- Paraformaldehido 4% en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4 (PAF)

Para 200 ml: disolver 8 g de paraformaldehido (Merck) en 50 ml de agua destilada
calentada previamente a 60°C, con agitacién. Puede ser necesario anadir 1-2 gotas de
NaOH (Panreac) al 2,5% para que se disuelva completamente. Acabado este paso, se
filtra y se completa hasta 100 ml con agua destilada, dejando enfriar. Finalmente, se
afiaden 100 ml de tampdn fosfato salino 0,2 M, pH 7,4.

Paraformaldehido 4%, lisina 0,075 M, Peryodato sédico 0,01 M, pH 7,4 (PLP) (McLean y
Nakane, 1974)

Para 200 ml: disolver 8 g de paraformaldehido (Merck) en 50 ml de agua destilada a
6029C, con agitacion. Puede ser necesario afiadir 1-2 gotas de NaOH (Panreac) al 2,5%
para que se disuelva completamente. Filtrar y completar hasta 100 ml con agua
destilada, dejando enfriar. Finalmente, se afiaden 100 ml de tampdn fosfato 0,2 M, pH
7,4 en los que se han disuelto previamente 2,74 g de lisina (L-lisina monoclorhidrato,
Merck) y 0,428 g de meta-peryodato sddico (NalO,4; Panreac).

A3. Preparaciones para la hibridacion in situ.

- Tampon de hibridacion.

Formamida 100% desionizada (Sigma-Aldrich) 5 ml

SSC 20X 2,5ml
ARN de levadura (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich) 50 ul
Solucién de SDS al 20% 500 pl
Heparina (Sigma) (5000 U/ml = 156,25mg/ml) 3,2 ul
Agua destilada estéril 2 ml
- SSC 20X

NaCl (Sigma-Aldrich) 1753 g
Citrato sddico (Sigma-Aldrich) 88.2g
Agua destilada 800 ml

Ajustar pH hasta 7.5 con HCl 1N o NaOH 10N, segun el caso. Esterilizar en autoclave.
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- ARN de levadura 10 mg/ml

Disolver ARN de levadura (Sigma-Aldrich) a concentracion de 10 mg/ml en agua

destilada estéril. Alicuotar y guardar a -20°C.

- SDS 20%. Afadir 20 g de SDS (Sigma-Aldrich, grado electroforesis) completando con agua
destilada hasta 100 ml. Calentar a 68°C para diluir. No ajustar pH. No autoclavar.

- Solucién |
Formamida 100% desionizada (Sigma-Aldrich)
SSC 20X
SDS 20 %
agua destilada

- Solucién I
NaCl 5M
Tris-HCI 1 M pH7,5
Tween® 20 (Sigma-Aldrich)
agua destilada

- Solucién Ill
Formamida 100% desionizada (Sigma-Aldrich)
SSC 20X pH 7,5
agua destilada

- Tampon Tris salino con Tween® 20 20X
NacCl
CIK
Tris-HCI 1M pH7,5
Tween® 20 (Sigma-Aldrich)
Agua destilada

- Tampon Tris salino con Tween® 20 1X - levamisol
Tampodn Tris salino con Tween® 20 20X
Levamisol
Agua destilada

- NTMT-levamisol
NaCl5 M
Tris-HCI 1 M
Cl,Mg
Tween® 20 (Sigma-Aldrich)
Levamisol
Agua destilada

- Stock de 50 mg/ml BCIP: afiadir 0,050 g de BCIP
(Sigma-Aldrich) al 100%. Almacenar a 4°C.

- Stock de 75 mg/ml NBT: afiadir 0,075 g de NBT
(Sigma-Aldrich) al 70%. Almacenar a 4°C.

50 ml
25 ml
5 ml

20 ml

10 ml
Iml
100 ml
88,9 ml

50 ml
10 ml
40 ml

80g
2g
250 ml
10 ml
500 ml

5 ml (1X).
0,050g (2mM).
hasta 100ml.

2 ml (100 mM)
10 ml (100 mM)
5 ml (50 mM)
100 ul (0.1%)
0,050 g (2mM)
hasta 100 ml

(Roche) en 1 ml de dimetilformamida

(Roche) en 1 ml de dimetilformamida

- Stock ARNsa a 50mg/ml: disolver 100 mg de ARNsaA en 2 ml de agua y afiadir 20 pl Tris HCI

(10 mM) y 6ul NaCl 5M (15mM).

- Medio de montaje glicerina-gelatina

Disolver 7 g de gelatina en hojas (Sigma-Aldrich) en 42 ml de agua destilada caliente
durante 2 h. Después anadir 50 g de glicerina (Sigma-Aldrich) y 0.5 ml de fenol (Sigma-
Aldrich). Se calienta la mezcla hasta disolucion al bafio Maria. Guardar a 4°C. Para
montar cortes meter la solucidn al bafio a 65°C unos minutos antes y a continuacion

montar.
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4. RESULTADOS
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4.1. Fenotipo de los ratones Mdlaga nulos para LPA,

Como previamente hemos detallado, la variedad Mdlaga de ratones nulos para el receptor
LPA; se obtuvo de manera espontanea, a partir de la expansidn natural y por retrocruzamiento
de la colonia original descrita por Contos et al. (2000). Expandidos durante numerosas
generaciones, son estables, viables, y portan la misma delecidn del exén 3 del receptor que sus
predecesores (Estivill-Torrus et al., 2008). El andlisis de segregacion de la delecién del gen en
la progenie de una misma camada, medido en diferentes camadas y mediante genotipado
basado en la reaccion en cadena de la polimerasa, demostré que la variedad Mdlaga nula para
LPA; guardaba los principios mendelianos de proporcidn de individuos homocigotos de
genotipo normal [malparl (/4) ], heterozigoto [malparl “/')] y de homozigoto malLPA;-nulos o

nulos para Lparl [malparl 77] (Tabla 2).

Progenie resultante
Observado en etapa embrionaria (E14.5 — E18.5) esperado
Parental (+/+) (+/-) (-/-) (-/-)
+H+ x +/— 35 (49 %) 37 (51 %) 0(0 %) 0
+/— x +/- 21 (26 %) 41 (51 %) 19 (23 %) 21
+/— x —/- 0 (0 %) 36 (52 %) 33 (48 %) 36
Observado tras destete (P21) esperado
Parental (+/+) (+/-) (-/-) (-/-)
+H+ x +/— 191 (49 %) 198 (51 %) 0(0 %) 0
+/— x +/— 80 (28 %) 141 (50 %) 61 (22 %) 70
+/— x —/- 0 (0 %) 193 (55 %) 159 (45 %) 193
Proporcion de sexo 131:140 254:278 99:121
(hembra:macho)

Tabla 2. Andlisis del genotipado de la camada de ratones malPA;-nulos segun el
genotipo especifico parental. Se expresa el nimero de individuos totales, todos ellos
obtenidos cada vez de una misma camada y el porcentaje correspondiente. Los
resultados son representativos de diferentes camadas analizadas, todas con similar
tendencia, mostrando Unicamente una ligera pérdida de animales nulos tras nacimiento.
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Como ha sido mencionado, entre los rasgos mas llamativos de la cepa original nula para el
receptor LPA; descrita por Contos et al. (2000) destacan la marcada mortalidad en los
neonatos, aproximadamente del 50 %, y su incapacidad para amamantar correctamente. Una
de las primeras caracteristicas destacadas observadas en la variedad Mdlaga, a diferencia de la
cepa original, fue la ausencia de defectos en el amamantamiento y el aumento de la tasa de
supervivencia, cercana al 95 %, que les permite alcanzar la edad adulta, siendo fértiles y con

capacidad de reproducirse.

De acuerdo a lo que también se observaba en la cepa original, los ratones nulos para el
receptor LPA;, tanto machos como hembras, presentaron un menor peso, tanto en la edad
adulta como en estadios embrionarios (Fig. 26), siendo el peso de los ejemplares maLPA;-
nulos significativamente menor que el observado en los genotipos salvaje y heterocigoto. Los
animales nulos también mostraron un menor tamano, detectable desde estadios
embrionarios, y marcadamente diferente en adultos (Fig. 27). No se observaron diferencias

significativas entre los pesos de los individuos salvajes y de los heterocigotos.

masa (g)

semana semana

Figura 26. Reduccion de masa corporal en ausencia del receptor LPA; en los ratones
malPA;-nulos. Masa corporal, desde su nacimiento hasta edad adulta, a 12 semanas de
edad, en ratones macho (izquierda) y hembra (derecha) normales [malparl W“],
heterocigotos [maLparl (+/—)] (circulo vacio, o) y nulos homocigotos [maLpari (_/_)] (circulo
relleno,e). Datos comparados de individuos de una misma camada provenientes de cruces
de padres heterocigotos [malparl RN malparl W_)]. Los datos de los ejemplares
normales y los heterocigotos se solaparon por lo que no son mostrados para una mayor
claridad. (*) p= 0,05, (n=14).
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Ademas del menor peso y tamafio, todos los ejemplares nulos de la variedad Mdlaga,
como en la cepa original (Contos et al., 2000) presentaron un dimorfismo craneal
caracteristico, consistente en la presencia de un hocico reducido y una mayor distancia entre
los ojos (Fig. 27). Este fenotipo fue, y es, reproducible en la totalidad de ejemplares nulos
homocigotos de nuestra colonia. No se observaron otras alteraciones destacables en la
anatomia externa de los animales o en su comportamiento general (alimentacién, vigilia-
suefio). A pesar de que el reconocimiento fenotipico de los ejemplares nulos era sencillo, cada

ejemplar del estudio fue genotipado de igual manera para confirmar su genotipo.

Figura 27. Reduccién de tamaiio corporal en los ratones malLPA;-nulos. Fotografias de
ejemplares de ratones adultos, machos, de 12 semanas de edad (A - D) y embriones en
estadio E14.5 (E, F), de genotipos normal [malparl W”] (A, C, E) y nulo homocigotos
[maLpari (_/_)] (B, D, F). Obsérvese el dimorfismo craneal caracteristico en los individuos
nulos, presentando un hocico mas corto y unos ojos mas espaciados entre si. El menor
tamano y peso corporal de los animales carentes del receptor funcional frente a los de
genotipo salvaje es patente. Datos comparados de individuos de una misma camada

provenientes de cruces de padres heterocigotos [maLparl ¢ maLlparl (+/—)]_
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Los ratones de la cepa original descrita por Contos et al. (2000) mostraban una acusada
letalidad perinatal, con una supervivencia postnatal de tan sélo un 50%. Segun estos autores,
la alta mortalidad podria ser consecuencia de una atrofia en el desarrollo de las capacidades
olfatorias lo que impediria un correcto amamantamiento de las crias que, de hecho, era
claramente observable en sus ejemplares. En el caso de la variedad Malaga los animales no

mostraron la misma mortalidad perinatal.

La observacion directa de la camada por parte de diferentes observadores mostrd siempre
que, aparentemente, no habia dificultad alguna apreciable a la hora del amamantamiento (Fig.
28 A). Para comprobar si efectivamente era asi, que no existian problemas durante la lactancia,
o bien si un posible defecto de la toma de leche podria ser parte de la razén de un desarrollo
deficiente y de las diferencias de tamafo y peso observadas posteriormente, se realizé un
analisis de la cantidad de leche ingerida en ratones de tres dias de edad (P3) de acuerdo a
Contos et al. (2000), clasificando las crias segun la cantidad de leche observada en el
estomago de los lactantes, (-) en caso de ausencia de leche, (+) con medio estémago lleno, (++)
en caso de estdmago lleno (Fig. 28 B, C). Los resultados mostraron que el genotipo no era
determinante, es decir, no existian diferencias significativas entre individuos de los diferentes
genotipos (Fig. 28 C, D) y, de manera predominante, las crias mostraban el estdmago con el
mayor contenido de leche, demostrando una lactancia normal y, de manera notable, una

diferencia sustancial en la variedad Mdlaga respecto a los déficits descritos en la cepa original.
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Figura 28. Ausencia de defectos de amamantamiento en los ratones malPA;-nulos.
(A) Camada de ratones procedentes de cruces de padres heterocigotos [malparl N
malparl (+H] mostrando un comportamiento lactante normal. (B) Imagen tomada de
Contos et al. (2000) mostrando los tipos representativos de comportamiento de lactancia
segun el contenido de leche en estémago. (C) Fotografias de ejemplares de crias de
ratones de la variedad Mdlaga, a edad postnatal P3, clasificados de manera similar y
genotipo correspondiente. (D) Porcentaje de individuos a P3 para cada genotipo de la
variedad Mdlaga, que muestran cantidad maxima (++) y media (+) de leche ingerida. No se
observd ninguna cria sin presencia de leche en el estdmago. Los datos mostraron que no
habia diferencias entre los diferentes genotipos, mostrando los ratones normales (+/ +),
heterocigotos (+ / —), y homocigotos (— / —), un comportamiento similar, sin defectos de
lactancia atribuibles a la ausencia del receptor. (n=26).
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4.2. Caracteristicas generales del cerebro de los ratones Mdlaga nulos

para LPA,

4.2.1. Anatomia del encéfalo en ausencia del receptor LPA;

Tras la observacién del fenotipo externo, se estudiaron las caracteristicas anatémicas del
encéfalo de los animales nulos en comparacion con los individuos salvajes. La diseccién del
cerebro de ratones adultos de doce semanas de edad permitié observar que el encéfalo de los
animales malLPA;-nulos era de menor tamafio y presentaba, al igual que la cepa original
(Contos et al., 2000) una evidente reduccién del tamafio del bulbo olfatorio (Fig. 29 A, B) en
comparacion con los ejemplares salvajes. El cerebro de los ratones Mdlaga nulos para LPA;
mostré un peso menor que los individuos heterocigotos y los normales y también fue
ligeramente menor el peso del cerebro de los ratones heterocigotos respecto a los normales
(Fig. 29 C). En los ratones nulos se pudo apreciar, al mismo tiempo, un redondeamiento y
disminucién del tamano de las vesiculas telencefélicas, que aparentaban ser mas globosas y
compactas, y alguna diferencia en otras regiones, como el cerebelo, que presentaba también
un tamafo reducido respecto al del raton normal (Fig. 29 A, B), si bien , otras estructuras

subcorticales como el tronco cerebral parecian no estar afectadas.

A

Figura 29. Anatomia y peso del cerebro en la variedad Mdlaga nula para LPA;. (A, B)
Anatomia de los encéfalos de ratones adultos de genotipo salvaje y nulo para LPA;.
Imagenes representativas dorsal y lateral de los cerebros de ratones malparl (+/4) (A) y
malparl = (B). Notese la disminucidn del tamafio global y en particular del bulbo
olfatorio en los ejemplares mutantes (punta de flecha). C, Estudio comparativo del peso
del cerebro en ratones adultos normales (+/ +), heterocigotos (+ / —), y homocigotos (- /
—). La ausencia del receptor se asocié a un menor peso del encéfalo (*) p = 0,05, (n=14).
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A nivel histoldgico, y a diferencia de la cepa original, los ratones malLPA;-nulos mostraban
alteraciones no descritas hasta entonces en un animal carente del receptor LPA,. De igual
manera a lo observado en adultos, a pocos dias antes de nacer, en estadio de E18.5, eran
facilmente distinguibles los ratones normales de los nulos para el receptor por el aspecto
general del cerebro y del hocico (Fig. 30 A, B). A esa edad ya se podia detectar una ligera

reduccion del tamafio del cerebro y del grosor de la pared cortical (Fig. 30 C, D).

Figura 30. Histologia general y de la corteza cerebral de los ratones Mdlaga nulos
para LPA;. (A, B) Cortes sagitales de embriones completos en E18.5 de ratones normales
(A) y maLPA;-nulos (B), tefiidos con hematoxilina-eosina en los que se puede apreciar el
menor tamafo del embridn, asi como del telencéfalo y todas las estructuras mads
rostrales. No se apreciaron anomalias significativas en drganos internos. (C, D) Tincion de
hematoxilfrre=eosina en cortes coronales, a nivel medio del telencéfalo, en embriones de
la misma edad. Ademas de mostrar un menor grosor de la corteza cerebral, los ratones
malLPA;-nulos también presentaban el estriado (e) algo mds reducido de tamafio. Escala
en (C, D), 600 pm.

Dos dias mas tarde, tras nacimiento, a PO, cuando la formacidn de las seis capas corticales

permite ya su distincidn, la ausencia del receptor LPA; en la variedad nula Mdlaga se podia
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observar asociada a la presencia de una corteza cerebral de aspecto mas condensado, con una
mayor desorganizacion en la citoarquitectura de las capas corticales, siendo mas dificil
discernir un limite claro entre ellas, al igual que observamos en estadios previos (no
mostrado). Las capas corticales de los animales nulos, ademas, estaban mas reducidas de
grosor y con, aparentemente, alteraciones de densidad celular, especialmente en las mas
profundas (Fig. 31). En algunos casos se pudieron observar alteraciones de la superficie cortical

(flecha en Figura 31).

Figura 31. Corteza cerebral de ratones Mdlaga nulos para LPA; en edad PO. Secciones
coronales de del telencéfalo de ratones normales (A) y maLPA;-nulos (B) a edad PO,
tefiidos con hematoxilina-eosina. Se indican, en numeros romanos, las seis capas
corticales de la corteza para ambos genotipos, deducidas de acuerdo a tamafio celular y
densidad. En el caso de los animales nulos para LPA; hay una reduccién considerable de la
capa | y no se definen de manera clara los limites de las capas mas profundas. La flecha, en
(B), muestra una alteracién cortical. Barra de escala (A, B), 100 um.

4.2.2. Expresion del receptor LPA; en el encéfalo de los ratones malLPA;-nulos

Hasta la fecha de la obtencién de la variedad Malaga la Unica caracterizacién realizada a
nivel de sistema nervioso en un modelo animal de ausencia del receptor LPA; fue la descrita en
el trabajo de Contos et 4al. (2000). Buena parte de los defectos observados fueron atribuidos
por estos autores a las alteraciones del sistema olfatorio, habida cuenta de que la expresién

del receptor LPA; se habia identificado previamente y, de manera destacada, en el desarrollo,
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en la zona ventricular de la corteza cerebral y en el bulbo olfatorio (Hecht et al., 1996; Weiner
et 4l., 1998). Previo a la caracterizacidn de los procesos relacionados con la neurogénesis se
analizo la expresion del receptor por hibridacion in situ y, como forma de control, mediante
inmunohistoquimica, en ambos genotipos, normal, y nulo, de la variedad Mdlaga, a estadios
embrionarios correspondientes a los inicios de la neurogénesis. La hibridacidon in situ
corrobord los estudios previos, mostrando que, durante el desarrollo cerebral, la expresion de
Lparl esta claramente localizada en la zona ventricular (Fig. 32 A, D). Por otra parte, el estudio
mediante inmunohistoquimica, permitid, de una parte, confirmar la presencia del receptor en
la misma region y, a su vez, demostrar, confirmando los resultados del genotipado (ver seccién

3.2.), la ausencia del mismo en los ratones malLPA;-nulos (Fig. 32 C, F).

Figura 32.Deteccion del receptor LPA; en la zona ventricular durante el desarrollo.
(A, D) Hibridacidn in situ para el gen Lparl en criosecciones coronales de embriones de
ratones normales malLparl #/* 3 estadio E14.5 mostrando la localizacién de su expresion
en la regién de la zona ventricular. (B, C, E, F) Inmunodeteccion del receptor LPA; en
secciones de parafina de embriones normales malparl (/4) (B, E) y nulos malpari =) (C,
F) a estadios E12.5 y E14.5. La expresién del receptor parece confinada a zonas
proliferativas neurogénicas (ZV / ZSV). En los animales nulos para el receptor no se
detectd nivel alguno del mismo. pc, placa cortical; pp, preplaca; zv, zona ventricular;
zv/zsv, ventricular/ zona subventricular. Barra de escala en (A), 700 um; (B, C), 450 um;
(D-F) E14.5), 150 pm
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4.3. Andlisis de la zona proliferativa cortical en los ratones Mdlaga nulos

para LPA,

4.3.1. Alteracion del patrén de proliferacién y diferenciacidn cortical en ausencia

del receptor LPA;.

Durante el desarrollo cerebral la expresion del receptor LPA; estd enriquecida en la zona
ventricular (VZ), de manera sincronizada con el periodo neurogénico (Hecht et al., 1996; y
presentes observaciones). Ademas, son numerosos los estudios que han mostrado respuesta a
la sefializacién mediada por LPA por parte de los precursores corticales (Hecht et al., 1996;
Fukushima et 4l., 2000; Kingsbury et 4l., 2003; Fukushima et al., 2004; Dubin et al., 2010; Herr
et al.,, 2011; Yung et al.,, 2011). Para determinar si los defectos citados anteriormente
implicaban deficiencias en el patron normal de proliferacién por parte de los progenitores
neurales de la zona ventricular (ZV) y subventricular (ZSV) se analizaron parametros especificos
que permitieron valorar la neurogénesis cortical en diferentes estadios embrionarios. Dado
que, en ratones, los procesos asociados a la produccidn de las neuronas de la corteza cerebral
ocurren entre los dias E11.5 y E17.5 del desarrollo (Angevine y Sidman, 1961; Gillies y Price,
1993; Caviness et al., 1995; Takahashi et al. 1995; Miyama et al., 1997; Price et al., 1997)se

eligieron los estadios E11.5, E14.5, E16.5 para su estudio.

Para el estudio de la proliferacién cortical se recurrid al analisis de la expresion del antigeno
nuclear de células proliferantes (PCNA) uno de los marcadores mas comunes a la hora de
identificar células en divisidn y que se expresa en las células progenitoras neurales que se
encuentran dividiéndose continuamente en la zona ventricular (Ino y Chiba, 2000), asi como al
de la expresién de la tubulina de clase Il (B-Ill tubulina), especifica de neuronas y que

diferencia poblaciones neuronales postmitdticas (Menezes y Luskin, 1994).

Durante la neurogénesis cortical temprana, en estadio E11.5, la pared ventricular estd
compuesta casi exclusivamente de células progenitoras neurales que expresan, son positivos
para, PCNA y que constituyen la ZV, germinativa (Fig. 33 A, G). Las neuronas, conforme
maduran tras su salida de ciclo, alcanzan el nivel mas superior, para formar la preplaca inicial,
una delgada capa formada por células y fibras orientadas tangencialmente (Fig. 33 B, J). En
este estadio, los embriones de genotipo nulo malLparl ) mostraron una ligera reduccion de
expresion de PCNA (Fig. 33 E, 1), mostrando una regidn proliferante ligeramente reducida

respecto a los normales (Fig. 33 A, G). De manera llamativa, los animales nulos presentaron
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una expresion ectopica y prematura de B-Ill tubulina en la ZV incluso en células localizadas en
la superficie mas préxima al ventriculo (Fig. 33 F, L; flechas), indicativos de una maduracién
neuronal temprana antes de haber alcanzado su emplazamiento definitivo. Los individuos
heterocigotos presentaron también dichas alteraciones aunque en menor grado (Fig. 33 C, D,

H, K)

Figura 33. Patron proliferativo y postmitético cortical en estadio E11.5 para ratones
Madlaga normales, heterocigotos y nulos para LPA;. Expresién de PCNA (A, C, E, G-l) y B-
Il tubulina (B, D, F, J-L)en secciones coronales (A-F; ampliados x10 los recuadros en G-L)
del telencéfalo de embriones en el estadio E11.5 de animales de genotipo normal
[maLparl “1 (A, B, G, J) , y de genotipo heterozigoto [maLparl *7] (C, D, H, K) u
homozigoto [maLparl (_H] (E, F,J, L). pp, preplaca; zv, zona ventricular. Barra de escala en
(A-F), 250 um; (G-L), 55 pum.

En el estadio E14.5 la corteza embrionaria en desarrollo ya posee una arquitectura cortical
que comprende dos capas proliferativas: la zona ventricular (ZV) y la zona subventricular (ZSV),
una primitiva zona intermedia (ZI) con migracién radial de neuronas y una placa cortical (PC)
con neuronas en diferenciaciéon y conexiones tanto aferentes como eferentes de la corteza
embrionaria. De manera similar a lo observado en E11.5, la corteza del ratén de genotipo
normal mostrd una pared cortical claramente diferenciada en una capa germinativa (ZV/ZSV)
de progenitores neurales con expresion de PCNA (Fig. 34 A, G) y una segunda capa (ZI/ PC), por
encima de esta, constituida por células postmitéticas inmunorreactivas a -1l tubulina (Fig. 34

B, J). En el animal nulo para LPA; se observd una clara reduccién de la zona proliferativa
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inmunorreactiva a PCNA que llega a presentar casi la mitad de su grosor normal (Fig. 34 E, |)
correlacionada con un aumento muy significativo y proporcional de la capa de células con
expresion prematura de B-Ill tubulina asi como del nimero de células con expresion de dicho
marcador neuronal (flecha en Figura L) en la presunta area germinativa (ZV/ZSV)(Fig. 34 F, L).
Ademas, se pudo observar numerosas fibras de células con expresién de B-Ill tubulina con
orientacién ordenada y paralela a la superficie ventricular (punta de flecha en Figura L). Los
ratones de genotipo heterocigoto mostraron un patron proliferativo gradual e intermedio
entre lo observado en ratones normales y nulos (Fig. 34 C, H), igualmente correlacionado con
la expresion de B-lll tubulina (Fig. D, K). También el animal heterocigoto mostré células
postmitdticas con fibras ordenadas y paralelas a la superficie ventricular (punta de flecha en
Figura 34 K) y expresidn ectépica de B-IIl tubulina en la zona germinativa (flecha en Figura 34

K).

Figura 34. Patron proliferativo y postmitético cortical en estadio E14.5 para ratones
Madlaga normales, heterocigotos y nulos para LPA;. Expresién de PCNA (A, C, E, G-l) y B-
Il tubulina (B, D, F, J-L)en secciones coronales (A-F; ampliados x10 los recuadros en G-L)
del telencéfalo de embriones en el estadio E14.5 de animales de genotipo normal
[maLparl “7] (A, B, G, J), y de genotipo heterozigoto [malparl “?] (C, D, H, K) u
homozigoto [malparl (_/_)] (E, F, J, L). pc, placa cortical; zi, zona intermedia; zv/zsv,
ventricular/ zona subventricular. Barra de escala en (A-F), 300 um; (G-L), 65 um.
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El estadio E16.5 del ratdn representa ya una fase muy avanzada de neurogénesis cortical en

el raton (Takahashi et 4al., 1995; Miyama et al.,, 1997). Al observar, de manera similar, el
marcaje para los antigenos citados, no se encontraron diferencias tan evidentes como en los
estadios anteriores, siendo, las variaciones en el patrén de expresion de PCNA y B-lll tubulina
entre los diferentes genotipos muy sutiles, apenas identificables en el caso de los individuos

heterocigotos (Fig. 35).

El anticuerpo contra PCNA mostré un grosor de ZV / ZSV similar para los genotipos
estudiados (Fig. 35 A, C, E, G). Sin embargo, si que se observaron diferencias en un area que
presenta una actividad neurogénica activa en este periodo, el bulbo olfatorio, con una
reduccion en el grosor de la capa proliferativa ventricular ZV de los ratones nulos para LPA;
respecto a los normales (Fig. 35 I-L). Esta variacion en el bulbo olfatorio es realmente
interesante. A pesar de ello, nuestro estudio se ha centrado en la neurogénesis cortical, no en
el bulbo olfatorio. El hecho de que existieran mayores diferencias en estadios E11.5 y E14.5
respecto a E16.5 sugiere alteraciones especificas en los periodos en los que la neurogénesis es

muy activa.

De manera andloga, el marcaje con B-Ill tubulina mostré menos diferencias en este estadio
(Fig. 35 B, D, F, H). Aun asi, en los embriones nulos continué observandose un mayor nimero
de células con expresién de B-IIl tubulina préximas a la luz del ventriculo en comparacién con
los embriones normales (flecha en Figura 35 H). También se observa una mayor laxitud en la
capa neuronal mds externa y, en la zona intermedia, las fibras positivas paralelas al ventriculo
se encuentran mds desorganizadas que respecto a las del ratén normal (punta de flecha en
Figura 35 F, H). En estadios posteriores a E16.5, tales como E18.5 6 PO, la mayor parte de la
neurogénesis se ha completado y el analisis de las capas proliferativas y de la distribucién de

las neuronas, no aporté nuevos datos discutibles en nuestro estudio (no mostrado).

106

106




Andlisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo cerebral de ratones carentes del receptor de dcido lisofosfatidico LPA;

Figura 35. Patron proliferativo y postmitético cortical en estadio E16.5 para ratones
Madlaga normales y nulos para LPA;. Expresion de PCNA (A, C, E, G, I-L) y B-Ill tubulina
(B, D, F, H) en secciones coronales del telencéfalo a nivel medio (A-D; ampliados x2 en E-
H) y del bulbo olfatorio (I, K, ampliados x2 en J, L) de embriones en el estadio E16.5 de
animales de genotipo normal [malparl W“] (A, B, E, F, I, J), y de genotipo nulo
homozigoto [maLparl (_/_)] (C, D, G, H, K, L). zv/zsv, ventricular/ zona subventricular. Barra
de escala en (A-D), 300 um; (E-H), 150 um; (I, K), 250 um; (J, L), 125 um.

Considerando las anomalias en el patrén de expresién de PCNA en ausencia del receptor
LPA,, especialmente en los estadios iniciales, que sugerian una pérdidad de identidad de
células precursoras en beneficio de una mayor proporcién de células diferenciadas, se optd
por comprobar si los procesos de division tenian lugar correctamente y si la reduccién de
expresion de PCNA se correlacionaba con alteraciones de mitosis. A nivel histolégico y, con el
objetivo de estudiar el nimero de células que se encuentran, en un momento dado, en mitosis
en las regiones proliferantes, se recurrid al estudio de expresion de la forma fosforilada de la

proteina Histona H3, que marca nucleos que se encuentran en la fase mitética de
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condensacién del material genético, desde G2 hasta el momento preciso de la division
mitdtica, siendo su mayor expresiéon en metafase (Hendzel et al.,, 1997). Se selecciond el
estadio E14.5 como el mas representativo para estudiar el patrén de células positivas a Histona
H3 fosforilada. Las imagenes demostraron, una vez mas, que la ausencia del receptor LPA; se
correlacionaba con una disminucién del potencial proliferativo durante la neurogénesis,
dismiuyendo el nimero de células positivas al marcador a nivel de la superficie ventricular (Fig.
36). Es a nivel apical donde tienen lugar las mitosis en un correcto patrén de migracidon nuclear
intercinética (Hollyday, 2001; Miyata et 4l. 2004; Miyata, 2008) y asi, es importante hacerlo
notar, se pudo observar en ambos genotipos, no concurriendo ninguna divisién ectdpica
dentro de la ZV en ausencia del receptor LPA; (Fig.36 B, D, G) y limitdndose el defecto al

numero de procesos de divisién en un momento dado.

La cuantificacion de las células arrojé cifras con una reduccion significativa de hasta un 32%
del nimero de células en mitosis apicales en la ZV de los animales nulos para LPA; respecto a
los normales (Fig. 36 H) y que se correlacionaban, de manera ldgica, con la reduccion de
expresiéon de PCNA observada. Los individuos heterocigotos, de nuevo, mostraron un patrén
intermedio, entre ambos genotipos. Ademas, el andlisis de las mitosis localizadas en la ZSV, a
nivel apoventricular, demostrd, de igual manera, que dichas divisiones, aun cuando se
presenten en menor medida, seguian reducidas significativamente en heterocigotos y nulos

homocigotos respecto a los individuos normales (Fig. 36 H)
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Figura 36. Reduccion del numero de mitosis en ausencia del receptor LPA;. (A - G)
Expresiéon de Histona H3 fosforilada en secciones coronales corticales de la zona
proliferativa (VZ/ SVZ) en ratones de estadio E14.5 de genotipo normal [malparl W”],
heterocigoto nulo [malparl (+/_)], y nulo [malLpari (_/_)]; (A, B, aumentados en detalle en
C, D). Se aprecié una reduccion del nimero de celulas histona H3-positivas en los
ejemplares nulos para LPA;, reduccién que afectd no sélo a las mitosis junto a la luz del
ventriculo (los tres genotipos en E-G), sino también a las células en mitosis en regidn
apoventricular, en ZSV (flechas en Cy D). Barra de escala (A, B) 300 um,(C, D) 100 um, (E,)
45 um. (H) La gréafica muestra el porcentaje de células en las zona ventricular (ZV) y
subventricular (ZSV) que expresaban histona H3 fosforilada en cada genotipo frente al
namero total de células en la seccidn analizada. (n=8; **, p = 0,01).
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4.3.2. Expresion anémala de genes reguladores de neurogénesis cortical en

ausencia del receptor LPA;.

Diferentes estudios previos han mostrado que el factor de trasncripcion Pax6 estd
implicado en la regulacion del ciclo celular durante la neurogénesis en estadios tempranos de
desarrollo cerebral (Warren et al., 1999; Estivill-Torrus et al., 2000), periodo éste en el que la
expresiéon de manera secuencial de los factores de transcripcion Pax6 y Thr2 termina en la
diferenciacion de los precursores neurales hacia progenitores intermedios de la ZSV (Englund
et 4l.,, 2005; Vasistha et al., 2005; Quinn et al., 2007). A fin de profundizar en la influencia de la
sefializacion mediada por LPA; y determinar si las alteraciones observadas en la corteza
cerebral de los ratones carentes del receptor LPA; se correlacionaban con alteraciones en la
expresion de Pax6 y Thbr2 se analizaron secciones coronales corticales de cada genotipo por

hibridacidn in situ e inmunohistoquimica a edades similares a las estudiadas.

El estudio no solo se restringio a estos dos factores sino que, por su participacién en estos
procesos de diferenciacién, ademadas, se analizé la expresién de Ngnl, factor proneural,
implicado en la especificacion de destino neuronal en el progenitor (Sun et 4l., 2001; He et al.,
2005) y de Tis21, factor implicado en el control de la progresién del ciclo celular, y que se
expresa en la fase de division asimétrica, marcando selectivamente los progenitores
neurogénicos, no los proliferativos, asi como tampoco las neuronas postmitdticas (lacopetti et
al.,, 1999). Su expresion es de especial interés ya que se ha observado que las células que
expresan Tis21 no suelen generar neuronas directamente, sino que generan progenitores
basales que daran lugar a neuronas (Attardo et al., 2008, 2010). Para nuestro estudio, por
tanto, usamos Pax6 como marcador de progenitores neurales en division, apicales en su
mayoria, si bien las divisiones de los intermedios, que expresan Thr2, son mas neurogénicas. A
su vez, la mayoria de todas las células con divisién asimétrica que dieran lugar a progenitores

basales neurogénicos quedarian sefialadas por la expresion de Tis21.

El estudio de expresion de Pax6 en ratones de genotipo normal permitié comprobar que,
en la neurogénesis, en una fase temprana/media como E14.5, la expresion de Pax6 se
encuentra localizada en la ZV y ZSV, donde es expresado por la mayoria de los precursores
neurales (Walther y Gruss, 1991), delimitando claramente la regién germinativa (Fig. 37 A). Al
examinar la corteza de los animales carentes del receptor LPA; se pudo observar wuna
reduccion muy clara de la regién con expresidon de Pax6 (Fig. 37 B), de acuerdo, por otra parte,
con las imagenes de expresiéon de PCNA anteriormente mostradas. De manera equivalente, la

regién que en los ratones malLPA;-nulos presuntamente debia ser proliferativa pero que, en
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dicho estadio, mostraba una expresidn de B-IIl tubulina anémala y prematura, no presentaba
niveles detectables de expresion de Pax6, de manera consistente con la pérdida de identidad

de célula precursora (Fig. 37 B).

En este mismo estadio, E14.5, Thr2, como hemos mencionado, se expresaba en genotipo
control normal (Fig. 37 C) en las células destinadas a actuar como progenitores intermedios en
la ZSV, a nivel apoventricular, basal, asi como en algunas neuronas postmitéticas recién
diferenciadas, delimitando la ZSV, préximo al limite de expresién de Pax6, mas apical (Englund
et al., 2005; Vasistha et al., 2005; Quinn et al., 2007). De acuerdo a la disminucion de
expresion de PCNA y Pax6 en la presunta ZV/ ZSV del embridn nulo para LPA,, se esperaria una
disminucién en la region positiva a Thr2. Sin embargo, los resultados mostraron, de manera
ciertamente interesante, que, a excepcion de ligeras variaciones, no habia apenas diferencias
entre el genotipo normal y el nulo carente del receptor (Fig. 37 C, D). Estos resultados,
considerando que la identidad de los progenitores intermedios de la ZSV viene determinada,
como hemos mencionado, por una regulacién al alza de Thr2 y otra, a la baja de Pax6 (Englund
et al., 2005), sugerian una salida de ciclo prematura por parte de los precursores neurales y la
inmediata adquisicion de identidad de progenitor intermedio en ZSV. Esta salida prematura
quedaria confirmada ademas, por la alteracién de la expresion de Tis 21 y Ngnl y Ngn2. Asi,
frente al comportamiento normal en el que, en E14.5 hay una fraccion destacada de
progenitores con expresion de Tis21, merced a la necesidad de generar progenitores
intermedios neurogénicos (Fig. 37 E), la ausencia del receptor LPA; se acompafia de una
reduccion considerable de la expresion de Tis21 (Fig. 37 F), lo que sugiere, al no haber
diferencias en la expresidon de Tbr2, que se ha evitado u obviado este paso prematuramente
de alguna manera. En el animal nulo este patron andmalo de orquestacidn de expresion génica
vino acompafiado, ademas, de un desequilibrio en la expresidon de los genes proneurales ya
que, si bien en E14.5 tenia lugar un descenso de expresion de Ngnl (Fig. 37 G, H), pero no de
Ngn2 (Fig. 37 1, J), poco mas tarde, a E16.5, era la expresiéon de Ngn2 la que quedaba muy

reducida en comparacion con el embrién de genotipo normal (Fig. 37 K, L)
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Figura 37. Patron de expresion de Pax6, Tbr2, Tis21, Ngnl y Ngn2 en la neurogénesis
cortical temprana de ratones normales y nulos para LPA;. Expresion de Pax6 (A, B), Tbr2
(C, D), Tis21 (E, F), Ngn1 (G, H) y Ngn2 (I-L) a estadios E14.5 (A-J) y E16.5 (K, L) en
secciones coronales del telencéfalo de embriones de genotipo normal [malparl WH] (A,
C E G, 1,K), ynulo [malparl H—)] (B, D, F, H, J, L). En (A-D) se incluyen ampliados x2 en
zona inferior. zv/zsv, ventricular/ zona subventricular. Barra de escala en (A-J), 400 um (a
excepcién de cada ampliado —x2- en A-D); (K, L), 500 pm.

4.3.3. Inversion de la proporcidn del tipo de division adoptado por los precursores
corticales apicales en ausencia del receptor LPA;.

Como mencionamos al inicio de este trabajo, el modo de division de las células
progenitoras apicales en la zona proliferativa ventricular condiciona y permite la

corticogénesis. Cuando la orientacién del huso mitético y, con ello, el plano de divisidn celular,

es vertical (perpendicular a la superficie ventricular), producen un modo de divisidn simétrica,

112



Andlisis de la neurogénesis cortical en el desarrollo cerebral de ratones carentes del receptor de dcido lisofosfatidico LPA;

generando dos células precursoras hijas idénticas que permanecen en la zona ventricular,
mientras que, por el contrario, el plano de division aproximadamente horizontal, (paralelo o
ligeramente oblicuo a la superficie ventricular), corresponde a una division asimétrica que
genera dos células hijas diferentes, la mas préxima al ventriculo se mantendrd como
progenitora mientras que la otra migrard hacia la placa cortical para contribuir a la formacién
diferenciada de la corteza cerebral o bien dara lugar un progenitor intermedio (Haydar et al.
2003). En un individuo normal las divisiones simétricas predominan en las fases tempranas del
desarrollo para incrementar la poblacidon proliferativa en la VZ mientras que, conforme la
neurogénesis avanza, aumenta el porcentaje de divisiones asimétricas que daran lugar a
neuronas y celulas gliales (Chenn y McConnell, 1995; Hatten, 1999; Haydar et al. 2003; Noctor
et 4l., 2004; Gotz y Huttner, 2005; Merkle y Alvarez-Buylla, 2006; Paridaen y Huttner, 2014).

Si, como sugerian los resultados, la ausencia de LPA; podia generar una salida prematura de
ciclo con expresion temprana de marcadores de diferenciacion, el tipo de divisién de los
precursores nulos para LPA; pudiera estar marcadamente desplazado hacia la asimetria, ya
que es la, a priori, salida natural para generar progenitores intermedios y neuronas. El huso
mitético de los progenitores rota durante la metafase pero se detiene en anafase, lo que
permite detectar una medida exacta del plano de divisién (Adams, 1996). Por ello realizamos
un andlisis, a diferentes estadios, mediante tincidn histoldgica convencional con hematoxilina,
para observar con detalle la presencia y el tipo de divisién en la ZV de ambos genotipos normal
y nulo ya que con esta tincién sencilla se pueden identificar y cuantificar claramente las células
en anafase y telofase, cuando los cromosomas condesados se separan. Las células se
clasificaron segln la orientacién de su plano de division (Estivill-Torrds et &l., 2000),
diferenciando plano vertical (divisién simétrica) y planos intermedio (oblicuo) y horizontal
(division asimétrica ambos, si bien el oblicuo suele ser mayoritario en mamiferos) (Fig. 38 A), a

objeto de demostrar mejor la posible alteracién en el animal nulo para el receptor.

Asi, de acuerdo a lo descrito en condiciones normales, el ratdn normal en estadio E14.5
(neurogénesis temprana/media) practicamente las dos terceras partes de todas las divisiones
eran con orientacién vertical, es decir, dirigidas a divisidn simétrica, siendo las de tipo
asimétrico mayormente con plano oblicuo o intermedio (Fig. 38 B). La proporcion de divisiones
simétricas se redujo ligeramente en E16.5 (Fig. 38 B). Sin embargo, al analizar el ratdn maLPA;-
nulo, en ambos estadios, E14.5 y E16.5 los resultados mostraron, especialmente a E14.5, unos
valores muy elevados, y significativos respecto a los individuos normales, de divisiones de tipo

asimétrico, cercanos al 65 %, y mayoritariamente por orientacion horizontal, (Fig. 38 B) lo que
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venia a corroborar la diferenciacién prematura de los precursores neurales mediante division

asimétrica en ausencia del receptor LPA; en los estadios iniciales y medios de neurogénesis.

Figura 38. La ausencia del receptor LPA; en los precursores neurales invierte la
proporcién del tipo de orientacion del plano de division. (A) Las células en fase de
telofase y anafase tardia se clasificaron de acuerdo a su plano de divisién relativo a la
superficie ventricular: 0° a —30° o a 30°, division horizontal; 30° a 60°, intermedia u
oblicua; 60° a 120°, divisidn vertical. Se muestra el esquema e imagines representativas
tefidas con hematoxilina. (B) Graficos comparando el porcentaje de células en cada plano
de divisidn (identificados en secciones coronales) en embriones normales [maLparl (+/+)] y
nulos [maLparl (_/_)], a estadios E14.5 y E16.5. Las proporciones de divisién horizontal y
vertical de los animales nulos fueron, llamativamente, proporcionalmente inversas a las
de los animales normales. (n = 8; p = 0,001).

4.3.4. Dinamica de proliferaciéon y diferenciacion de neuroblastos corticales en

ausencia del receptor LPA;.

A objeto de analizar el efecto de la ausencia de sefializacién mediada por el receptor LPA,
en la dindmica proliferativa de los precursores de manera individualizada sin la influencia del
medio y de los diferentes factores tréficos y de sefializaciéon intrinseca cortical, se estudié la
misma en cultivos de neuroblastos corticales procedentes de embriones de estadio E14.5,
cuando mas claros son los defectos observados, analizando el patrén de proliferacion y de ciclo
celular en condiciones normales y en ausencia del receptor LPA;, mediante el estudio de

marcadores inmunocitoquimicos y marcaje y seguimiento con bromodesoxiuridina (BrdU).
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Respuesta a LPA en neuroblastos corticales de ratones en E14.5

En primer lugar, y para corroborar la funcionalidad de la sefializacidn del receptor LPA; en
los cultivos celulares de neuroblastos procedentes de ratones normales, frente a los carentes
del receptor LPA;, se trataron ambos con una solucién de oleil LPA & 1-oleil-2-hidroxi-sn-
glicerol-3-fosfato (en forma de sal sddica) a una concentracion 100 nM, capaz de generar una

respuesta de compactacién celular en neuroblastos corticales (Fukushima et al., 2000).

Figura 39. Efecto de la adicion de LPA en cultivos celulares de neuroblastos corticales
obtenidos de embriones normales y nulos para LPA;. (A, B) Imagenes representativas de
cultivos de neuroblastos corticales de ratones de genotipo normal [malparl W”] y nulo
[maLpari (_H], en estadio E14.5, antes (tiempo O min) y 15 min, después de la adicion de
LPA a concentracién 100 nM. (C) Representacion esquematica de la compactacion celular
tras adicion de LPA en neuroblastos de genotipo normal. (D) Representacion del
porcentaje de reduccién de drea tras adicion de LPA al cultivo, en ambos genotipos. El
vehiculo (0) no generd efecto alguno en ambos casos. (n=8; **, p =0.01).

Como se puede observar en la Figura 39, en los cultivos celulares derivados de ejemplares
normales (Fig.39 A), al cabo de 15 min de adicién de LPA al medio de cultivo, los neuroblastos
mostraron retraccidn de neuritas y, como resultado de dicha dindmica celular, tendencia a
formar grupos algo mas compactados. Por el contrario, los neuroblastos de genotipo nulo

mantenian exactamente la misma morfologia al cabo de quince minutos de observacién
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mostrando con ello la ausencia total de efecto de LPA (Fig. 39 B). Cuando se cuantificd el
porcentaje de reduccién del area sobre la que se asienta un grupo de células, como medida de
compactacién (Fig. 39 C), o lo que es lo mismo, como medida de la capacidad de retraccion
(Fukushima et 4l., 2000) se observé que los neuroblastos carentes del receptor LPA; no
respondian al LPA, mientras que los derivados de los animales normales mostraban una

reduccion significativa del area (Fig. 39 C, D).

Proliferacion y diferenciacion en neuroblastos corticales de ratones en E14.5

La bromodesoxiuridina (BrdU) es un andlogo sintético de la timidina que se incorpora
rapidamente en las células cuando estas requieren sintetizar material genético (a lo largo de
un periodo de 2 h después de su administracién) y es visible, de manera decreciente tras cada
divisiéon, en las células hijas (Taupin, 2007). A las doce horas de establecer el cultivo de
neuroblastos corticales se afiadié BrdU (10 uM) al medio de cultivo, con el objeto de marcar
los precursores neurales en fase S de sintesis del ciclo celular, retirandolo a los 45 minutos. Se
analizo el cultivo inmediatamente después del pulso de BrdU, (tiempo 12,75 h tras inicio de
cultivo), y alas 18, 24 y 36 horas tras cultivo. Ademas, en cada tiempo, se analizo la expresion
de la ciclina A para determinar la proporcién de neuroblastos mayoritariamente en fase S
(Woo y Poom, 2003; Kaldis y Aleem, 2005) y de p27kipl cuya expresion induce la salida del ciclo
celular y migracidn a las capas superciales (Tarui et al., 2005), por lo que es indicativa de

diferenciacion.

El estudio del comportamiento proliferativo y de maduracidon confirmé las alteraciones

observadas a nivel histolégico. Los resultados de marcaje con BrdU mostraron, en el tiempo,
un aumento gradual de células marcadas (con independencia de su intensidad) en los tres
genotipos, normal, heterocigoto y nulo para LPA; indicativo de un proceso continuado de
division (Fig. 40 A, B). Sin embargo, la ausencia del receptor se correlaciond con una reduccién
del nimero de células marcadas desde el inicio del experimento, a tiempo cero, respecto a lo
observado en el genotipo normal (Fig. 40 A, B). Esta reduccion en el marcaje con BrdU se
acompafid, en todos los tiempos medidos, de la presencia de una fraccion menor, constante,
de células con expresidn nuclear de ciclina A (Fig. 40 C, D) y, de manera muy llamativa, por una
fraccion considerablemente mayor de células que expresaban p27*** (Fig. 40 E, F). Ademas de
suponer una diferencia muy significativa de partida respecto al genotipo normal, el aumento

kipl

de expresion de p27™"" en los neuroblastos carentes del receptor de LPA; fue incrementandose

gradualmente en el tiempo de duracion del experimento (Fig. 40 E, F). Ademas, la tincién de
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contraste con B-lll tubulina demostré mayor presencia de células diferenciadas en los cultivos
de genotipo nulo. Estos resultados de acuerdo con lo observado a nivel histolégico, sugiriendo
que, en ausencia del receptor LPA; el modo de divisién de los precursores cambia hacia

divisiones de tipo asimétrico, generando una salida de ciclo con diferenciacion prematura.

Figura 40. Andlisis in vitro de los precursores neurales de ratones malLPA;-nulos. Se
muestran imagenes representativas de cultivos de neuroblastos corticales de raton de
genotipo normal [malparl W”] y nulo [malparl H—)], en E14.5, inmunotefiidas para la
deteccién de BrdU (A, B) y de la expresion de ciclina A (C, D) y p27ki'[Jl (E, F), 24 h tras
cultivo y con pulso de 45 min de BrdU a 12,75 h tras cultivo. En marrdn, la marca
especifica; en azul, inmunotincion de contraste con B-lll tubulina. Las graficas, a la derecha
de cada imagen, muestran el porcentaje de células inmunotefiidas para cada marcador a
los diferentes tiempos. Se detectaron diferencias significativas entre el genotipo normal y
nulo en todos los tiempos medidos. (*) diferencia respecto a genotipo normal; (**)
diferencia entre genotipo heterocigoyo y homocigoto nulo. (*, **, p < 0,05, ANOVA).
Escala, (A), 20 um; (C, E), 25 um.
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Cinética del ciclo celular en neuroblastos corticales de ratones en E14.5

Para este andlisis se recurrié al método de marcaje acumulativo con BrdU (Nowakowski et
al., 1989; Estivill-Torrus et al.,, 2002) mediante el cual se afiade BrdU al cultivo celular, sin
retirarlo, analizando diferentes tiempos para detectar su incorporacién acumulada. Establecida
la proporcion de células marcadas en cada tiempo, desde el inicio, es posible calcular la
fraccion de crecimiento (FC), el tiempo de la fase de sintesis del ciclo celular (Ts), y la longitud
del ciclo celular (Tc) (Nowakowski et al., 1989; Takahashi et al., 1993, 1995; 1999; Estivill-
Torrus et al., 2000), pudiendo calcular con mayor exactitud la fraccidon de crecimiento (FC),
proporcién real alcanzada de células proliferantes (Fig. 41 A). En neuroblastos nulos y, de
acuerdo con lo observado hasta ahora, hubo un menor nimero de células marcadas con BrdU
al inicio del experimento (18,5 % + 2,9 %) respecto al genotipo normal (26,3 % + 0,7 %) (Fig. 41
B). Sin embargo, al sumar la totalidad del tiempo y obtener la FC, ésta es mayor en ausencia
de LPA, (75,8 % * 4,6 % ) respecto al genotipo normal (63, 1 % + 2,9 %) (Fig. 41 B), lo que indica
que alcanzaron el maximo nimero de células marcadas con BrdU en menor tiempo. La Figura
41 C presenta el calculo de la longitud de ciclo celular (Tc), representado como la longitud de la
circunferencia (un menor circulo significa un menor tiempo total de ciclo celular). Mientras
que la Tc en E14.5 para los neuroblastos de genotipo normal se estimé en 16,5 h, la de los
neuroblastos nulos para LPA; fue de 11,5 h, siendo la de la fase S (Ts) de 4 hy 2,5 h,
respectivamente (Fig. 41 C). Los resultados sugerian, globalmente, que la ausencia de LPA;
alteraba la proporcion de células en proliferacidon, haciéndola mas reducida de partida, e

induciendo un ciclo celular mas corto, con divisiones aceleradas, y diferenciacién prematura.

Las imagenes de los cultivos de neuroblastos con presencia continuada de BrdU en el medio
fueron muy llamativas y confirmaban lo expuesto. Asi, frente a una dindmica convencional de
cultivo, con grupos de células dispersos, y marca de BrdU en las diferentes células en
proliferacién (genotipo normal, Fig. 41 D, panel izquierdo), los neuroblastos de genotipo nulo
se agrupaban formando cadenas de células proliferantes, muy adheridas unas a otras, e
incluso imagenes aberrantes de grupos grandes de células en proliferacion compactadas desde
donde salian cadenas unidas de células en division, formando la apariencia de una estrella de
células en division (genotipo normal, Fig. 41 D, panel derecho). Considerando los resultados de
la dindmica y su comportamiento, todo parecia indicar que las células, en ausencia del
receptor LPA;, se dividian y diferenciaban en tan corto espacio de tiempo y de manera
andémala que daban lugar a formaciones aberrantes de células sin tiempo alguno para

separarse del grupo progenitor origen. El esquema en la misma figura (Fig. 41 E) representa la
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idea propuesta, siendo las lineas continuas las células que contintan divisidn y las quebradas,

las de células diferenciadas o en proceso de diferenciaciéon posmitdtica.

Figure 41. Cinética del ciclo celular de los precursores neurales de ratones malPA ;-
nulos. (A, B) Graficas mostrando el marcaje acumulativo con BrdU en neuroblastos de
genotipo normal [malparl W”] y nulo [malparl (_/_)], en E14.5. (A) Ecuaciones para el
calculo de los diferentes parametros. (B) Tendencia de la proporcién de células marcadas
(media * error estandar de la media). (C) Representacion de la cinética del cilo celular para
ambos genotipos. La longitud del circulo es proporcional a la duraciéon del ciclo. (p < 0,05,
ANOVA). (D) Imagenes representativas del cultivo celular inmunotefiido para BrdU en
ambos genotipos. (E) Representacion de la cinética para ambos genotipos. Las lineas
continuas representan células en division y las quebradas, células diferenciadas o en
proceso de diferenciacién posmitdtica. En ausencia de LPA; los procesos de divisidn
rapida y diferenciacidon prematura se sucederian rapidamente.
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4.4. Alteraciones en la formacion cortical en los ratones Mdlaga nulos

para LPA,

4.4.1. Migracidn cortical y diferenciacién anémalos en ausencia del receptor LPA;.

Los defectos observados hasta ahora por la ausencia del receptor LPA; permiten inferir un
papel sustancial del mismo para el correcto desarrollo de la neurogénesis cortical, cuando
menos, a nivel del equilibrio de los procesos de division/diferenciacion en los estadios iniciales
de la corticogénesis. Para valorar el efecto de estas alteraciones y, por ello, el papel del
receptor LPA; en la formacidn de la corteza cerebral, en la correcta migracién neuronal y la
constitucién de las diferentes capas corticales, y, en ultima instancia, en la funcionalidad
cerebral, fue preciso examinar la corteza cerebral a objeto de buscar defectos que pudieran

afectar la organizacidn cortical postnatal.

En primer lugar, considerando las alteraciones a nivel histoldgico, se estudid el
comportamiento migratorio de los precursores neurales mediante la administracion
intraperitoneal de BrdU (en una proporcion de 70 ug BrdU/gr de peso del animal) a hembras
prefiadas con crias en edad E14.5, para asi marcar las células corticales que nacieran en ese
preciso momento, y poder, a posteriori, examinar su distribucién en estadio E18.5. Se calculé
el porcentaje de células marcadas segun su localizacién, respecto al total de marcadas (ver
seccion 3.4.2.3.), lo cual permitié estimar su migracidn (Gillies y Price, 1993; Estivill-Torrus et
al, 2000). Las células positivas a BrdU se clasificaron en células con marca densa, donde se
marcaba mds de la mitad del nucleo, y células con marca ligera, con menor marca en el nucleo
(apariencia punteada), indicativa de que han sufrido mas de un ciclo de divisidn tras el marcaje
(Gillies y Price, 1993; Taupin, 2007). Se pudo observar como, inmediatamente después del
pulso de BrdU, los embriones en estadio E14.5 de ambos genotipos, normal y malLPA;-nulo,
mostraron patrones de marcaje similares cualitativamente, con la totalidad de células

marcadas localizadas en la ZV y ZSV (no mostrado).

A las 12h de la administraciéon de BrdU su inmunodeteccién en las secciones coronales
corticales de los embriones normales en E14.5 mostré una amplia distribucion de células
marcadas en la pared cortical que ocupaba ambas, ZV y ZSV, y la ZI, donde pse localizaban en
una proporcién my significativa (Fig. 42 A). Por el contrario, en los animales nulos para el
receptor las células marcadas estaban practicamente ausentes de la Zl y, las de posiciones mas

apicales se localizaban, mayoritariamente, en ZSV (Fig. 42 B). La cuantificacion de las células en
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las diferentes zonas confirmd la reduccidn significativa de células marcadas en la ZI y que
afectaba tanto a células marcadas de manera densa, como a las de marca ligera, procedentes
de divisiones anteriores (Fig. 42 C), lo que, en conjunto, parecia indicativo de deficiencias de

migracion en estadios iniciales.

ligera

zZi zZi

Figura 42. Migracion cortical temprana alterada en ausencia del receptor LPA;. (A, B)
Inmunodeteccidon de BrdU en células marcadas en E14.5 ,12h tras su administracion. La
imagen muestra el patrén de marca en secciones coronales corticales de embriones de
genotipo normal [malparl (+/+)] (A), y de genotipo nulo [malLparl (_H] (B), este ultimo sin
apenas marcaje en la zona intermedia (zi). (C) Gréficas mostrando el porcentaje de células
marcadas de acuerdo a tipo de marca y localizacion cortical (zi vs. zv/zsv), en ambos
genotipos, normal y nulo. El animal nulo mostré un nimero apenas significativo de células
con BrdU en la zona intermedia.pc, placa cortical; zi, zona intermedia; zv, zona ventricular;
zv/zsv, ventricular/ zona subventricular. Barra de escala en (A-B), 100 um.

Cuando el analisis se efectud en estadio E18.5, al final del periodo neurogénico, con un
placa cortical conveniente formada, ambos genotipos, normal y maLPA;-nulo, presencia de
células generadas en E14.5, marcadas densamente, en las capas mas superficiales de la pared

cortical (Fig. 43 A, B), indicando que la ausencia del receptor no incapacita a las neuronas para
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migrar. Sin embargo, y siempre respecto al genotipo normal, Ilamaron la atencién dos hechos
en los animales malLPA;-nulos, esto es, las pocas células presentes en la ZI y, de manera
evidente y significativa, la acumulacion de células marcadas (de ambas marcas, densa vy ligera)
en las capas mas profundas de la corteza cerebral (Fig. 43 C), sugiriendo, en principio, defectos
de posicionamiento, sin que pudiéramos descartar aun la influencia, igualmente, de muerte

celular.

Figura 43. Migracion anomala a capas superiores en ausencia del receptor LPA;. (A,
B) Inmunodeteccion de BrdU en células marcadas en E18.5 ,4 dias tras su administracion.
La imagen muestra el patrén de marca en secciones coronales corticales de embriones de
genotipo normal [maLparl W*)] (A), y de genotipo nulo [malparl H_)] (B), este ultimo con
acumulacion de células marcadas en las capas mas profundas (punta de flecha). Se
muestra insertada el sistema de compartimentos usado para el conteo. (C) Graficas
mostrando el porcentaje de células marcadas de acuerdo a tipo de marca y localizacién
(en cada compartimento segun profundidad cortical), en ambos genotipos, normal y nulo.
El animal nulo mostré una acumulacidn significativa en las capas situadas a mayor
profundidad en la pared cortical. zm, zona marginal; pc, placa cortical; zi, zona
intermedia;.Barra de escala en (A-B), 100 um.
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La acumulacién de células marcadas con BrdU podria deberse a diferentes causas. La
anémala division y diferenciacidén sufrida por los progenitores en la ZV podria ser la mas
pausible para explicar los defectos de migracidn en sentido radial. Sin embargo es posible que
otros factores influyeran en el resultado, tanto para la migracion como, especialmente, la
diferenciacidn final de las neuronas postmitdticas, especialmente por los resultados en la ZI. La
Zl es una region particular por ser receptora de la migracion tangencial de células, en particular
las interneuronas de tipo GABAérgico. Desde E14.5 y durante el desarrollo embrionario, la
eminencia ganglionar media, en el telencéfalo basal, es la fuente principal de dichas
interneuronas corticales, incluyendo los subtipos que expresan parvalbumina, que viajan por
medio de migracidn tangencial hasta su destino final en la corteza y muy presentes en las

capas mas profundas de la corteza cerebral (Xu et al., 2004, 2010; Wonders y Anderson, 2005).

En este sentido se tratd de detectar anomalias en las vias tangenciales, no sélo en relacién
a la diferenciacién de interneuronas corticales en destino, sino también en los tractos que se
forman durante el desarrollo tangencialmente. El andlisis de la expresion de GAP-43, una
proteina que se expresa durante el desarrollo y que esta implicada en el desarrollo de tractos
axonales, la liberacidn de neurotransmisores, y la plasticidad sinaptica (Jacobson et al., 1986),
permitid, observar los tractos tempranos que en sentido talamocortical se han desarrollado
(Lépez-Bendito et al., 2003). Los resultados demostraron que, tanto en el embrion de genotipo
normal, como en el nulo para el receptor LPA;, la inmunorreactividad de GAP-43 definia
perfectamente las fibras talamocorticales, que cruzaban los limites del palio/subpalio, desde
las eminencias ganglionares hacia la ZI (Fig. 44 A, B). Por otra parte, el analisis mediante
hibridacidn in situ, de la expresién de TAG-1, molécula de adhesidn que se expresa durante el

desarrollo selectivamente en los axones corticofugales e influye en la migracién tangencial de

las neuronas (Denaxa et al., 2001), tampoco demostré diferencia alguna entre ambos
genotipos (Fig. 44 C, D). Sin embargo, cuando se realizé inmunodeteccidn de las neuronas que
expresaban parvalbimina, ya en la edad adulta, se pudo observar una reduccién de éstas en
las capas mas profundas (V y VI) de la corteza de los ratones maLPA;-nulos (Fig. 44 E), respecto
a lo observado en el genotipo normal (Fig. 44 F), lo cual, en conjunto sugeria defectos locales

en su destino, mas que anomalias en la migracion de las células durante el desarrollo.
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Figura 44. Conexion talamocortical y corticotaldmica en ausencia del receptor LPA;.
(A, B) Inmunodeteccién de GAP43 en fibras talamocorticales en secciones coronales
corticales de embriones en E14.5 de genotipo normal [maLlparl W*)] (A), y de genotipo
nulo [maLparl H—)] (B). (C, D) Expresion de TAG-1 en fibras corticofugales en secciones
similares. En ambos casos no se apreciaron diferencias que pudieran poner de manifiesto
alteraciones en las vias tangenciales en ausencia del receptor. (E, F) Secciones coronales
de corteza motora de ratones adultos (3 meses) de genotipo normal (E) y nulo (F)
inmunoteiiidas para deteccidn de parvalbimina. El animal nulo mostré menor nimero de
neuronas con expresion de parvalbumina en las capas corticales (indicadas en nimeros
romanos) situadas a mayor profundidad (punta de flecha) en la pared cortical. ctx, corteza
cerebral; eg, eminencias ganglionares; Barra de escala en (A, B) 300 um; (C, D) 350 um; (E,
F), 100 um.
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A pesar del patron normal de inmunorreactividad a GAP-43 exhibido por ambos genotipos
en el desarrollo cortical, mas alld de los tractos axonales, la expresion de esta proteina
demostré un defecto acusado en la corteza de ratones malPA;-nulos en edad perinatal y que
volvia a poner de manifiesto fallos en la diferenciacién celular final en destino. En estadio PO,
la deteccién de GAP-43 en secciones coronales corticales del animal normal mostré su
expresidén en neuronas distribuidas en todas las capas corticales (Fig. 45 A). Por el contrario, la
corteza de los animales nulos para el receptor apenas detecté GAP-43 en la capa cortical Il (Fig.
45 B), lo que sugeria defectos en diferenciacién neuronal. Estos defectos no impedieron, no
obstante, que las células corticales de esta capa conservaran su identidad neuronal como se

puso de manifiesto mediante tincién para la deteccion de B-Ill tubulina (Fig. 45 C, D).

A objeto de poder cuantificar la expresidon de dicha proteina en la zona se recurrié a su
deteccion en electrotransferidos tras electroforesis de extractos de proteina de muestras
corticales de las regiones dorsales superior y media, comprendiendo las capas corticales I/ llI,
indicadas ambas regiones en la figura como “1” (dorsal superior) y “2” (dorsal media)
respectivamente. Este analisis de las citadas regiones confirmé lo observado en
inmunohistoquimica. La Fig. 45 E muestra un resultado representativo de muestras corticales
de ambos genotipos, normal y nulo, procesados para la inmunodeteccion de GAP-43. Se
detectd una banda de proteina de aproximadamente 46 kDa correspondiente a GAP-43. La
cuantificacion de la intensidad de la banda mediante densitometria mostré una reduccion
significativa de los niveles de GAP-43 en la capa Il de la corteza cerebral de los ratones nulos
para el receptor LPA,, por comparacién con el genotipo normal (Fig. 45 F) lo que, junto a los
resultados mencionados hasta ahora, venia a sugerir que los defectos durante los procesos
proliferativos en ausencia del receptor LPA; afectaban, en ultima instancia, a la diferenciacion
en destino generando, en este caso, una deficiencia en la expresidn de GAP-43, es decir,
alteraciones relacionadas con plasticidad y, en definitiva, una incorrecta formacién de la

corteza.
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Figura 45. Deficiencia cortical de GAP-43 como consecuencia de las alteraciones de
desarrollo en ratones nulos para LPA;. (A, B) Expresion de GAP-43 detectada por
inmunohistoquimica en secciones coronales de ratones de edad PO de genotipo normal
[maLpari (+/+)] (A), y de genotipo nulo [maLparl H—)] (B). El recuadro (en blanco, siendo x3
del sefialado en negro) muestra la reduccion significativa de marcaje en las capas
corticales superficiales (en numeros romanos) de los ejemplares nulos en comparacion
con los de genotipo normal. (C, D) Marcaje para la B-lll tubulina en secciones similares.
Barra de escala en (A-B), 300 um; (C, D) 175 um. (E) Deteccion de GAP-43 en muestras
proteicas electrotransferidas obtenidas por diseccién de las areas corticales 1 y 2
(mostradas en A, B) en ratones normales y nulos de estadio PO. Obsérvese la reduccidn en
el marcaje de los ratones malLPA;-nulos, especialmente en la zona 1 correspondiente al
area mas superficial de la capa cortical Il. (F) Cuantificacidon de la intensidad de las bandas
mediante densitometria confirmando la menor expresion de GAP-43 en ausencia del
receptor LPA; en ambas capas (indicadas 1, 2) (n=8; **, normal 1 vs. nulo 1, p <0,001; *,
normal 2 vs. nulo 2).
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4.4.2. Apoptosis cortical embrionaria y postnatal en ratones malLPA;-nulos

Diferentes trabajos han demostrado, con anterioridad, los efectos antiapoptdticos de la
sefializacion mediada por LPA (Ye et al., 2002; Kingsbury et al., 2003). De especial relevancia
fueron los desarrollados por Kingsbury et al. (2003), en explantes de corteza, donde la
inbihicién de apoptosis durante la neurogénesis resulta en un incremento sustancial del grosor
cortical (Kingsbury et al., 2003). Resulta razonable pensar, por tanto, que, al ser eliminada la
via de sefializacion del receptor LPA,;, pueda tener lugar un aumento en los niveles de
apoptosis, lo cual podria explicar la reduccién en tamafio del encéfalo de los ratones maLPA;-
nulos asi como las diferentes anomalias en el patron migratorio o de diferenciacién en destino.
Por ello, decidimos analizar los niveles corticales de apoptosis mediante una técnica de
deteccidn colorimétrica basada en la técnica TUNEL (ver seccidn 3.5). El andlisis se realizé en la
corteza cerebral de embriones y en ejemplares postnatales. Los estadios elegidos para el
experimento fueron dos representativos que permitieran observar tanto defectos tempranos
tras las primeras fases de neurogénesis, como a largo plazo, en periodo postnatal, siendo por
tanto E15.5, por tratarse, ademads, del estadio donde tiene lugar la mayor presencia de
procesos de apoptosis durante el desarrollo (Thomaidou et al., 1997) y P7, ya en periodo
postnatal donde la corteza estd mds formada y que coincide con la mayor presencia de
apoptosis (periodo P4-P7) (Gohlke et &l., 2004). No obstante, es preciso considerar la
diferencia entre la muerte celular que tiene lugar durante el desarroll, y la que tiene por objeto
optimizar el niumero final de neuronas y las conexiones sinapticas, mas restringida al periodo

de sinaptogénesis, entre PO y P14 en ratén (Blaschke et al., 1998; Gohlke et al., 2004).

Tras realizar la técnica en secciones transversales de ejemplares E15.5, apreciamos un
aumento significativo de células apoptoéticas en la corteza de embriones carentes del receptor
LPA,, especialmente en la ZSV, respecto a los de genotipo salvaje (Fig. 46 A, B). El porcentaje
de nucleos apoptoéticos en los embriones maLPA;-nulos fué practicamente el doble respecto a
los de genotipo normal (Fig, 46 E). Dadas las diferencias observadas y, por las alteraciones
postnatales que se detectaron, se analizaron animales de edad P7 lo que, una vez mds, vino a
confirmar los mismos resultados, con aumento de apoptosis en la corteza de los ratones
maLPA;-nulos (Fig. 46 C), respecto a los de genotipo normal (Fig. 46 D), y que, si bien afectaba
a las diferentes capas corticales, se daba de manera mas pronunciada en las mas profundas, V

y VI, como demostraba, igualmente, la cuantificacion realizada (Fig. D, E).
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Figura 46. Aumento de apoptosis en la corteza cerebral de ratones Mdlaga nulos para LPA,. (A, B,
D, E) Fotografias representativas de criosecciones coronales de la corteza cerebral de embriones de
edad E15.5 (A, B) y corteza, a nivel dorsomedial, de ratones adultos de edad P7 (D, E) de genotipo
normal [malparl (+/+)] (A, D), y de genotipo nulo [maLparl H_)] (B, E) mostrando nucleos apoptéticos
detectados por fluorescencia usando el sistema DeadEnd™ fluorometric TUNEL System. Zsv, zona
subventricular. Barra de escala en (A-B), 150 um; (D, E) 115 um. (C, F) Cuantificacion del porcentaje de
nucleos apoptéticos detectados en las dreas corticales mencionadas. Aunque las diferencias entre cada
genotipo para cada region fueron significativas, con aumento del nimero de células en apoptosis en
ausencia del receptor LPA; la mayor presencia de apoptosis se presenté en E15.5 y en las capas
profundas de la corteza en estadio postnatal. (h= 8*; P<0.005 en normal vs. nulo, P7 capas lI/Ill, **;
P<0.001 en normal vs. nulo, en E15.5 y P7 capas V/VI).
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4.4.3. Reduccion neuronal en la corteza cerebral de ratones maLPA;-nulos

Dadas las alteraciones de proliferacién y diferenciacidon, la aparente reduccién de
interneuronas, y el aumento de muerte celular, era preciso verificar si el menor tamano
cerebral de la corteza de los ratones Mdlaga nulos para LPA; era debido a pérdida neuronal.

Para ello decidimos cuantificar la densidad numérica de las neuronas (Nv), detectadas de

acuerdo a la presencia del marcador neuronal NeuN (Mullen et al., 1992), en la corteza motora
primaria (Fig. 47 A, B, rectdngulo negro) y en la corteza somatosensorial (Fig. 47 A, B,
rectdngulo blanco) de individuos adultos (12 semanas) utilizando el método disector dptico
(West, 1993). La cuantificacion se reailzd en los tres genotipos, para poder detectar mejor

cualquier diferencia atribuible a la presencia/ausencia del receptor.

La corteza motora primaria se caracteriza por presentar una capa V bien destacada, que
contiene una densidad relativamente baja de las grandes neuronas piramidales, y una capa IV
estrecha que contiene neuronas granulares dispersas, tal y como se puede observar en el
ratdn de genotipo normal (Fig.47 D). En ausencia del receptor LPA; la corteza cerebral era mas
delgada de lo normal pero las capas corticales se encontraban definidas aunque sus limites
fueran menos precisos. El calculo del nimero de neuronas por unidad volimen (Nv) mostré
que no habia diferencias significativas entre los genotipos normal y nulo en las capas corticales
| y IV (Tabla 3). Sin embargo, las capas II/lll, V y VI del genotipo nulo presentaban una
reduccion significativa en el nimero de neuronas respecto al ratén normal, bien llamativa a
nivel de las capas mas profundas, Vy VI, y en consonancia con los datos que mostraban mayor
proporcién de muerte celular en dichas capas (Tabla 3). Ademas, las comparaciones post hoc
permitieron detectar diferencias mas sutiles, demostrando diferencias significativas entre los
ratones Mdlaga heterocigotos y homocigotos nulos en la capa cortical V, y, en las capas II/lll y
VI entre los ratones heterocigotos y normales (Tabla 3). El andlisis de la corteza
somatosensorial (Fig. 47 E, F; Tabla 3) demostrd, una vez mas, la reduccion muy significativa de
neuronas en el genotipo nulo respecto al normal, muy drastico en las capas profundas, en este
caso en la capa V, y, de manera similar a la corteza motora, en las capas II/1ll. En conjunto, los
datos demostraron la necesidad del receptor LPA; para el correcto mantenimiento del nimero

de neuronas corticales.
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Figura 47. Reduccion neuronal en la corteza cerebral de ratones Mdlaga nulos para LPA;. (A, B)
Secciones representativas de la inmunodeteccidon de NeuN en la corteza cerebral de ratones adultos de
12 semanas de edad usadas para el analisis estereoldgico. Las secciones representan la parte mas rostral
(A) y caudal (B) (se indica Bregma) para el estudio de la corteza motoral primaria (recuadro en negro) y
la corteza somatosensorial (recuadro en blanco). Las secciones corresponden a un animal normal y son
similares a las obtenidas para ratones heterocigotos y nulos para el receptor. (C) Imagen representativa
en capa V de la seccion anterior, que muestra con detalle las neuronas inmunorreactivas a NeuN. (D, E)
Imagenes de secciones transversales de la corteza motora primaria de ratones adultos del genotipo
normal [malparl WH] (D), y de genotipo nulo [maLparl (_H] (E) mostrando, merced a la expresion de
NeuN, el patrén de laminacion. Se indican las capas corticales en nUmeros romanos. Barra de escala en
(A-B), 1 mm; (C) 200 um; (D, E) 55 um.
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Corteza motora primaria

Corteza somatosensorial

Genotipo (+/+) (+/-) (-7-) (+/+) (+/-) (-/-)
Capal 30.9+2.21 | 24.6+17.7 43.7+7.44 50 £ 26 3415 | 45194

Capall/Ill | 250+50.4 | 172+8.02 164+17.4* | 191+63 | 187+4.8 | 154+20*
CapalV | 215%6.16 | 185+18.6 179 £9.75 226+50 | 227 +16.3 | 201+ 50
CapaV 148+3.79 | 136+9.58 | 113+7.97**# | 303£34 | 121+8.79 | 94+16 **
CapaVl | 228+7.65 | 184+228* | 159+9.43** | 188+26 | 181+28 | 177+28

Tabla 3. Cuantificacion estereoldgica del nimero de neuronas corticales en los
ratones adultos de los diferentes genotipos estudiados. Estimaciones de la densidad
numérica de las neuronas (neuronas / mm>; expresados como la media + SEM) en las
diferentes capas corticales de la corteza motora primaria la corteza somatosensorial de
ratones adultos, de 12 semanas de edad, del genotipo normal [malparl (+/+), indicado

como (+ / +)], heterocigoto [maLpar

1 (+/-)

, indicado (+/-)]y nulo [maLpar1 &) indicado

(-/-)]. (n =6; *, P <0,05 y **, P <0,005 en comparacién con el genotipo normal; #, P <0,05
en comparacién con el genotipo heterocigoto)..
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Los resultados mostrados en esta memoria demuestran que la sefializacién mediada por el
receptor LPA; es necesaria para que tenga lugar una correcta neurogénesis cortical durante el
desarrollo cerebral. Esta demostracion ha sido posible gracias al analisis de una nueva
variedad de ratén nulo para el receptor, la variedad Mdlaga, derivada del orginal descrito por
Contos et al. (2000) durante el proceso estandarizado de reproduccidén y expansion de la
colonia de animales. La ausencia del receptor en los ratones malLPA;-nulos genera un fenotipo
caracterizado por una reduccién de la poblacion de progenitores corticales, aumento de

apoptosis, y alteraciones en la formacion de la corteza cerebral.

Los estudios previos de ganancia de funcidn han sido esenciales para entender los
mecanismos ligados a la sefializacién mediada por el LPA, especialmente en los ratones
carentes de los receptores LPA; y LPA,. (Kingsbury et al., 2003, 2004). Sin embargo, hasta

ahora los animales nulos descritos hasta |la fecha no habian mostrado alteraciones destacadas

a nivel cortical (Contos et 4l.,2000, 2002) por lo que resultaba imposible demostrar, mas alla
de la administracién exdgena de LPA, un papel in vivo para el receptor LPA; . Es precisamente
por este motivo por el que el aporte mas relevante del trabajo que hemos realizado es

demostrar la necesidad de la expresidn del receptor LPA; in vivo para el desarrollo cortical.

Las observaciones in vivo en ausencia del receptor muestran una zona proliferativa
reducida, con una expresién prematura de marcadores neuronales en la ZV, ZSV y ZI. Los
neuroblastos corticales derivados de los ratones maLPA1-nulos muestran una reduccién de la
poblacién proliferativa de inicio y una relativa sobreproduccién de células diferenciadas, en
consonancia con nuestras observaciones in vivo asi como con cambios similares descritos con
anterioridad (Kingsbury et al., 2003; Rehen et &l., 2006). Estos datos parecen indicar que los
efectos son intrinsecos de las células corticales y no debido a la presencia de fcatores
indirectos en la zona. Los estudios in vitro de administracion exdgena de LPA sobre
neuroblastos permitieron proponer a las neuronas postmitéticas como fuente exdgena de LPA
que actuaria sobre los precursores neurales de la ZV a modo de control por retroalimentacion

e induciendo, por medio de cambios en el citoesqueleto, la retraccién de prolongaciones

celulares, la esfericidad celular y la migracién nuclear intercinética (Fukushima et al., 2000,

2002, 2004). Los mismos estudios proponen que, por procesos similares, en neuronas mas
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viejas causaria una parada del cono de crecimiento axonal y una modulacién de su orientacion.
De acuerdo a esto, la ausencia de LPA, deberia esperar que, en fases iniciales de neurogénesis,
generara en un aumento en la proporcion de neuronas fusiformes, tal como se observa en
nuestros resultados que muestran, en los embriones malLPA;-nulos, células con destino
inexacto, con expresion de B-tubulina de forma prematura y con morfologia alargada en la
presunta zona proliferativa donde en los individuos de genotipo normal no concurren estos

fendmenos.

Los resultados también muestran que, de manera paralela a estos procesos, tiene lugar una
reduccion en el nimero de figuras mitéticas, siempre respecto a un momento dado no
acumulado. No sélo se trata de la capacidad proliferativa sino del modo de divisidn. La
sefializacion por LPA afecta el desarrollo normal de la ZV y ZSV. Las proporciones de divisiones
simétricas no terminales, simétricas terminales, y asimétricas se solapan durante el desarrollo
en un equilibrio que determina la capacidad para generar, en primer lugar, una poblacion
significativa de células progenitoras y, una vez alcanzado un nivel critico, y por medio de
divisiones asimétricas, una poblacion progenitora y otra de precursores que diferenciaran para
poder generar los diferentes subtipos de células neurales (Noctor et al., 2004). Por los
resultados que mostramos aqui, la ausencia del receptor LPA; conlleva en la célula cambios de
orientacién del huso mitético que resultan en un aumento de las proporciones de los
precursores apicales con plano de divisidon horizontal y oblicuo que, con toda probabilidad y

segln estd ampliamente descrito, se dividiran por medio de division asimétrica (Haydar et al.

2003;Noctor et al.,, 2004; G6tz and Huttner 2005).

El receptor LPA; se acopla a tres tipos de proteinas G: Gai/o, Gaqg/11, Gal2/13, activando,
entre otras, las vias de sefializacién por MAPK, fosfolipasa C, Akt, y Rho, e inhibiendo la
mediada por la adenilato ciclasa (Choi et al., 2010). Los estudios de Fukushima et al., (2007)
demostraban que la diferenciacidn neuronal mediada por LPA a través del receptor LPA; tenia
lugar merced a la interaccion con la subunidad Gai/o. Resulta interesante observar que,
ademas, la sobreexpresién de esta subunidad parece ser responsable de desestabilizacion del
huso mitético (Du y Macara, 2004). Los ultimos estudios demuestran un papel ciertamente
relevante para los progenitores intermedios. La division simétrica en las etapas tempranas
generara progenitores apicales cuya poblacidon se expanderd lateralmente y radialmente
transformandose, en este ultimo caso, en las llamadas (por razones histdricas) células de la glia
radial (CGR) (Noctor et &l., 2004; G6tz y Huttner, 2005; Tan y Shi, 2013), que seran la mayoria
de la poblacién progenitora en la ZV y que no dejan de ser igualmente progenitores apicales,

células troncales neurales,capaces de generar otro tipo de progenitores, neuronas y células
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gliales. La divisidn de las CGR apicales suele ser simétrica en estadios iniciales, para facilitar su
propia renovacién pero conforme avanza la neurogénesis serd asimétrica para dar lugar a una
CGR y una célula hija que, bien migrard hacia la superficie y diferenciard en neurona, o bien
migrara a la ZSV para dar lugar a un progenitor intermedio. Estos progenitores intermedios son
capaces de generar en la fase neurogénica, de manera simétrica, dos neuronas (Haydar et al.
2003; Haubensak et al. 2004; Miyata et al. 2004; Noctor et al. 2004; Gotz and Huttner 2005;
Kriegstein et al. 2006). A la vista de los resultados que muestran una preponderancia de las
divisiones con plano horizontal/oblicuo en los progenitores nulos para LPA,, deberia tener
lugar un incremento de division de los progenitores intermedios. Sin embargo nuestras
observaciones no muestran un aumento de las divisiones apoventriculares sino un aumento de
maduracién neuronal temprana y de apoptosis. En este sentido, seria preciso considerar, como
una posible explicacion, los cambios de polaridad celular y reestructuracion de procesos
apicales/basales en el embrién de genotipo nulo (observados por el aumento de células
fusiformes con expresién de B-tubulina que se orientan de manera paralela a la superficie
ventricular) dada su relevancia en el control de la divisién y destino celular (Miyata et al. 2004;
GOtz and Huttner 2005; Cappello et al., 2006; Buchman and Tsai, 2007). De esta manera,
ambos, la proliferaciéon deficiente y los cambios morfoldgicos debidos a la ausencia del
receptor LPA, generarian (bien uno, bien ambos, no son excluyentes) una asimetria incompleta
que produciria células de la ZV y ZSV, con maduracion temprana, deslocalizadas, con la

viabilidad comprometida, lo que conduciria a la apoptosis.

Sin embargo, mas alla de estas explicaciones, cabe preguntarse si, por un lado, la mayor
presencia de divisiones simétricas deberia generar necesariamente un aumento de
progenitores intermedios y, si realmente, la reduccién del nimero de mitosis es indicativa de
una menor tasa de divisién. Los resultados de la expresién de alguno de los factores
involucrados en estos procesos llaman bastante la atenciéon. La expresion de manera
secuencial de los factores de transcripcidon Pax6 y Tbr2 termina en la diferenciacién de los
precursores neurales hacia progenitores intermedios de la ZSV (Englund et al.,, 2005; Vasistha
et al.,, 2005; Quinn et al., 2007). Considerando que la identidad de los progenitores
intermedios de la ZSV viene determinada, como hemos mencionado, por una regulacion al alza
de Thr2 y otra, a la baja de Pax6, nuestros resultados apoyarian que la ausencia del receptor
LPA; induciria abandonar antes de tiempo la condicién de progenitor apical (bajada de

expresién de Pax6) con una salida de ciclo prematura por parte de los precursores neurales y

la inmediata adquisiciéon de identidad de progenitor intermedio (Tbr2) en ZSV. Esta salida
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prematura quedaria confirmada ademas, por la alteracién de la expresién de Tis 21y Ngnly
Ngn2. Especialmente por la expresion de Tis21, cuya expresidon se da en células que no suelen
generar neuronas directamente, sino progenitores basales intermedios que daran lugar a
neuronas (Attardo et al., 2008, 2010). Asi, frente al comportamiento normal en el que, en
E14.5 hay una fraccidn destacada de precursores con expresion de Tis21 que van a dar lugar a
progenitores intermedios, en el animal nulo para el receptor no se completa este requisito,
habida cuenta del aumento de células que ya han salido prematuramente. En ese
desequilibrio, también tendria su razén de ser la andmalia en el patrén de expresion de Ngnl
y Ngn2, con un desajuste temporal, diferente en E14.5 y E16.5, de lo que deberian ser dos
expresiones proporcionales. Por tanto, y en relacidn con lo expuesto anteriormente, la
carencia del receptor generaria progenitores intermedios antes de tiempo. No resulta légico
pensar que no sea posible un aumento de mitosis apoventriculares capaces, por tanto, de
aumentar el nimero de progenitores intermedios, habida cuenta de que se parte de una
menor poblacién proliferativa con divisiones anémalas condujentes a maduraciéon temprana y
que, a pesar de ello, se alcanzan patrones de expresion de Thr2 similares a los del genotipo
normal. Junto a estos patrones de divisidn y diferenciacion anémalos hay que considerar, por
ello, el modelo propuesto de divisiones aceleradas en los experimentos in vitro de marcaje con
BrdU. Es precisamente con ese supuesto con el que podemos interpretar mas adecuadamente
la aparente reduccion del nimero de mitosis inmunorreactivas a H3 y que bien podria deberse
a que, ante un numero acelerado de mitosis continuadas, un analisis en un punto temporal
restringido es incapaz de hacer visible un incremento del nimero de mitosis en una escala
mayor de tiempo. No obstante, los procesos de divisiones aceleradas se han demostrado que
generan, de manera general y si no concurren otros factores, una ZSV expandida (Charvet y
Striedter, 2011) por lo que, resulta necesario afadir elementos adicionales que puedan

explicar parte de los fendmenos observados.

En ese sentido, y como se ha citado la muerte celular programada, que juega un importante
papel durante el desarrollo cortical (Blaschke et al., 1996, 1998), parece jugarlo también en
nuestro caso. Uno de los resultados de la adquisicién prematura de determinados caracteres
es el aumento de apoptosis cortical que presentan los embriones malLPA;-nulos, en
consonancia con el papel propuesto para el LPA como regulador necesario para la
supervivencia neuronal y la correcta formacidn cortical (Ye et 4l., 2002; Kingsbury et al., 2003,
2004). A tenor de los resultados presentados en esta memoria, los efectos de la ausencia del

receptor resultan en la suma cooperativa de proliferacion alterada y apoptosis. Aunque las
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observaciones in vivo e in vitro son consistentes respecto al papel en el balance
supervivencia/apoptosis, deberiamos considerar algunas discrepancias respecto a su papel en
proliferacion habida cuenta de los trabajos que demuestran que el LPA podria provocar un
aumento del nimero de células en mitosis sin aumentar la proliferacion per se, es decir,
aumentando las mitosis terminales e inhibiendo la apoptosis (Kingsbury et 4l., 2003, 2004). En
ese sentido, parece claro que la ausencia del receptor en los animales malPA;-nulos
demuestra que éste actla directamente sobre procesos proliferativos, y que no sdlo se trata
de la regulacién de un equilibrio entre division celular y muerte celular programada. El
embrién malLPA;-nulo muestra una disminucion significativa del numero de mitosis, tanto de
localizacién ventricular como apoventricular. Sin embargo, y aun cuando no consideraramos
elementos adicionales como el efecto de las multiples divisiones aceleradas, resulta dificil
establecer la influencia de los procesos mitdticos en la tasa final de apoptosis en lugar de
considerar, de manera mas légica, que la apoptosis vendrd determinada por la adquisicion de
un estado postmitdtico prematuro, mas aun cuando la apoptosis vinculada a la proliferacién
neuronal no se hace evidente hasta que las células postmitdticas estan presentes (Blaschke et

4l., 1998).

Como se ha mencionado, las células de la ZSV juegan un importante papel en el
mantenimiento de la expansién cortical y se conoce la existencia de factores reguladores
capaces de inducir el destino de los progenitores apicales de la ZV hacia progenitores de ZSV,
adquiriendo determinantes de divisién y de destino celular propios de progenitores de la ZSV
(Cappello et al., 2006). El LPA ha sido propuesto como uno de ellos, siendo liberado desde las
células postmitdticas para influir en la organizacién nuclear, la morfologia, y la migracién de las
células de la ZV (Fukushima et al., 2000, 2002). En ambos casos, tanto la adicién exdgena de
LPA como la carencia del receptor LPA,, tienen un efecto directo sobre la organizacién vy
maduracién de la ZSV. Sin embargo, mientras que el LPA produce in vitro un desplazamiento
de células mitdticas hacia células de ZSV (Kingsbury et al., 2003, 2004; Rehen et al., 2006) y
cambios morfoldgicos en las prolongaciones celulares (Fukushima et al., 2000, 2002; Rehen et
al., 2006) que no estan, no obstante, en discrepancia con una liberacidén postmitética de LPA a
demanda de la proporcidon existente de precursores neurales (Fukushima et al., 2000), la
delecién de LPA; en los animales nulos tendria como resultado el bloqueo real de este control
postmitdtico sobre los precursores neurales de la ZV, desencadenando un ciclo celular

defectuoso y una reduccion de la proliferacion, con las consecuencias que hemos descrito.
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Durante el desarrollo embrionario normal se ha visto que las diferencias en la proliferacion
de células neuroprogenitoras pueden conducir a variaciones en el grosor de las capas de la
corteza cerebral (Caviness et al. 1995; Rakic 1995). Tanto los factores intrinsecos celulares
como los extrinsecos contribuyen a los cambios en la produccion de células, afectando el
crecimiento cortical y la supervivencia neuronal. Los mecanismos genéticos y moleculares que
se encuentran detrds de estos procesos no se encuentran totalmente definidos. Se ha
demostrado desde hace tiempo que factores extrinsecos en el medio cercano a las células
neuroprogenitoras de la zona ventricular son capaces de regular su destino (Campbell 2005).
Las alteraciones de las células neuroprogenitoras en los embriones nulos para LPA; que hemos
descrito en este trabajo proporcionan evidencias de la participacién de la sefializacién mediada
por el LPA; en estos procesos neurogénicos, particularmente aquellos que conciernen a la
maduracién y a la apoptosis. Ademas de las alteraciones en la proliferaciéon y supervivencia,
una considerable cantidad de neuronas del prosencéfalo en los ratones nulos para LPA; parece
quedarse en las capas corticales mas profundas en lugar de migrar a zonas mas superficiales.
Este dato es consistente con el posicionamiento anormal de las células corticales nulas para
LPA; y el aumento de apoptosis postnatal en las capas V y VI. Mientras que el receptor LPA; se
expresa principalmente en la ZV, el receptor LPA, se expresa también en las regiones
postmitdticas al final de la neurogénesis (Hecht et al., 1996; Contos and Chun, 2001). Mas
tarde en el desarrollo, una compensacidn parcial del receptor LPA, podria rescatar algunas de
estas neuronas con posicidn andmala. El resultado de esta compensacion daria lugar a la
corteza anormal, pero con la disposicion habitual de capas distinguible, que encontramos en el
ratdn malLPA;-nulo. Por otra parte el analisis en estos animales de las vias de migracién
tangencial, los estudios de las vias corticofugales y talamocorticales, asi como la localizacion de
interneuronas con expresion de parvoalbumina sugiere defectos locales en destino, mds que
defectos de tipo migratorio, si bien, es preciso realizar mdas analisis para discriminar
adecuadamente si se puede tratar bien de un defecto en la capacidad de las células para
alcanzar su destino o bien una diferenciacion anémala, o incluso de una combinacién de

ambos.

La expresién de GAP-43 estd relacionada con la formacién de sinapsis, la plasticidad
neuronal y el desarrollo de la inervacidn serotoninérgica en el cerebro (Donovan et al 2002). La
reducida expresidon perinatal de GAP-43 en la corteza del ratén malLPA;-nulo sugiere que
algunas de los defectos y secuelas debidos a la ausencia de LPA; se encontrarian vinculados a

la funcion de GAP-43. De esta manera, una conectividad sindptica andmala podria
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perfectamente producir defectos de excitabilidad neuronal y un aumento de la apoptosis. Son
necesarios mas estudios para ver consecuencias de estos defectos corticales. No obstante,
resulta muy interesante la relacion de GAP-43 y su necesidad para un adecuado desarrollo del
sistema serotoninérgico. En consonancia con el trabajo inicial de Harrison et al. (2003), en
ausencia del receptor LPA,, y por comparacion con el fenotipo silvestre, los ratones malLPA;-
nulos manifiestan un claro déficit exploratorio cuando son expuestos a contextos espaciales
novedosos en la prueba de campo abierto, asi como un aumento del comportamiento de tipo
ansioso en la prueba del laberinto en cruz elevado (Santin et al., 2009). Una posible causa de
estas anomalias, podria relacionarse con las deficiencias en el sistema serotorinérgico
presentes en los ratones nulos para el LPA; (Harrison et al.,, 2003), ya que esta carencia puede
modificar e influir sobre las respuestas emocionales como la ansiedad, el estrés o la depresidn
(Parks et 4l., 1998; Lopez et 4l., 1999; Mueller y Beck, 2000; Belzung y Griebel, 2001; Joca et al.,
2007; Savitz et al.,, 2009) y parte de la misma pudiera tener su origen en los defectos

observados en la expresién de GAP-43..

Recientemente, mediante técnicas de marcaje de linaje celular y expresion condicionada se
ha demostado que los progenitores intermedios contribuyen de manera significativa a la
laminacién cortical y al engrosamiento de las capas corticales pero ademds, de manera
significativa, contribuyen al desarrollo de un 65% las neuronas glutamatérgicas de todas las
capas corticales, no asi las GABAérgicas o los linajes celulares de tipo astrocitico (Vasistha et
al., 2015). En los animales nulos para LPA; hemos descrito que, aun habiendo una reduccion
de la poblacién proliferativa en la ZV asi como de la expresidn de Pax6, no se observaron
diferencias de expresidén en Thr2 en la ZSV, por lo que parecia demostrar una salida temprana
del ciclo y una adquisicidn, antes de tiempo, del fenotipo de progenitor intermedio, indicando
una maduracién rapida andmala, con las consecuencias que, a largo plazo, termina por generar
en el animal adulto donde, ademds de otros muchos defectos especificos, tiene lugar una clara
alteracion del sistema glutamatérgico (Roberts et 4l., 2005; Harrison et al., 2003; Murph et al.,
2008; Musazzi et al., 2010; Blanco et al., 2012). Las observaciones de Vasistha et al. (2015)
parecen aportar, con ello, un nexo de unién entre las anomalias en las poblaciones
glutamatérgicas y las posibles alteraciones corticales tempranas en dichas neuronas, con
independencia de las adquiridas posteriormente en procesos neurogénesis y maduracion en el
individuo adulto y, cuando menos, si no son causa de aquellas, si que aumentarian, en

determinados casos, la susceptibilidad a alteraciones del sistema glutamatérgicoadulto.
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Por otra parte, hay diferentes elementos que han de sumarse a todos los estudios citados.
En el momento en que esta tesis doctoral se concluyé desde su apartado experimental aun
guedaban una serie de aspectos por estudiar de relevancia para el papel del receptor LPA; en
el desarrollo cortical. Uno de ellos es el que incorpora a otra serie de protagonistas presentes
en el nicho neurogénico, como es el caso de los astrocitos. Los astrocitos juegan un papel
fundamental en el desarrollo, produciendo diferentes citoquinas, factores de crecimiento, y
componentes de matriz extracelular, que actian coordinando la comunicaciéon neuroglial y
cuya influencia en el desarrollo cortical es evidente (Sloan y Barres, 2014), ademas de actuar

., 2008, 2011)

sobre la proliferacién de los neuroblastos de manera indirecta (Spohr et &

La variante Mdlaga de ratdn nulo para LPA; permite demostrar una funciéon para el
receptor LPA; en el desarrollo normal de la corteza cerebral y en el mantenimiento de las
poblaciones de células neuroprogenitoras que no han permitido otras variantes de
animalesnulos para LPA; descritas hasta la fecha. Las anomalias neurales descritas en la
variante Malaga prueban la existencia de modificadores genéticos no identificados aun, a
tenor de las similitudes fenotipicas de esta variante con el resto de animales nulos para el
receptor. La razon por la que aparecié el fenotipo modificado del ratdn malLPA;-nulo no la
conocemos. Debemos remarcar que la presencia de modificadores genéticos desconocidos
gue acttan un alelo con mutacidn es un hecho bastante comun en el estudio de las variaciones
espontdneas de fenotipos mutantes de animales y suelen venir influidas por el fondo genético
de la cepa donde se han desarrollado (Sibilia y Wagner, 1995). Alguno de los ejemplos bien
conocidos de modificaciones genéticas que afectan al desarrollo cerebral incluyen los animales
deficientes en caspasa, o las asociadas al alelo Or/ del ratén reeler (Goffinet 1990; Rice and
Curran 2001; Leonard et al. 2002; Nadeau 2002; Bergren et al. 2005). En todos estos casos,
como en la amplia mayoria de diferencias especificas dependientes de cepa, el tipo o variedad
de modificadores genéticos es desconocido. Los modficadores genéticos, como otros genes,
virus, retrotransponsones, etc, pueden contribuir al desarrollo de un nuevo fenotipo y su
identificacion excede del propdsito de nuestro estudio, ademas de requerir un trabajo
cuantioso y con elevado coste. Sin embargo, considerando que el ratdn Mdlaga nulo para LPA;
ha permitido establecer y caracterizar un fenotipo reproducible y con alta penetrancia,
entendemos que debe servir como punto de partida hacia la identificacion futura vy
comprensidon de genes y otros diferentes factores que interactuen con la expresion del

receptor LPA;.
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Resulta evidente la relevancia de los resultados que hemos mostrado en este trabajo,
especialmente si se tiene en cuenta toda la serie de estudios que han sido resultado de este
punto de partida y que han sido desarrollados por nuestro grupo de investigacidn, asi como

otros ajenos.

Los estudios realizados hasta la fecha por medio de aproximaciones experimentales tales
como la delecion génica, que permitiera el desarrollo de animales nulos carentes de los
receptores especificos, han representado una herramienta de indudable valia para demostrar
la necesidad de, al menos, la expresidn del receptor LPA; para el desarrollo normal de la
funcién cerebral y su funcién en numerosos procesos que incluyen la proliferacidon vy
diferenciacion neural, supervivencia celular, sinapsis, neurotransmisién, o el balance
neuroquimico, en diferentes areas cerebrales y, de manera notable, en el hipocampo.
Actualmente, son ya numerosos los trabajos que muestran alteraciones que afectarian a los
procesos cognitivos y emocionales en correlacidn con las alteraciones estructurales vy
neuroquimicas descritas y que se han detallado ampliamente en la introduccién y son diversos
los grupos a nivel nacional e internacional que han requerido de la variedad Mdlaga de ratones

nulos para LPA; para el desarrollo de diferentes estudios.
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6. CONCLUSIONES
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1) La ausencia del receptor LPA; en el ratén nulo para LPA; de la variedad Mdlaga viene
asociada a una alteracion del patrdn proliferativo de la zona ventricular embrionaria durante el
desarrollo de la corteza cerebral, con una reduccidén del tamafio de la zona ventricular asi
como del nimero de mitosis, expresion de marcadores neuronales de forma prematura en la

capa cortical y alteracion de la expresidn de factores de transcripcion.

2) La delecién del receptor en el ratéon nulo para LPA; de la variedad Mdlaga altera la
proporcién del tipo de divisidn celular presente en la zona proliferativa, observacién que se
correlaciona con el aumento de la proporcidn de divisiones asimétricas y la salida temprana

del ciclo celular que se observa en cultivo de neuroblastos corticales de dichos animales.

3) En la corteza cerebral del ratén nulo para LPA; de la variedad Mdlaga las neuronas
postmitdticas que, durante la neurogénesis migran hacia la superficie pial para incorporarse a
las correspondientes capas corticales se acumulan de manera anémala en las capas profundas

de la corteza cerebral y muestran, con ello, un patrén migratorio defectuoso.

4) En el raton nulo para LPA, de la variedad Mdlaga, los defectos observados durante el
desarrollo vienen asociados a un déficit perinatal en la expresidon de la proteina GAP43,
indicativo de alteraciones de tipo plastico, estructural y funcional durante los primeros

estadios de la corticogénesis.

5) El ratén adulto nulo para LPA; de la variedad Mdlaga muestra reduccidn del grosor
cortical, un nivel elevado de apoptosis en las capas corticales profundas, presente también en
estadios anteriores, y reduccion del nimero de neuronas en las capas lI/11l, V, y VI de la corteza
cerebral, consecuencia, o cuando menos, indicativos, de los defectos en neurogénesis que

presentan durante el desarrollo.
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