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1. Organizaciéon y regionalizacion del sistema nervioso
central

La organizaciéon del sistema nervioso central (SNC) es el resultado de la
accién conjunta de diferentes morfégenos que comienzan a actuar desde el
estadio de gastrula (Echevarria et al. 2003). En esta etapa, el embrién esta
regionalizado en tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo.
En el ectodermo, la placa neural es inducida por la interaccion de sefales
horizontales y verticales que emanan desde el nodo y del ectodermo perineural,
asi como desde el endodermo ventral y el mesodermo axial (Beddington and
Robertson 1999; Stern 2001). Estas estructuras actuan como organizadores
primarios y regulan el establecimiento de la polaridad antero-posterior y medio-
lateral durante la gastrulacion. Tras la induccion neural, durante el proceso de
neurulacion, los extremos de la placa neural se engrosan y giran hacia arriba
para formar las crestas neurales. Estas progresan a través de la linea media
dorsal, se forma el surco dorsal y finalmente el tubo neural. Quedando asi
establecida la polaridad ventro-dorsal. Esta esta determinada por la interaccién
de los factores ventralizadores tales como Sonic hedgehog (Shh), producido en
la notocorda y en la linea media ventral del neuroectodermo (placa del suelo), y
sefales dorsalizadoras como los miembros de la familia de las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs) (Roelink et al. 1993; Roelink et al. 1995;
Echevarria et al. 2003). En este momento, el tubo neural esta dividido
simétricamente en cuatro tipos de dominios longitudinales que presentan
diferentes patrones de expresién génica y distintas propiedades morfoldgicas:
placa del suelo, placa basal, placa alar y placa del techo, nombrados en orden
ventro-dorsal (Figs. 1A, B) (Rubenstein et al. 1994; Shimamura et al. 1995;

Shimamura and Rubenstein 1997; Echevarria et al. 2003).

Finalmente, a lo largo del eje antero-posterior, aparecen regiones especificas
del neuroepitelio conocidas como organizadores secundarios (Rubenstein et al.
1994; Echevarria et al. 2003). Estos son: el borde neural anterior, localizado en
la parte anterior de la placa neural; la zona limitante intratalamica, situada en la

mitad del diencéfalo; y el organizador istmico, localizado en la transicion entre
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mesencéfalo y rombencéfalo (Figs. 1C, 2) (Puelles and Rubenstein 2003;
Echevarria et al. 2003). Los organizadores secundarios redefinen el eje antero-
posterior dando lugar a tres dominios principales en el primordio cerebral: el
prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo (Figs. 1C, 2). Adicionalmente, la
actividad morfogenética de los organizadores secundarios controla la polaridad y
la generacion de subregiones dentro de estas regiones principales (Shimamura
et al. 1995; Crossley et al. 1996; Martinez 2001; Puelles and Rubenstein 2003).

A Neural plate

anterior

Anterior neural tube

/ longitudinal
axis (A-P)

<+ | <>

M-L axis

anterior " .
; longitudina

radial -~ .

axis~ axis (A-P)

FP BP |AP RF

Figura 1. Organizacion del SNC (tomado de Echevarria et al., 2003). A: llustracion de los
ejes: longitudinal (A-P) y medio-lateral (M-L) en el estado de placa neural. B:
Establecimiento de los ejes medio-lateral y ventro-dorsal tras la neurulacién. C:
Representacién esquemética de la localizacion de los organizadores secundarios y la
expresion de genes esenciales para la morfogénesis del SNC. Abreviaturas: ANR, borde
neural anterior; AP, placa alar; BP, placa basal; FP, placa del suelo; IC, coliculo inferior; Is,
istmo; IsO, organizador istmico; P1-P6, prosémeros; r1-r2, rombomeros; RP, placa del
techo; SC, coliculo superior; ZLI, zona limitante intratalamica.
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Durante el desarrollo, el prosencéfalo se subdivide en dos subdominios
transversales: el diencéfalo primario (prosémeros 1 al 3), localizado
caudalmente, y el prosencéfalo secundario (antiguos prosémeros 4 al 6),
localizado rostralmente (Fig. 2) (Puelles and Rubenstein 2003). Este dltimo da
lugar al telencéfalo y al diencéfalo secundario, incluyendo las vesiculas opticas y
el hipotalamo (Fig. 2) (Puelles and Rubenstein 2003; Echevarria et al. 2003). El
telencéfalo deriva de las células de la zona marginal rostral de la placa neural, de
la regién correspondiente a la placa alar (Rubenstein et al. 1998; Whitlock and
Westerfield 2000). En todos los vertebrados, el telencéfalo en desarrollo se

subdivide en dos regiones: ventral o subpalio y dorsal o palio (Fig. 2 y 3).

PROSENCEFALO 2° DIENCEFALO 1° MESENCEFALO
-t - -t » —————

Coliculosguperior

Palio Talamo lo Imferior

ZLI

EmT
PreTalamo

Subpalio

OTV43ON3IaINOY

Figura 2. Regionalizacion rostro-caudal del encéfalo. En el SNC se distinguen tres
grandes regiones: el prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. En la region rostral al
rombencéfalo se encuentra el organizador istmico. Rostral a éste se encuentra el
mesenceéfalo, cuya porcion alar (dorsal) se denomina téctum en el que se puede
distinguir un coliculo superior (rostral) y un coliculo inferior (caudal). Rostral al
mesencéfalo, el prosencéfalo primario se diferencia en diencéfalo primario y
prosencéfalo secundario. A su vez, en el diencéfalo primario se diferencian, en su porcion
alar, el pretectum (en el prosémero 1 -p1-), el epitalamo y la habénula (p2), el talamo
(p2), la eminencia talamica (p3) y el pretdlamo (p3). En el prosencéfalo secundario se
distinguen el diencéfalo secundario que incluiria al hipotalamo alar y basal, y el area
ectopeduncular. En la zona mas rostral, de origen completamente alar, se encuentra el
telencéfalo. Abreviaturas: Cereb, cerebelo; EmT, eminencia talamica; EpitT, epitalamo,
Hab, habénula; HipoT, hipotalamo; p, prosémero; PreTec, pretectum; ZLI, zona limitante
intratalamica (Basado y tomado de Puelles and Rubenstein 2003; Echevarria et al. 2003

y Allen Brain Atlas Resources: http://www.brain-map.org/ ).
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En mamiferos, el palio genera el cértex cerebral, mientras que el subpalio da
lugar al estriado y al globo palido en los ganglios basales asi como a las
interneuronas gabaérgicas de la corteza (Wilson and Rubenstein 2000). El palio
a su vez se subdivide en palio ventral, lateral, dorsal y palio medial. En el
subpalio estan presentes las eminencias ganglidnicas, medial y la lateral. Esta
ultima se divide en dorsal y ventral (Marin and Rubenstein 2001; Schuurmans
and Guillemot 2002) (Fig. 3).

Lamina terminalis
Quiasma Optico

Hipotalamo

A B

Figura 3. Organizacion del telencéfalo (basado en Marin and Rubenstein, 2001). A:
Esquema que representa una seccion transversal del telencéfalo durante el
desarrollo. En él se distinguen la region dorsal o palio (color morado) y la regién
ventral o subpalio (marcado en color verde). B: Esquema representativo de un
encéfalo durante el desarrollo. Abreviaturas: EMG, eminencia medial gangliénica;
ELG, eminencia lateral ganglionica; PD, palio dorsal; PM, palio medial; PL, palio
lateral; PV, palio ventral.

La organizacion del SNC se establece en funcion de gradientes vy
combinaciones de sefales quimicas emitidas desde los organizadores primarios
y secundarios (Wilson and Rubenstein 2000; Schuurmans and Guillemot 2002).
La alteracion de estos gradientes ha sido asociada a diferentes malformaciones
del SNC asi como a diferentes patologias del mismo, entre las que se

encuentran algunas asociadas a la hidrocefalia (Fig. 4).
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11. ElI sistema ventricular y su epitelio. Células

neuroepiteliales, glia radial y epéndimo

1.1.1 El sistema ventricular

El sistema ventricular de mamiferos consta de una serie de cavidades,
denominadas ventriculos, interconectadas por conductos mas o menos
estrechos. Por estas cavidades y conductos circula el liquido cefalorraquideo
(LCR) en sentido rostro-caudal y sale del sistema ventricular hacia los espacios
subaracnoideos donde tiene lugar su reabsorcion. EI LCR ventricular y el
subaracnoideo estan en libre comunicacién con el fluido intersticial que bana el

parénquima neural (Milhorat and Hammock 1971).

ETAPA EDAD FASE FALLO
Induccion dorsal i L Anencefalia
= 3-4 Neurulacioén, canalizacién,
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Formacion de los Estado de tres vesiculas y S
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segmentos establecimiento de los dos ’
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3 afios nerviosos Enfermedades desmielinizantes

Figura 4. Procesos implicados en el desarrollo del SNC y patologias asociadas a fallos en
cada etapa (basado en Wong, 2005).

En la porcibn mas rostral del sistema ventricular de mamiferos estan
presentes dos ventriculos laterales (VL), dispuestos simétricamente a ambos
lados de la linea media, y que comunican con el tercero ventriculo (3V) mediante
los agujeros de Monroe. El 3V es una cavidad impar situada por debajo del
cuerpo calloso y del fornix, entre los dos talamos 6pticos, y se comunica con el
cuarto ventriculo (4V) a través del acueducto de Silvio o cerebral. El 4V es
también una cavidad impar. Tiene forma aplanada de delante a atras, con un

suelo formado por las superficies dorsales de la protuberancia y del bulbo, y un
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techo que corresponde al hilio del cerebelo. El IV ventriculo comunica a su vez
con los espacios subaracnoideos, comprendidos entre la piamadre y la
aracnoides a través de tres pequefas aberturas, dos agujeros de Luschka y el
agujero de Magendie en la linea media. Estos ponen en comunicacion al IV
ventriculo con un amplio espacio subaracnoideo, denominado cisterna magna.
Desde los espacios subaracnoideos, el LCR fluye hacia los senos sagitales
donde se drena en la sangre venosa a través de las multiples vellosidades
aracnoideas que alli se encuentran (Davson and Segal 1996). El IV ventriculo
también se comunica, en su porciébn mas caudal, con el canal central de la
meédula espinal. El cual a su vez, en su porcién mas distal, se dilata y forma lo
que se ha denominado como ventriculo terminal o ampulla cadalis (Olsson
1958).

1.1.2 El epitelio ventricular

El epitelio ventricular recubre todo el sistema ventricular y esta constituido por
diferentes tipos celulares que, durante el desarrollo del SNC, van
diferenciandose dando lugar unos a ofros. Inicialmente, en el tubo neural, el
epitelio ventricular es un neuroepitelio germinativo. Posteriormente, el
neuroepitelio da lugar a un epitelio constituido por células de la glia radial, que
finalmente se transforman en un epéndimo maduro constituido por diferentes

tipos celulares (Spassky 2005).

En las primeras fases del desarrollo, el tubo neural esta formado por una sola
capa de células que constituye el neuroepitelio germinativo. Esta primera capa
de células neuroepiteliales se denomina zona ventricular (ZV) y presenta una
morfologia pseudoestratificada (Hollyday 2001; Sommer and Rao 2002). Las
células germinativas neuroepiteliales, por medio de divisiones celulares
simétricas originan dos células hijas idénticas que entran nuevamente en el ciclo
celular y asi sucesivamente hasta crear un nimero suficiente de células (Fig. 5)
(Chenn and McConnell 1995; Noctor et al. 2008).

Una vez que se ha alcanzado un numero critico de células madre neurales,

las células neuroepiteliales empiezan a sufrir mitosis asimétricas (Fig. 5) (Chenn
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and McConnell 1995; Sommer and Rao 2002; Roegiers and Jan 2004; Noctor et
al. 2008). Este tipo de division genera dos células hijas con distinto destino
celular: células madre neurales y precursores celulares, que dependiendo del
momento del desarrollo seran neuroblastos o glioblastos (Sauvageot and Stiles
2002; Noctor et al. 2008).

@ gliogenic
@ symmetric neurogenic

‘ asymmetric neurogenic / IP-genic

é symmetric progenitor

Zl

Birth
Symmetric neurogenic Gliogenic

[ enic
progenitor neurogenic / IP-genic

Figura 5. Esquema que representa la localizacion y el plano de divisiéon de las células
progenitoras neuroepiteliales en el telencéfalo dorsal durante el desarrollo cortical en el
raton. Las células de glia radial se dividen con el huso mitético paralelo a la zona ventricular
(VZ) durante el desarrollo cortical. Antes de que comience la neurogénesis la mayoria de las
divisiones de las células de glia radial son simétricas, originando dos células iguales,
autorrenovadoras (rojo). Al comenzar la neurogénesis las células de glia radial se dividen por
divisiones asimétricas, autorrenovadoras (azul oscuro), generando neuronas o progenitores
intermedios (IP). Las neuronas hijas de glia radial formaran las capas corticales mas bajas
(lower cortical layers). La mayoria de los IP se dividen simétricamente en la zona
subventricular con sus husos mitéticos perpendiculares a la superficie ventricular y producen
dos neuronas por cada progenitor, las cuales formaran las capas corticales superiores
(upper cortical layers). Tras la neurogénesis las células de la glia radial se desplazan de la
ZV a la ZSV y producen precursores gliales (verde). Abreviaturas: PC, placa cortical; ZI,
zona intermedia; ZM, zona marginal; ZSV, zona subventricular; ZV, zona ventricular

(modificado de Noctor et al. 2008).

Durante estas divisiones, en funcion de la fase del ciclo celular y sincronizado
con éste, el nucleo de estas células cambia de posicion en un movimiento
denominado migracion nuclear intercinética (Yoshikawa 2000; Sommer and Rao
2002; Malatesta et al. 2008; Noctor et al. 2008). Durante la fase M del ciclo
celular el nucleo queda generalmente situado en la superficie ventricular y, una

vez en interfase, el nlcleo se va desplazando basalmente durante la fase G1,
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alcanzando su posicion mas basal durante la fase S. Posteriormente, durante
G2, los nucleos migran otra vez hacia la superficie ventricular donde volveran a
entrar en fase M (Fig. 6) (Malatesta et al. 2008).

- ] Superficie
. _ Pial
b '
i ! v
é;:‘ @3) ©0—- Superficie
G1SG2 M G1SG2 M Ventricular

Figura 6. Migracion nuclear intercinética y ciclo celular. Durante el ciclo celular, el
nucleo de las células progenitoras cambia su posicion de forma sincrénica con el ciclo
celular y sus fases (Basado y tomado de Chenn and McConnell, 1995; y Malatesta et
al.,2008).

Las células neuroepiteliales se caracterizan por formar un epitelio
pseudoestratificado y mostrar contactos tanto con la superficie ventricular y con
la pial. Expresan proteinas como la S100p y vimentina, pero no GFAP. Ademas,
las células estan unidas entre si por uniones estrechas y no presentan cilios
apicales (Misson et al. 1988; Malatesta et al. 2008; Kriegstein and Alvarez-Buylla
2009).

Cuando comienza la neurogénesis, alrededor de E9-E10 en el raton, las
caracteristicas de las células neuroepiteliales van cambiando de forma
progresiva hasta transformarse en células de la glia radial, que terminan
tapizando todo el sistema ventricular (Bentivoglio and Mazzarello 1999; Merkle

and Alvarez-Buylla 2006; Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009)

Segun se engrosa la corteza cerebral durante la neurogénesis, la
prolongacién basal pial de estas células se va alargado radialmente alcanzando
la superficie del encéfalo, y desarrollan apicalmente un unico cilio corto que esta
en contacto con el LCR (Fig. 7) (Bentivoglio and Mazzarello 1999; Merkle and
Alvarez-Buylla 2006). Al mismo tiempo desaparecen las uniones estrechas de
las células neuroepiteliales, apareciendo uniones de tipo desmosoma en banda,
a la vez que comienzan a realizar contactos especializados con los vasos

sanguineos en lugar de con la superficie pial, de forma similar a los realizados
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por los pies vasculares de los astrocitos. Estos cambios morfoldgicos van
acompanados por la adquisicion de microtibulos y filamentos intermedios. De
forma gradual, éstas células van cambiando y las células de la glia radial
empiezan a expresar moléculas propias de células astrogliales como GLAST,
BLBP y tenascina C. Ademas, expresan gran cantidad de proteinas de
filamentos intermedios incluyendo nestina, vimentina, las proteinas reconocidas
por los anticuerpos RC1 y RC2 vy, en algunas especies GFAP (Hartfuss et al.
2001; Merkle and Alvarez-Buylla 2006; Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009).

Inicialmente, la funcion principal que se le atribuia a la glia radial era la de
actuar como sustrato para la migracion de los neuroblastos durante el desarrollo
embrionario (Hatten 1999). Sin embargo, hoy en dia se ha comprobado que
también actian como verdaderas células madre Mala(Malatesta et al. 2000;
Hartfuss et al. 2001; Tramontin et al. 2003; Spassky 2005; Kriegstein and
Alvarez-Buylla 2009). Asi, las células de la glia radial se dividen produciendo un
precursor neuronal o glial y otra célula de glia radial que mantiene su capacidad
proliferativa (Hartfuss et al. 2001). Las células gliales radiales tienen capacidad
neurogénica y gliogénica mientras dura la histogénesis cortical. Una vez que
termina la generacién y migracion de neuronas, las células de la glia radial

solamente son capaces de dar lugar a células gliales (Malatesta et al. 2000).

Cuando la glia radial termina sus ciclos de division, las células retraen su
prolongacién basal, se hacen multiciliadas, y dan lugar a las células
ependimarias (Fig. 7) (Reynolds and Weiss 1992; Bentivoglio and Mazzarello
1999; Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009). Se ha comprobado que parte de las
células de la glia radial se transforman en los astrocitos B1, que actian como
células madre en los nichos de neurogénesis que quedan en el adulto en la zona

subventricular (Doetsch et al. 1999).

El epéndimo maduro presenta la particularidad, respecto al resto de los
epitelios, de que sus células una vez diferenciadas pierden su capacidad
proliferativa y se entiende que no se regeneran (Sarnat 1995). La incapacidad
del epéndimo de regenerarse después de un dafio o alteracion genética, implica
que no existe la posibilidad de corregir los dafios que se puedan producir en este

linaje celular (Sarnat 1995). No obstante, algunos estudios han mostrado que las
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células ependimarias son capaces de una muy limitada capacidad regenerativa
(Spassky 2005; Luo et al. 2008; Bouab et al. 2011; Batiz et al. 2011).

(a) Neuroepithelium (b) Embryonic Brain (c) Neonatal Brain (d) Adult Brain

vZ
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Figura 7. Células ependimarias durante el desarrollo en el ratén. A: En etapas
tempranas, el SNC es una estructura tubular compuesta por un epitelio
pseudoestratificado formado por células neuroepiteliales que contactan con la superficie
pial y con la ventricular. B: Conforme avanza el desarrollo, las células neuroepiteliales
se van transformando en glia radial que siguen manteniendo el contacto con el
ventriculo, proyectando hacia él un cilio primario. Sus prolongaciones basales son
usadas por los neuroblastos (color rojo) para migrar. C: En el encéfalo neonatal, la glia
radial genera diversos tipos celulares, incluyendo células ependimarias y astrocitos,
algunos de los cuales persisten en el encéfalo adulto como células madre. D: En la
zona que cubre el estriado, hay astrocitos que presentan caracteristicas de célula
madre y a menudo mantienen su prolongacion radial tanto con el ventriculo como con la

lamina basal de los vasos sanguineos (tomado de Merkle and Alvarez-Buylla 2006).

El epéndimo esta formado por distintos tipos celulares, la mayor parte son
células multiciliadas cuya morfologia varia de escamosa a cuboidal (Del Bigio,
1995) (Fig. 7). También forman parte del epéndimo, tipos especializados de
células ependimarias que se encuentran en los érganos circunventriculares (Del
Bigio 1995; Bruni 1998). Este es el caso de los tanicitos de la eminencia media,
que poseen algunas caracteristicas morfologicas similares a la glia radial: una

larga prolongacion basal radial y uno o ningun cilio apical.
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Para la caracterizacion del epéndimo se utilizan la expresion de los
marcadores gliales como son las proteinas S1003, GFAP y vimentina, pero la
expresion varia en distintas edades y especies (Sarnat 1992a; Sawamoto et al.
2006).

El epéndimo forma una barrera entre el parénquima neural y el LCR que, por
una parte impide que las células inmunocompetentes presentes en el LCR
entren en contacto con el parénquima neural, y por otra, permite el transito de
determinadas moléculas e iones entre el parénquima neural y las cavidades
ventriculares a través de los espacios intercelulares (Sarnat 1992b; Davson and
Segal 1996). Por tratarse fundamentalmente de un epitelio ciliado y por la
abundancia de acido sidlico que tiene sobre su superficie ventricular, éste
desempefa un papel esencial en la correcta circulacion del LCR, especialmente
en los conductos ventriculares estrechos tales como el acueducto de Silvio y el
canal central de la medula espinal (Cifuentes et al. 1994; Davson and Segal
1996; Pérez-Figares et al. 2001). El epéndimo en los animales adultos parece
estar relacionado, en general, con funciones de circulacion del LCR, de
transporte de sustancias e iones entre el LCR y el parénquima nervioso, y de
barrera ante sustancias potencialmente peligrosas para el parénquima nervioso
que van disueltas en el liquido cefalorraquideo (Bruni et al. 1985; Bruni 1998; Del
Bigio 2010).

Ell epéndimo también parece estar implicado en la correcta migracion de los
neuroblastos al bulbo olfatorio en la neurogénesis de adultos (Sawamoto et al.
2006).

Debido a la heterogeneidad de tipos celulares que presenta la superficie
ventricular en desarrollo, en este trabajo se nombra de modo general, salvo
excepciones puntuales, como epitelio ventricular. Este, segin el estadio y la
region observada, se correspondera con un neuroepitelio, glia radial o con

epéndimo.
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1.1.3 Determinacioén de los progenitores neurales e histogénesis
de la corteza

Desde el inicio del desarrollo del SNC hasta las etapas finales del desarrollo,
tienen lugar toda una serie de procesos que incluyen la proliferacion,
diferenciacion y migracién de distintos tipos celulares (Hollyday 2001). La
coordinacién de todos éstos procesos, tanto en el tiempo como en la regién
adecuada, es lo que termina dando lugar a la complejidad del SNC maduro.
Entre todos los procesos implicados en el desarrollo del SNC, el cambio de
proliferacion hacia diferenciacién resulta ser un paso clave que determinara el
tamano final del SNC (Farkas and Huttner 2008).

En los primeros momentos del desarrollo, las células neuroepiteliales del tubo
neural aumentan su numero de forma exponencial mediante divisiones mitéticas
simétricas proliferadoras (Fig. 5) (Sommer and Rao 2002; Noctor et al. 2008;
Farkas and Huttner 2008). Una vez se alcanza un numero suficiente de células
madre, las divisiones pasan a ser asimétricas diferenciadoras produciendo una
célula madre neuroepitelial y un progenitor neural (Chenn and McConnell 1995;
Sommer and Rao 2002; Roegiers and Jan 2004; Noctor et al. 2008).

Inicialmente se pensd que la decision de las células neuroepiteliales de
dividirse simétrica o asimétricamente era tomada en funcion a la orientacién del
huso mitético durante la mitosis (Chenn and McConnell 1995; Mione et al. 1997,
Frisén and Lendahl 2001; Hollyday 2001). Sin embargo, aunque esos datos se
han mostrado validos en Drosophila (Chenn and McConnell 1995; Kosodo et al.
2004), estudios recientes sugieren que en roedores el factor determinante para
la divisién simétrica o asimétrica parece ser dependiente de ciertos componentes
en la membrana plasmatica apical y del cilio primario de las células
neuroepiteliales (Kosodo et al. 2004; Gotz and Huttner 2005; Farkas and Huttner
2008).

La mayoria de las células neuroepiteliales son progenitores bipotentes
(Williams and Price 1995), que generan en primer lugar neuroblastos, y células
gliales poco después (Fig. 3). Ya en estas etapas tempranas del desarrollo
algunos progenitores dan origen exclusivamente a neuroblastos o a células
gliales (Williams and Price 1995; McCarthy et al. 2001; Pinto and Go6tz 2007).
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Tal como se ha comentado previamente, a partir de E9-E10 en la corteza del
ratén, las células neuroepiteliales van adquiriendo caracteristicas del linaje
astroglial y se transforman en células de la glia radial (Bentivoglio and
Mazzarello 1999; Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009). Estas células realizaran
divisiones asimétricas diferenciadoras produciendo una célula de la glia radial
que actiua como célula madre neural y un neuroblasto que usara la prolongacion
pial de la glia radial como sustrato para migrar basalmente. Segun avanza la
neurogénesis, los neuroblastos originados en las divisiones asimétricas migran

hacia la corteza cerebral en formacion.

Durante las etapas media y final de la neurogénesis, se forma la zona
subventricular (ZSV) en contraposicién a la zona ventricular (ZV). La ZV abarca
la seccion del tubo neural en la que los nucleos de las células neuroepiteliales y
de la glia radial se mueven durante la migracion nuclear intercinética, mientras
que la ZSV se dispone basal a la primera y en ella residen una segunda
poblacion de células progenitoras (Fig. 7) (Hatten 1999; Marshall et al. 2003;
Gotz 2003; Merkle and Alvarez-Buylla 2006).

En el raton, la neurogénesis en la zona subventricular continua durante la
segunda semana postnatal y, aun en el prosencéfalo adulto, persisten bajos
niveles de neurogénesis en la ZSV. En humanos, la neurogénesis en esta zona

continua, al menos hasta el segundo afo de vida.

En el desarrollo del SNC, podemos distinguir la existencia de dos tipos de
progenitores: los progenitores apicales o primarios y los progenitores basales o
intermedios (Tabla 1). Los progenitores apicales incluyen a las células
neuroepiteliales y a las células de la glia radial, mientras que los segundos
incluyen a las células progenitoras que se establecen en la ZSV (Tabla 1). Las
principales diferencias entre unos y otros estan resumidas en la tabla 1,
destacando entre ellas la migracion nuclear intercinética y el contacto apical con
el liquido cefalorraquideo a través de un cilio apical (G6tz and Huttner 2005;
Farkas and Huttner 2008).

Numerosos estudios sugieren que éstas células forman una poblacion
heterogénea dividida en distintos sublinajes, alguno de los cuales podrian estar

especializados en generar neuronas y otros células gliales, es decir, tienen
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distinto potencial diferenciativo (Hartfuss et al. 2001; Noctor et al. 2002;

Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009).

Las diferencias en el potencial diferenciativo de los progenitores neurales son
dependientes de su fenotipo molecular y, al mismo tiempo, de las diferencias
regionales y temporales que presentan éstas células. La heterogeneidad de la
glia radial no se da solo entre las distintas regiones del SCN en desarrollo, sino
que también aparece dentro de una misma region cerebral. Esta heterogeneidad
regional de las células de la glia radial se produce a nivel molecular de forma
que expresan distintos factores de transcripcion en funcion de su localizacion.
Por ejemplo, las células de la glia radial telencefalica expresan el factor de
transcripcion Pax6 en el palio, mientras que expresan DIx1/2 en el subpalio (Zaki
et al. 2003)(Zaki et al., 2003). La expresion especifica de los factores de
transcripcién por parte de la glia radial es de vital importancia ya que esos
mismos factores de transcripcion son clave en la regionalizacion del SNC en

desarrollo (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009).

Distintos estudios sugieren que las decisiones sobre las diferencias en el
destino celular estan basadas tanto en mecanismos auténomos de las propias
células de la glia radial como a mecanismos no-auténomos propios del ambiente
(factores de secrecion por ejemplo) (Kriegstein and Go6tz 2003). De esta forma, la
glia radial del telencéfalo ventral no genera neuronas cuando se cultiva en un
ambiente cortical ni tampoco la glia cortical del cértex o la espina cordal pierden
sus propiedades neurogénicas cuando son cultivadas en un ambiente similar al

del telencéfalo ventral.

Todos estos datos ponen de manifiesto la importancia de las células de la glia
radial como el tipo celular protagonista en en las diferencias especificas de cada
region del CNS en desarrollo. Estos progenitores apicales no sélo dirigen la
diferenciacion celular de manera especifica en cada region por la secrecion de
factores sino que ademas directamente genera distintos destinos mediante
mecanismos auténomos en su papel como precursores celulares (Kriegstein and
Gotz 2003).
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Progenitores basales (PrB)

Marcadores Moleculares

Biologia Celular: Interfase

Reguladores transcripcionales:

Pax6, Hes5. Proteinas de
membrana: prominina-1
(CD133). Marcadores de glia
radial: GLAST, BLBP

Reguladores
transcripcionales: Tbr2.
RNA-no codificante: Svet1

Morfologia tipica
Polaridad apico-basal

Proceso apical en contacto
con el ventriculo

Uniones adherentes

Proceso basal en contacto
con la lamina basal

Migracion nuclear
intercinética

Biologia Celular: Mitosis

Radial
Presente

Presente

Presentes

Presente

Presente (ZV)

Multipolar
Disminuida

Retraido

Ausentes

Ausente

Ausente (Sdlo laminacion)

Localizacion del soma
celular

Polaridad apico-basal
Uniones adherentes

Proceso basal en contacto
con la lamina basal

Orientacion del plano
mitético
Avance del surco mitotico

Tipos de divisién celular

Apical

Presente
Presente

Presente

Vertical (paralelo al eje apico-
basal)

Unidireccional (basal a apical)

Basal

Ausente
Ausente

Ausente

Aleatorio

Bidireccional

Simétrica proliferativa
Asimétrica diferenciativa

Simétrica diferenciativa

2 PrA (Tis21 -)
PrA + PrB o neurona (Tis21+)

2 PrB o neuronas (Tis21+)

2 PrB (Tis21-, Insm1+)
Virtualmente ausente

2 neuronas (Tis21+, Insm1+)

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de los progenitores basales y apicales en la
neocorteza de roedores durante el desarrollo embrionario. (Basado en Farkas and Huttner, 2008).

La mayoria de los progenitores apicales son bipotentes (Williams and Price

1995), que generan en primer lugar neuroblastos y células gliales poco después

(Fig. 3). Ya en etapas tempranas del desarrollo algunos progenitores dan lugar

exclusivamente a neuroblastos o a células gliales reflejando la heterogeneidad

en el linaje celular (Williams and Price 1995; McCarthy et al. 2001; Pinto and

Gétz 2007).
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En etapas medias y finales del desarrollo (Fig. 8), la neurogénesis y
gliogénesis tienen lugar tanto en la ZV como en la ZSV, localizada justo por
debajo de ella. En esta etapa, la primera esta formada por la glia radial en
division que dara lugar a precursores neuronales y gliales. La ZSV esta formada
por una capa de precursores neuronales y gliales que se dividen a la vez que
inician su migracion (Hatten 1999; Marshall et al. 2003; Goétz 2003). De esta
forma se muestra que la heterogeneidad de los progenitores esta ligada también
a la etapa del desarrollo puesto que su potencialidad cambia en funcién del

tiempo.

Neurons Astrocytes Oligodendrocytes

In vivo
development
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Figura 8. Produccion de distintos tipos celulares por los progenitores neurales durante el desarrollo
del sistema nervioso central de rata (Sauvageot y Stiles, 2002)

1.1.4 Determinacidn celular segun la regiéon y el momento del
desarrollo.

Las nuevas neuronas generadas en la zona subventricular migran sobre las
prolongaciones de la glia radial (Hatten 1999), y se van acumulando formando
nuevas capas neuronales sobre la capa mas superficial de la corteza en
formacion, denominada zona marginal (ZM) (Hatten 1999). Asi, a las neuronas
de la ZM se les llama capa uno, y todas las demas se van numerando a partir de
ella hasta un total de seis capas neuronales. De esta forma, las neuronas mas
antiguas estan en los estratos mas internos del encéfalo maduro, mientras que
las ultimas en formarse forman la sexta y mas superficial capa de neuronas
(Hatten 1999). En las etapas finales de la neurogénesis cortical, la zona
subventricular en el prosencéfalo da lugar a neuronas que migran hacia el bulbo

olfatorio, células gliales corticales y a las células granulosas del hipocampo en
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formacion (Hatten 1999). Durante toda la corticogénesis tienen lugar masivos
procesos de migracion de neuroblastos. La mayor parte de estos movimientos
tienen lugar por migracion radial utilizando como soporte las prolongaciones
basales de las células gliales radiales (Hatten 1999). Estas prolongaciones se
extienden radialmente desde la superficie ventricular hasta el limite de la corteza
en formacion, permitiendo a los neuroblastos alcanzar su posicién en una de las
seis capas de la corteza cerebral. Una pequefia parte de estos movimientos
tienen lugar por mecanismos distintos a la migracién radial. Algunas células
precursoras y neuroblastos se mueven paralelos a la superficie ventricular en un
proceso que se denomina migracién tangencial (O’Rourke et al. 1995; Tamamaki
et al. 1997; Parnavelas 2000).

Finalizado los procesos de migracion y neurogénesis, las células de la zona
ventricular se transforman progresivamente en células ependimarias. Después
del nacimiento, la zona subventricular desaparece progresivamente a lo largo del
canal central de la médula espinal y de la mayor parte de las cavidades
ventriculares del encéfalo, dejando el parénquima nervioso maduro en contacto
con el epéndimo. Sin embargo, en la zona rostral de los ventriculos laterales del
prosencéfalo de animales jovenes y adultos se pueden encontrar acumulaciones

de células muy similares a las subventriculares.

En animales adultos, la neurogénesis queda restringida a regiones concretas
del SNC (Fig. 5C) como son la ZSV de la pared lateral de los ventriculos
laterales y el giro dentado del hipocampo (Alvarez-Buylla et al. 2002; Emsley et
al. 2005; Bonfanti and Peretto 2007).
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2. Formacioén del cuerpo calloso y su agenesia

El cuerpo calloso conecta el hemisferio derecho y el izquierdo. Es el mayor
tracto de fibras del SNC. Su principal funcion es coordinar y transferir
informacion entre los dos hemisferios cerebrales. Numerosos sindromes
congénitos en humanos cursan con defectos en su formacion . La agenesia del
cuerpo calloso es un defecto congénito que ocurre en mas de 50 sindromes en
humanos y en muchas especies de animales. Su malformacion puede deberse a
una agénesis parcial o completa. Estudios recientes sugieren que los individuos
con agenesia del cuerpo calloso son mas susceptibles a problemas
neuropsiquiatricos, del desarrollo y del comportamiento, incluyendo retraso
mental, problemas de comportamiento, dificultad de aprendizaje, desérdenes del
suefo, del lenguaje y de la comunicacién, asi como déficit de atencion, paralisis

cerebral y esquizofrenia

En el hombre, la agenesia del cuerpo calloso puede ser debida a causas
genéticas o factores ambientales (Paul et al. 2007). Entre las primeras destacan
anormalidades cromosdmicas y mutaciones (Bedeschi et al. 2006). Entre los
factores ambientales se sabe que la agenesia callosal puede ser inducida por
infecciones, incluyendo las virasicas, toxicos o por el bloqueo fisico de su
formacion (Paul et al. 2007). Estudios en humanos muestran que el 32% de los
casos de agenesia del cuerpo calloso presentan ademas hidrocefalia congénita
(Guillem et al. 2003; Wang et al. 2004), y el 3-5% de los casos con

malformaciones del SNC presentan agenesia callosal (Bodensteiner et al. 1994).

La agenesia del cuerpo calloso también ha sido descrita en modelos
animales. En ratones, hay numerosos genes cuya mutacion produce agenesia
de las comisuras telencefdlicas dorsales (Bronson and Lane 1990; Livy and
Wahlsten 1997; Richards 2002; Shu et al. 2003a; Richards et al. 2004; Smith et
al. 2006; Paez et al. 2007). Los ratones mutantes hyh presentan, ademas de
hidrocefalia congénita, agenesia del cuerpo calloso y de la comisura hipocampal
(Bronson and Lane 1990; Péaez et al., 2007). Generalmente se ha considerado,
tanto en humanos como en animales de experimentacidén que presentan

hidrocefalia y agenesia del cuerpo calloso, que ésta ultima se debia a la presion
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ejercida por la ventriculomegalia (Bronson and Lane 1990; Del Bigio and
Massicotte 2001)

En la agenesia del cuerpo calloso, tanto en humanos como en animales, los
axones callosales que no han logrado cruzar se acumulan enmaranados
adyacentes a la linea media cortical formando las denominadas fibras de Probst
(Babcock 1984; Smith et al. 2006)

2.1. Origen y desarrollo del cuerpo calloso

Uno de los eventos clave en la formacion del cuerpo calloso es la fusién de
las dos vesiculas telencefalicas por la linea media. Segun Richards et al.
(Richards et al. 2004), en ratones esto ocurre aproximadamente en E14-E15.
Estos autores proponen que se produce por la accién de moléculas secretadas
por las células gliales de esta zona, la midline zipper glia, es decir, glia en
cremallera de la linea media (Fig. 9). La fusién de la linea media es un paso
clave en la formacién del cuerpo calloso ya que si no existe un sustrato para que
los axones callosales crucen la linea media, éstos no son capaces de crecer y
extenderse a través de ella. La linea media a menudo es el sitio donde se
forman los quistes interhemisféricos en muchos tipos de hidrocefalias (Barkovich
et al. 2001). Cuando los quistes estan presentes durante el desarrollo impiden la
fusidn de los hemisferios telencefalicos y son una causa comun de la agenesia

del cuerpo calloso (Richards et al. 2004).

Los axones callosales se generan en los ratones en E16,5 en la zona
presuntiva del cortex frontal, parietal, temporal y occipital, siendo los emitidos en
la presuntiva corteza frontal los primeros en llegar y cruzar la linea media (Ozaki
and Wahisten 1998). La mayor parte de los axones callosales proceden de
neuronas de las capas 2/3 y 5 (Shu et al. 2003c). En cada capa cortical, las
neuronas envian ventralmente un axén hacia la zona intermedia (Fig. 10, paso
1). Estos son guiados por moléculas de sefalizacién como las semaforinas 3A
que actua como quimiorrepelentes (Lindwall et al. 2007; Piper et al. 2009).
Cuando los axones alcanzan la zona intermedia cortical, giran lateralmente y se
aproximan a la linea media creciendo a través del cértex cingular (Fig. 10, paso

2). Los axones callosales se acercan a la linea media a través del limite cortico-
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septal donde se encuentran con las células de la glial wedge y glia del indusium
griseum (paso 3). Al girar y cruzar la linea media, los axones del cuerpo calloso
se encuentran en el hemisferio opuesto con la otra poblacion de células de la
glial wedge (Shu and Richards 2001). En ese punto, los axones callosales giran
ahora en direccidon dorsal (paso 4) y entran en el cértex cingular controlateral v,
posteriormente, en la neocorteza (paso 5). Finalmente, los axones del cuerpo
calloso usan las prolongaciones de la glia radial para crecer dorsalmente hacia la
placa cortical donde establecen su conexién final con sus neuronas diana (paso
6) (Norris and Kalil 1991; Richards et al. 2004).

Hemisferios Telencefalicos
Prosencéfalo i
.

Figura 9. Fusion de la linea media telencefalica. Abreviaturas: GW, glial wedge; 1GG,
glia del indusium griseum; MZG, midline zipper glia (modificado de Richards et al. 2004).

2.2. Regulacion del desarrollo del cuerpo calloso

Los axones usan distintos mecanismos para encontrar su ruta de crecimiento
correcta. El extremo del axén en crecimiento, denominado cono de crecimiento,
es una estructura especializada capaz de detectar cambios en la concentracién
de moléculas sefalizadoras a su alrededor. Estas moléculas pueden ser
quimioatractivas o quimiorrepulsivas, asi como permisivas 0 supresivas

(suprimen el crecimiento pero no repelen al axén) (Richards et al. 2004).
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Normalmente, los axones tienen que crecer distancias muy largas hasta alcanzar
su diana final. Para facilitar su guia, se utilizan dianas intermedias a lo largo de
toda la ruta hacia la diana final, convirtiendo la ruta final completa en segmentos
cortos mas alcanzables. Las dianas intermedias expresan moléculas
sefalizadoras que guian a los axones hasta un determinado punto y luego los
repelen hacia la siguiente diana. Uno de esos puntos en la ruta de los axones
callosales es la linea media. Es uno de los puntos criticos en la formacion de
comisuras interhemisféricas dorsales, debido a que las poblaciones gliales de la
linea media secretan las moléculas senalizadoras (Richards 2002; Richards et al.
2004). Un hecho clave para que los axones callosales puedan cruzar la linea
media es su expresion del receptor Robo, que interactia con la molécula Slit
secretada por la glial wedge y la glia del indusium griseum (Shu et al. 2003d).
Robo se expresa tanto en los axones pioneros cingulares y callosales
neocorticales como en las neuronas de las capas donde se generan (Shu et al.
2003d).

Septum

Figura 10. Etapas de la proyeccion de los axones callosales. En rojo esta representado
un axon callosal en seis etapas de su crecimiento y en verde un axén cortico-talamico.
Abreviaturas: CgC, cortex cingular; GW, glial wedge; IC, capsula interna; IGG, glia del
indusium griseum; MZG, midline zipper glia (tomado de Richards et al., 2004).

2.3. Los axones pioneros y su funcion en la guia de los axones

callosales

Por axones pioneros se entiende a los primeros axones que crecen en una

ruta especifica y que son usados por el resto de axones para seguir el camino
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correcto hacia su destino final. Para detectar las sefiales que les guian, tienen un
cono de crecimiento con gran cantidad de receptores (Koester and O’Leary
1994).

En el caso del cuerpo calloso de ratones, los axones pioneros emitidos desde
la corteza cingular se elongan hasta cruzar la linea media en E15,5 (Koester and
O’Leary 1994; Rash and Richards 2001). Marcan el camino que tienen que
seguir posteriormente los axones neocorticales callosales y que cruzan la linea
media un dia después en E16,5 (Koester and O’Leary 1994). Se ha demostrado
que la ablacién de los axones pioneros provoca que los axones callosales no

sean capaces de seguir la ruta correcta (Koester and O’Leary 1994).

Ademas, se sabe que en las regiones telencefalicas mas caudales los
axones de la comisura hipocampal son utilizados como axones pioneros por los
axones callosales. De hecho, la agenesia de la comisura hipocampal y callosal

suelen estar ligadas entre si (Livy and Wahlsten 1997).

No existen muchos datos sobre la formacién de la comisura hipocampal,
aunque parece ser que en su formacion intervienen las mismas poblaciones
gliales de la linea media que actuan en el caso del cuerpo calloso (Livy and
Wahlsten 1997). Por esa razén, se suele hablar genéricamente de la agenesia
de las comisuras telencefalicas dorsales (Livy and Wahisten 1997; Smith et al.
2006).

2.4. Poblaciones celulares de la linea media implicadas en la

formacion del cuerpo calloso

Las poblaciones gliales de la linea media estan conservadas a lo largo de la
evolucion. Las moléculas que se expresan en éstas células y que guian los
axones comisurales también estan muy conservadas (Lindwall et al. 2007). Se
ha demostrado que la alteracion de estas poblaciones celulares produce
defectos en la formacién de las comisuras telencefélicas dorsales (Richards
2002; Richards et al. 2004; Smith et al. 2006; Lindwall et al. 2007).

Shu et al. (Shu et al. 2003c) distinguen tres poblaciones gliales en la linea

media telencéfalica (Fig. 11): la glial wedge, la glia en el indusium griseum vy la
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midline zipper glia. También se ha descrito en esta region una poblacion de

neuronas migradoras, la subcallosal sling (Shu et al. 2003b).
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Figura 11. Poblaciones gliales de la linea media telencefalica en el raton
Abreviaturas: CC, axén callosal; GW, glial wedge; 1GG, glia del indusium griseum;
MZG, midline zipper glia. Al lado de cada poblacion celular se muestran los
marcadores que la caracterizan y entre paréntesis las edades en las que son
generadas (modificado de Shu et al., 2003c).

La glial wedge es una subpoblacion de glia radial (Shu and Richards 2001).
Se localiza en la ZV del palio medial formando dos estructuras simétricas en
forma de cufia a ambos lados de la linea media y justo debajo del cuerpo calloso
(Shu and Richards 2001; Shu et al. 2003c) y expresa marcadores de células de
la glia radial como RC2, BLBP y GLAST, que preceden a la expresién de GFAP
(Shu et al. 2003c; Smith et al. 2006). Sin embargo, existen tres caracteristicas
que distinguen a la glial wedge de la glia radial: (i) son las primeras células en la
zona rostral del telencéfalo que expresan GFAP (Shu et al. 2003c), (ii) expresan
moléculas de guia axonal como Slit-1, necesaria para el cruce de la linea media
de los axones callosales (Shu and Richards 2001), y (iii) retraen su terminacion
pial antes de retraer su terminacién ventricular (Shu et al. 2003c). En ratones, las
primeras células de la glial wedge se generan en E13, que es cuando empiezan

a expresar GFAP, aunque la mayoria de ellas lo hacen en E14 y las ultimas en
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P2 (Shu et al. 2003c) (Fig. 11). Alrededor de P10, la poblacién celular de la glial

wedge pierde su forma distintiva y desaparece (Shu et al. 2003c).

La glia del indusium griseum se dispone directamente por encima del cuerpo
calloso y ventral a la fisura interhemisférica (Fig. 11). Se caracteriza por
presentar una morfologia radial y expresar GFAP (glial fibrillary acidic protein),
BLBP (brain lipid-binding protein) y GLAST (glutamate aspartate transporter),
pero sin formar parte de la glia radial ventricular (Shu and Richards 2001). No
expresa nestina ni el marcador RC2 y secreta la molécula de guia axonal Slit-1
(Shu and Richards 2001). La mayoria de las células gliales del indusium griseum
se generan entre E14-15, sélo unas pocas lo hacen en E17 y ninguna en P2
(Shu et al. 2003c) (Fig. 11). Se originan como parte de la glia radial de la ZV del
palio medial, pero por translocacion somal migran hacia el indusium griseum
donde se diferencian (Smith et al. 2006). La glia del indusium griseum persiste
postnatalmente hasta P10 (Shu et al. 2003c). Shu and Richards (Shu and
Richards 2001) postulan que por medio de la expresién de Slit-2, la glial wedge y
la glia del indusium griseum formarian una especie de tunel por donde crecerian
los axones pioneros callosales a través de la linea media. Por tanto, ambas
poblaciones celulares parecen tener un papel crucial en la formacion de las

comisuras telencefalicas dorsales.

La midline zipper glia actia en la fusién de la linea media y las vesiculas
telencefalicas (Shu et al. 2003c; Richards et al. 2004). Se dispone por debajo del
cuerpo calloso y ventral a la glial wedge y se caracteriza por expresar GFAP,
BLBP y GLAST (Fig. 11). Las células que la forman se generan en pequefo
numero entre E14 y E17, reduciéndose también mucho en P10 (Shu et al.
2003c).

La subcallosal sling es una poblacion celular que se encuentra también en la
linea media telencefalica junto a las anteriores poblaciones gliales citadas. Los
axones callosales cruzan la linea media directamente dorsales a la subcallosal
sling y a las células de la glial wedge (Silver et al. 1982; Shu and Richards 2001).
Inicialmente fueron descritas como glioblastos unidos entre si por uniones
estrechas (Silver et al. 1982), pero recientemente se ha demostrado que esta
formada por una cadena continua de neuroblastos (Shu et al. 2003b). Como

tales, no expresan marcadores de glia radial como son la BLBP, GFAP, GLAST o
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RC2, ni de neuronas diferenciadas como GAP-43, MAP-2 o neurofilamentos. Se

caracterizan por expresar marcadores como tubulina B clase lll, calretinina o
DCC (Shu et al. 2003b).

En el ratdén, las células de la subcallosal sling se generan y empiezan a
migrar desde la ZSV del palio medial del ratéon en E15, formando en E17 una
estructura en forma de “U” en el limite cortico-septal (Silver et al. 1982; Hankin et
al. 1988). Los neuroblastos continian generandose y migrando hasta P3, y la
estructura es visible hasta P10 cuando desaparece (Shu et al. 2003b). No esta
claro si después de P10 las células de la subcallosal sling desaparecen por
muerte celular o si contindan migrando hasta las zonas corticales adyacentes
(Shu et al. 2003b). Debido a su formacion tardia (E17) y a su posicién con
respecto al cuerpo calloso, se cree que la subcallosal sling participa en el cruce
de los axones callosales, pero no en el de los axones pioneros (Shu et al.
2003b). En ese sentido, la ablacién y posterior recuperacion de la subcallosal
sling en ratones acallosales han demostrado su importancia en la guia axonal
(Silver et al. 1982; Silver and Ogawa 1983). También se sabe que los primeros
axones callosales cruzan la linea media antes de que se forme la estructura final
de la subcallosal sling, por tanto parece que no es necesaria para el inicio del

cruce axonal (Rash and Richards 2001).
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3. Los ratones hyh mutantes como modelo para el estudio
de la hidrocefalia congénita y defectos en la zona
ventricular.

Los estudios incluidos en esta Tesis Doctoral han sido realizados sobre
ratones mutantes hyh (hydrocepalus with hop gait) y controles normales (wild
type, wt). Los ratones hyh han sido utilizados por nuestro grupo de investigacion
para profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en el

desarrollo de la hidrocefalia congénita.

En el momento de nacer, los ratones homocigotos mutantes hyh presentan
comunicacion abierta entre todos los ventriculos, ausencia de canal central en la
medula espinal, denudamiento ependimario de los ventriculos, estenosis en el
acueducto rostral e hidrocefalia de los ventriculos laterales, tercero y de la parte
final del acueducto cerebral. Alrededor del quinto dia postnatal, la comunicacion
ente el acueducto caudal y el cuarto ventriculo se encuentra ya sellada y la
hidrocefalia pasaba a ser severa (Pérez-Figares et al. 1998). La primera
alteracion detectada en los ratones hyh como evento clave de su hidrocefalia es
la falta de desarrollo de epéndimo, detectable desde E12 en el suelo del cuarto
ventriculo. Este defecto se manifiesta siguiendo patrén espacio-temporal bien
definido que se extiende ventro-dorsalmente y caudo-rostralmente a partir del
suelo del cuarto ventriculo (Jiménez et al. 2001). Dicho patrén se correlaciona
con los momentos en los que tienen lugar la diferenciacion de las células del

epéndimo.

3.1. Papel de la mutacion de a-SNAP en los ratones hyh

La mutacion que presentan los ratones hyh corresponde a una mutacion
puntual en el gen que codifica la proteina a-SNAP, denominado napa vy
localizado en el cromosoma 7. La mutacién provoca una sustitucion de una
guanina (G) por una adenina (A), la cual genera una sustitucion de la metionina
en la posicion 105 por una isoleucina (M105l) en la proteina a-SNAP (Soluble N-

ethylmaleimide sensitive factor Attachment Protein) (Hong et al. 2004; Chae et al.
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2004). Esta es una posicion altamente conservada a lo largo de la evolucién en

las distintas especies de mamiferos, de lo que se deduce su importancia.

La proteina o-SNAP regula la fusibn de membranas en el trafico celular
mediado por vesiculas. En ella interviene, ademas de la proteina SNAP, el factor
sensible a la N-etiimaleimida (NSF) y el complejo SNARE, formado por la
vesicula con la proteina v-SNARE (vesicular SNARE) en su membrana y la
proteina t-snare (targed-SNARE) localizada en la membrana diana. El factor NSF
se una a la proteina a-SNAP cuando ésta esta unida al complejo SNARE, y su
actividad ATPasa posibilita la fusién de la vesicula de transporte con la
membrana de la diana (Fig. 12) (Bennett 1995). La proteina a-SNAP desempefia
un papel muy importante en el trafico intercompartimental de proteinas por
vesiculas de transporte, incluyendo el transporte de proteinas hacia la
membrana plasmatica (Clary et al. 1990; Stenbeck 1998), por lo que su mutacién
puede ocasionar problemas en el transporte de proteinas de adhesién y/o
proteinas funcionales de Ila membrana plasmaticas de las células

neuroepiteliales y ependimarias.

En los ratones hyh homocigotos mutantes, la cantidad de proteina a-SNAP es
un 40% menor que en los animales silvestres (Hong et al. 2004). No se descarta
que la funcionalidad de la proteina también esté alterada, pero segun estudios
del espectro de la proteina, la mutacidén no provoca ninglin cambio sustancial en
su estructura tridimensional. Chae et al. (Chae et al. 2004) han descrito que la
mutacién afecta a la estabilidad del ARNm, lo que provocaria la disminucién en

la cantidad de la proteina.

Existen 3 tipos de proteinas SNAP: o-SNAP, 3-SNAP y y-SNAP. Las dos
primeras presentan una similitud en sus secuencias del 83% y aunque la y-SNAP
tiene menos similitud en su secuencia, si tiene una estructura espacial similar. o-
SNAP y B-SNAP tienen una alta expresion en el SNC. La primera se expresa
tanto en el embrién como en el adulto, y la segunda sélo en adultos. B-SNAP
puede desempeiar un papel compensatorio en caso de ausencia de a—SNAP.
Durante la embriogénesis, la o-SNAP esta implicada en la diferenciacion vy
morfogénesis, ya que desempeia un papel muy importante en la determinacion

de la polaridad celular. Al no expresarse el gen B-SNAP en estadios
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embrionarios, no podra compensar la menor cantidad de a-SNAP que existe en

estos periodos en los ratones mutantes hyh (Hong et al. 2004).
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Figura 12. Esquema que representa el posible papel de la proteina a-SNAP en el
trafico vesicular (Bennett, 1995).

La proteina a-SNAP mutada altera la localizacion de algunas proteinas de
superficie como E-cadherinas y B-cateninas en las células neuroepiteliales y en
las células madre neuronales (Chae et al. 2004). Ademas, al alterar la fusién de
membranas la mutacion afecta a la polaridad celular. Esto tiene unas
consecuencias drasticas sobre las células madre en el desarrollo embrionario.
(Fig. 14). La alteracién de la polaridad celular puede provocar una pérdida de
células progenitoras de dos modos distintos: uno por el desprendimiento de las
células al alterarse las uniones celulares, y otro, por un fallo en la division celular
consistente en la generacion de divisiones simétricas de forma temprana, hecho
que agotaria las células progenitoras. Chae et al. (Chae et al. 2004) han descrito
que en los ratones hyh mutantes hay menor cantidad de células progenitoras y
precursores tardios a partir de E16, lo que parece indicar que la mas probable es

la segunda opcién. Probablemente también se producira el desprendimiento de
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las células al alterarse las uniones celulares y esto influya en la perdida de

células progenitoras.

Con lo que se conoce hasta ahora de los efectos de esta mutacion, se sigue
sin entender la relacién entre esta mutacion puntual, la hidrocefalia y ciertas
alteraciones neuropatoldgicas que presentan estos ratones mutantes, aunque a

algunas ya si se les esta encontrando respuesta.

3.2. Denudamiento de la zona ventricular

En los animales hyh mutantes se detecta la ausencia o desaparicion
progresiva del epitelio ventricular, fendbmeno al que se ha denominado
originalmente denudamiento ependimario. Hoy en dias, segun las
investigaciones mas recientes, se puede considerar que mas que un
denudamiento del epéndimo el problema consiste en un defecto en su
diferenciacion a partir del neuroepitelio. Una alteracién en la adhesion de las
células neuroepiteliales puede ser una de las causas que subyacen en el ratén
hyh. Parece ser que los problemas de adhesion en las células neuroepiteliales
pueden ocurrir en otros modelos animales como la rata Htx e incluso en casos
humanos (Sival et al. 2011; Rodriguez et al. 2012; Guerra et al. 2015). Ademas,
el defecto en el desarrollo del neuroepitelio afectaria también al desarrollo
cortical (Sival et al. 2011; Rodriguez et al. 2012; Guerra et al. 2015).

Nuestro grupo ha mostrado que el por entonces denominado denudamiento
del epéndimo en los ratones hyh precede a la hidrocefalia (Jiménez et al. 2001).
Este hecho se ha observado también en otros modelos con hidrocefalia
congeénita, como las ratas HTx (Miller and McAllister 2007), los ratones Msx-1
(Fernandez-Llebrez et al. 2004), en ratas adultas con hidrocefalia adquirida
mediante una inyeccién con neuroaminidasa (Grondona et al. 1996), y en casos
humanos con diferentes tipo de hidrocefalia congénitas comunicantes
(Dominguez-Pinos et al. 2005; Sival et al. 2011). Al menos en los ratones hyh, el
denudamiento esta implicado en la transformacién de la hidrocefalia, que en
etapas embrionarias es comunicante y en edades postnatales es pasa a ser
obstructiva (Pérez-Figares et al. 2001; Wagner et al. 2003). La afectacion del

neuroepitelio en los ratones hyh sigue los mismos patrones que la diferenciacion
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espacio-temporal del neuroepitelio hacia epéndimo: caudo-rostral, ventro-dorsal
y medio-lateral (Jiménez et al. 2001; Paez et al. 2007). Por otra parte, las
superficies ventriculares afectadas por el denudamiento son las mismas para
todos los animales hidrocefalicos de la misma edad (Paez et al. 2007). Esto
indica que el denudamiento no es un proceso aleatorio sino que por el contrario
se trata de un proceso programado, progresivo, conservado y, en consecuencia,

predecible. Por tanto debe seguir un programa genético.
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Figura 14. Esquema que representa como se afecta la polaridad celular en la
diferenciacion con la mutacion a-SNAP. a.- En condiciones no patolégicas, las
células progenitoras acumulan, en su membrana apical, ciertas proteinas vy
marcadores celulares necesarios para generar divisiones, en las que se mantiene o
multiplica el niUmero de células progenitoras. b.- En el ratdn hyh, estas proteinas no
se disponen en la membrana apical, lo cual afecta a la polaridad celular. En estos
casos no se producen divisiones autorrenovadoras, sino que las dos células hijas
se diferencian originando neuronas y el nimero de células progenitoras disminuyen
precozmente (Bajjalieh, 2004).
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La alteracion de la ZV empieza a ser detectable en los ratones hyh en E12,5
en la placa del suelo del 4V y en la porcién mas caudal de la superficie ventral
del acueducto de Silvio (Jiménez et al. 2001). En E15,5 practicamente toda la
superficie ventricular del 4V y la totalidad de la porcion caudo-ventral del
acueducto de Silvio se afectan ((Jiménez et al. 2001; Paez et al. 2007). En la
porcion rostro-ventral del acudeducto de Silvio la afectacion ese detecta en
E16,5. En la pared dorsal del acueducto de Silvio no se detecta en la porcion
caudal hasta E17,5. Durante las dos primeras semanas de vida postnatal, la
superficie ventricular carente epéndimo se extiende caudo-rostralmente, y en la
segunda semana de vida postnatal afecta a la totalidad de la porcion caudal y a
gran parte del acueducto de Silvio medio (Paez et al. 2007). El 6rgano
subcomisural y la eminencia media permanecen sin afectarse a lo largo de la

vida adulta del animal (Pérez-Figares et al. 2001).

Desde E13,5, la superficie afectada en el ratdbn hyh comprende gran parte de
las superficies laterales y ventrales del 3V. En E14,5 casi la totalidad de la
superficie ventral del 3V esta afectada y se extiende a areas mas dorsales. En la
primera semana de vida postnatal, el denudamiento afecta al resto de la
superficie ventricular del 3V, excepto a los parches de epéndimo que no se
afectan (Paez et al. 2007).

En los VL la ZV comienza a detectarse alterada en E14,5, en regiones
puntuales de su porcion media, y en E17,5 s6lo quedan pequefias regiones con
ZV aparentemente normal. Al final de la segunda semana de vida, sélo se
detecta un pequefio parche de epéndimo recubriendo el alveus de hipocampo
(Paez et al. 2007).

3.3. Reacciones astrocitarias en la hidrocefalia

En las enfermedades neurodegenerativas y donde existe un dano en el tejido
nervioso es comun que aparezcan reacciones astrocitarias. Tales reacciones se
han descrito con capacidad de inhibir la regeneracion axénica (Bovolenta et al.
1992), pero también se implica en la secrecion de factores de crecimiento y
troficos (Hatten et al. 1991; Eddleston and Mucke 1993; Ridet et al. 1997;
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Renault-Mihara et al. 2008) tales como NGF, IGF y FGFb que promueven la
regeneracion axonica. Se ha sugerido que las reacciones astrocitarias
inicialmente protegen el tejido nervioso y contribuyen a su recuperacion funcional
(Giaume et al. 2007). Por tanto, si tienen un papel beneficioso o perjudicial es un
tema de debate (Sofroniew 2005; McAllister and Miller 2010; Sofroniew and
Vinters 2010). En la hidrocefalia las reacciones astrocitarias son comunes
(Dominguez-Pinos et al. 2005; Deren et al. 2010; Sival et al. 2011; Olopade et al.
2012) y se inducen con el aumento de la presion intracraneana. Asi el drenaje de
LCR en la rata Htx con hidrocefalia congénita y en un modelo felino con
hidrocefalia inducida, donde se disminuye dicha presion, la previene

parcialmente o la reduce (Miller and McAllister 2007; Eskandari et al. 2011).

En los ratones hyh, conforme tiene lugar la ausencia de un epéndimo,
conduce a la aparicidon de una reaccion astrocitaria en la superficie ventricular
que acaba tapizando la superficie ventricular (Paez et al. 2007). Esta reaccién
también sigue el patrén espacio-temporal de afectacién del neuroepitelio, y
queda completada antes de que acabe la primera semana de edad (Paez et al.
2007). Tal reaccion es diferente a la que tiene lugar en la sustancia blanca

periventricular dafada, y por tanto podria tener un papel diferente.
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Durante el desarrollo del SNC, el interior del tubo neural esta recubierto por
las células neuroepiteliales, que en su conjunto son las células madre del SNC y
por tanto el origen de sus células, tanto gliales como neuronales.
Progresivamente, en el neuroepitelio aparecen células de la glia radial, que
finalmente se diferencian en las células ependimarias. En Ia
neurogénesis/gliogénesis, determinadas poblaciones de células del
neuroepitelio, ubicadas en la linea media telencefalica, también intervienen en la
formaciéon del cuerpo calloso. El epéndimo, que recubre las cavidades
ventriculares del SNC maduro queda constituyendo una barrera liquido
cefalorraquideo-parénquima nervioso, que regula el transporte idnico y de

sustancias, y contribuye en la circulacion del liquido cefalorraquideo.

Cualquier problema en el neuroepitelio puede conducir a una alteracion del
desarrollo normal del SNC, dando lugar a diversas patologias. Concretamente, el
grupo de investigacion en el que se desarrolla la presente Tesis Doctoral, ha
puesto de manifiesto que un desarrollo anémalo del epéndimo esta relacionado
con la hidrocefalia congénita en el raton hyh y en casos humanos. Ademas la
ausencia de epéndimo se sustituye con una reaccién astrocitaria particular que
cubre el parénquima nervioso en contacto con el LCR ventricular. Diversas
investigaciones llevadas a cabo por otros grupos han consolidado tales

evidencias.

La presente Tesis Doctoral se ha disefiado para responder a las siguientes
hipétesis:
1. El programa de diferenciacion de la ZV que se afecta en el ratéon hyh

pone de manifiesto que la poblacion celular que la constituye no se desarrolla de

forma homogénea.

2. Una afectacién selectiva de células del neuroepitelio ubicadas en la
linea media telencefalica puede explicar la asociacion de anomalias en la

formacion del cuerpo calloso con la hidrocefalia congénita.

3. Los astrocitos reactivos que cubren las superficies que se han
afectado y carecen de epéndimo pueden tener un efecto beneficioso, creando

una nueva interfaz entre el LCR ventricular y el parénquima nervioso.
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Los objetivos planteados para este trabajo han sido los siguientes:

1.

Estudiar el proceso normal de maduracion del epéndimo en el encéfalo
de ratones normales y si puede correlacionarse con su afectacion

selectiva en los ratones hyh hidrocefalicos.

Estudiar como un desarrollo anormal del neuroepitelio en el raton hyh
puede implicarse en la agenesia del cuerpo calloso, que tiene lugar

comunmente en la hidrocefalia congénita.

Investigar si la reaccion astrocitaria que sustituye la ausencia de
epéndimo en los ratones hyh puede tener un efecto beneficioso y

relacionado con la evolucion de la hidrocefalia.
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1. Animales de experimentacién

Los experimentos incluidos en esta Tesis Doctoral han sido realizados en
ratones pertenecientes a la cepa B6C3Fe-a/a-hyh/J (ratones hyh, hydrocephalus
with hop gait) procedentes de Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).

Los animales se han mantenido en una colonia estable en el Servicio de
Estabulacion de la Universidad de Malaga. Las condiciones fueron las
siguientes: temperatura constante de 22°C, humedad relativa 40% y un ritmo
circadiano de luz/oscuridad de 12h. Los ratones se alimentaron ad libitum con la
dieta Panlab A04.

Las condiciones de estabulacién, manejo de los animales, su cuidado y
procesamiento durante los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a las
legislaciones europea y espafiola (DC 86/609/CEE y RD 1201/2005).

Se han utilizado 400 ratones de diferentes edades embrionarias (E11,5 a
E18,5) y postnatales (desde P1 a P360) con los genotipos normal o silvestre y

mutante hyh.

También se han usado animales heterocigotos se utilizaron tanto para el
mantenimiento de la colonia como para la obtencion de los ejemplares

homocigotos recesivos necesarios para realizar los experimentos.

Los ratones de genotipo silvestre se utilizaron en el estudio de la

diferenciacion y maduracién del epéndimo normal.

En las investigaciones conducentes a averiguar las alteraciones del SNC
causadas por la mutacion en la capa neuroepitelial, se usaron animales
hidrocefalicos homocigotos recesivos, prenatales y postnatales, de las edades
antes indicadas. Los ejemplares homocigotos silvestres de la misma camada
sirvieron como controles de las distintas técnicas y para la comparacién de los

resultados.

La identificacion de los animales de los diferentes genotipos se ha realizado
de dos formas distintas. Hasta el aino 2006, al no disponer de una técnica de
genotipado que permitiera identificar a los distintos tipos de animales, se

procedia a inferir el genotipo a partir de su fenotipo macroscépico e histolégico.
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Ademas de los resultados obtenidos aplicando la herencia mendeliana en los
diferentes cruces de animales que se realizaron. En la etapa postnatal, los
ratones hidrocefalicos homocigotos recesivos presentaban los siguientes
caracteres macroscopicos: macrocefalia, menor talla corporal y alteraciones
motoras (hop gait) (Bronson and Lane 1990; Pérez-Figares et al. 1998; Jiménez
et al. 2001). Posteriormente, se confirmaba histolégicamente el genotipo pues
los ratones homocitogos recesivos se caracterizan por la ausencia de epéndimo
en amplias superficies ventriculares, la estenosis del acueducto de Silvio y del
canal central medular, la ventriculomegalia o por la agenesia del cuerpo calloso
que caracterizan a esta cepa de ratones hidrocefalicos (Pérez-Figares et al.
1998; Jiménez et al. 2001; Batiz et al. 2006; Paez et al. 2007). En cuanto a los
embriones hidrocefalicos se identificaron en un primer momento por la diferencia
en el desarrollo del encéfalo, y posteriormente se comprobaban histolégicamente
por el cierre del canal central central y la ausencia del neuroepitelio en regiones

concretas.

A partir del 2006 se pudo utilizar el método de genotipado de estos ratones
desarrollado por nuestro grupo de investigacion (Batiz et al. 2009) y que esta en
proceso de patente (Ref. P200900051). El autor de esta Tesis participé en su

desarrollo y puesta a punto.

Desde que se ha podido disponer de la técnica de genotipado se ha utilizado
este método de forma sistematica, tanto en el mantenimiento de la colonia como
para la seleccion de los ratones para las distintas investigaciones. Ademas, el
uso de la técnica de genotipado permiti6 una rapida identificacion de los
embriones homocigotos mutantes y, por tanto, la realizacion de los experimentos

de cultivos organotipicos incluidos en esta tesis.

1.1. Cruces y datacion de los embriones

Para la obtencion de embriones de distintas edades se colocaron, al
anochecer y en una misma jaula tres hembras y un macho, todos heterocigotos.

A la manana siguiente se inspeccionaron las hembras y se observo si
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presentaban tapén vaginal. Las hembras que lo tenian fueron separadas y se
considerd que estaban prefiadas en el estadio E0,5 (E de embrionario). Las
hembras sin tapén se mantuvieron con el macho en la misma jaula. El proceso
se repiti6 dos mafanas mas y las hembras que presentaban el tapon fueron
separadas en jaulas independientes cada dia. Las hembras en las que no se
detectd tapon vaginal después de la tercera noche, se considerd que no estaban

prefiadas, y por tanto, no se utilizaron en el experimento.

La edad de los embriones fue confirmada usando las tablas y criterios
publicados en el Edimburgh Mouse Atlas Project (http://genex.hgu.mrc.ac.uk/).
Para datar una camada se usaron los ejemplares que a priori parecian normales,
puesto que los ratones homocigotos para la mutacién presentan menor tamafio y

un retraso en el desarrollo.

2. Procesamiento de muestras para microscopia optica

2.1. Obtencion de las muestras

Para la obtencién de los encéfalos de embriones se utilizaron hembras
prefiadas en distintos estadios de gestacién, se sacrificaron por dislocamiento

cervical y rapidamente se extrajeron los embriones por cesarea.

Los embriones de E11,5 se introdujeron tal cual en el fijador. Los mayores de
E12,5 se decapitaron, se les retird la piel del craneo y se les hizo una pequefa
incision en la zona anterior del craneo para permitir la entrada del fijador en el

que se sumergieron posteriormente.

Los animales postnatales tempranos (P1-P14) (P de postnatal) se
sacrificaron por decapitacion y el encéfalo se extrajo rapidamente para fijarlo por

inmersion.

Los animales mayores de 14 dias se anestesiaron intraperitonealmente con
Doletal (pentobarbital sédico, Vétoquinol, Lure, Francia, 0,2 mg/g peso) y tras un

lavado vascular se fijaron por perfusién vascular a través de la aorta.
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Fijacion de las muestras

2.2.1 Soluciones fijadoras

Se han utilizado las siguientes soluciones fijadoras:

Solucion fijadora de Bouin (Anexo 2). Se utilizé para fijar las muestras
destinadas a aplicar las técnicas histoquimicas (hematoxilina-eosina y
lectina de tomate) e inmunohistoquimicas contra los siguientes antigenos:
antigeno nuclear de proliferaciéon celular (PCNA), molécula de adhesién
celular neuronal (NCAM), proteina glial fibrilar acida (GFAP), proteina
ligadora de lipidos cerebrales (BLBP), proteina S10083, proteina B
tubulina de clase Ill y vimentina. La muestra fiada con Bouin fue
posteriormente incluido en parafina para después seccionarlo, pegarlo
sobre portaobjetos y realizar las técnicas histoquimicas e

inmunohistoquimicas en gota.

Solucién fijadora de paraformaldehido al 4% en tampén fosfato 0,1M
(PFA 4%) (Anexo 2). Se utilizé para las muestras destinadas a las
técnicas inmunohistoquimicas contra los siguientes antigenos: calbindina,
nestina, calretinina, molécula de adhesién celular neural polisialada
(PSA-NCAM), marcador de glia radial (RC2), proteina tubulina 8 de clase
[ll 'y el antigeno de la superficie neuronal (A2B5). Después las muestras
se cortaron con un vibratomo y se realizaron técnicas
inmunohistoquimicas en flotacion. Esta solucién fijadora también se
utilizé para la fijacion del material resultante de los experimentos de
cultivos organotipicos y del material utilizado para el marcaje anterégrado
con Dil en el estudio de la agenesia del cuerpo calloso y las alteraciones

en la migracion neuronal en los ratones mutantes hyh.

Solucién fijadora de paraformaldehido al 4%, glutaraldehido al 0,25% en
tampon fosfato 0,1M (PFA 4% + Glut 0,25%) (Anexo 2). Se utilizé para

postfijar el material destinado para las técnicas inmunohistoquimicas
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contra calbindina, calretinina, nestina, marcador celular de glia radial
(RC2) y el antigeno de la superficie neuronal (A2B5). Las técnicas
inmunohistoquimicas contra estos antigenos se realizaron en flotacién
con tejido cortado en el vibratomo. Con esta postfijacion, el material
embrionario adquiere mucha mas consistencia y resulta menos dafiado

durante la aplicacion de las distintas técnicas inmunohistoquimicas.

2.2.2 Procedimiento de fijacion

El modo y el tiempo de fijacion variaron dependiendo de la edad y destino del

animal:

Etapa embrionaria (E11,5-P1). Una vez extraidos los embriones, se
disecaron para retirar la piel del craneo y se fijaron por inmersién durante
24 h a temperatura ambiente cuando la solucién fijadora era Bouin
(Anexo 2), o durante 2 h a temperatura ambiente y agitacion, seguido de
24 h a 4°C si el fijador era PFA 4% (Anexo 2). En ambos casos, la fijacion
fue por inmersiéon. Los embriones con una edad superior a E12,5 fueron

decapitados y la cabeza sumergida en el fijador.

Etapa postnatal temprana (P1-P14). Los animales se sacrificaron por
decapitacion, se retird la piel del craneo y se extrajo el encéfalo. Se
fijaron por inmersién durante 48-72 h a temperatura ambiente, cuando el
fijador era Bouin, 0 2 h a temperatura ambiente y agitacion seguido de 48
h a 4°C si era PFA 4%.

Animales postnatales de mas de 14 dias. Se perfundieron a través de la
aorta con una solucion de lavado consistente en tampoén fosfato salino
0,1 M, pH 7,3 (Anexo 1) durante unos minutos. Seguidamente, se
perfundio la solucién fijadora durante 30 min. El bombeo se llevé a cabo
con una velocidad constante a través de canula conectada a una bomba
perfusora (Dinko, modelo D-25V). Transcurrida la fijacidon por perfusion,
se extrajo el encéfalo y se postfijo en la misma solucion durante 24-48 h a
4°C.
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Postfijacion de cortes. Las secciones de vibratomo destinadas a la aplicacion de
técnicas inmunohistoquimicas que asi lo requerian fueron postfijadas durante 20
min en la solucion fijadora PFA 4% + Glut 0,25% (Anexo 2). A continuacion los

cortes fueron lavados con tampédn salino.

2.2.3 Inclusién y/o encastramiento y corte de las muestras

El tejido siguid dos tipos de procesamientos distintos para microscopia 6ptica

en funcion a la técnica a aplicar.

2.2.3.1 Inclusion en parafina y corte en el microtomo de
parafina

Este método de inclusion se utiliz6 con los encéfalos destinados a las
técnicas histoquimicas (hematoxilina-eosina y lectina de tomate) e
inmunohistoquimicas contra los siguientes antigenos: PCNA, NCAM, GFAP,

BLBP, proteina S100p, proteina tubulina 8 de clase Il y vimentina.

Los encéfalos fueron deshidratados en soluciones de etanol de gradacion
crecientes, a continuacion se embebieron en butanol y posteriormente en
parafina. Finalmente, se incluyeron en un molde y se dejaron enfriar. Los tiempos

de inclusion se adaptaron en funcién a la edad de los animales.

Protocolo de inclusién en parafina

Embriones Adulto
Lavado en agua destilada 30 min 1h
Etanol 70° 30 min 1h
Etanol 80° 30 min 1h
Etanol 96° | 30 min 1h
Etanol 96 1l 30 min 1h
Etanol 100° | 30 min 1h

Etanol 100° I 30 min 1h
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Etanol 100° + Butanol (1:1)" 3h Noche
Butanol I’ 30 min 1h
Butanol II' 30 min 1h
Butanol + Parafina (1:1)"? 2h 4-6h
Parafina |2 1,5h 3-4h
Parafina |12 1,5h 3-4h
Parafina IlI? Noche Noche

Confeccién de los bloques.

! Estos pasos se hacen dentro de la campana extractora.

2 Estos pasos se hacen en la estufa a 60°C.

Los encéfalos se orientaron en el bloque de parafina transversal o
sagitalmente dependiendo del objetivo concreto del estudio. Después fueron
cortados en un microtomo de parafina en secciones de 10 um de grosor. Estas
se numeraron y conservaron en cajas fabricadas para tal efecto. Finalmente, los
cortes se montaron en series paralelas en portas tratados con poli-L-Lisina

(Anexo 1) y se guardaron hasta su utilizacién.

2.2.3.2 Encastrado en agarosa y corte en el vibratomo

Este procedimiento se siguid con el tejido destinado a las técnicas
inmunohistoquimicas contra calretinina, calbindina, A2B5, RC2 y nestina; asi

como en la preparacion del tejido para los cultivos organotipicos.

Los encéfalos destinados a las técnicas inmunohistoquimicas se encastraron
en agarosa al 3% en PBS 0,1M, pH 7,3 (Anexo 1). Los encéfalos destinados a
los cultivos organotipicos fueron encastrados en agarosa al 3% disuelta en
medio glucosado (Anexo 4). En ambos casos, una vez disuelta la agarosa, se
vertié en una placa de Petri donde se esper6 a que se atemperara y encastro el
encéfalo. La agarosa se dejo enfriar y una vez solidificada, se retallaron los
bloques para cortar los encéfalos con orientacién coronal. La muestra se colocé
en el portabloques del vibratomo y se realizaron cortes de 50 um de grosor para

el tejido destinado a las técnicas inmunohistoquimicas y de 300 pum para el
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material destinado a los cultivos organotipicos. Los cortes obtenidos por este
método y destinados a las técnicas inmunohistoquimicas se recogieron
seriadamente en placas multipocillo con PBS mas 0,01% NaNsy se almacenaron

a 4°C hasta su uso.

3. Procesamiento de muestras para microscopia
electrénica de barrido

Mediante la microscopia electronica de barrido se estudié la superficie
ventricular de ratones normales y mutantes hidrocefalicos en distintas edades
desde E12,5 hasta P60. Los datos obtenidos se utilizaron para estudiar el
desarrollo y maduracion normal del neuroepitelio y del epéndimo maduro en el
raton. Los animales hidrocefalicos se usaron también para el estudio de las

patologias ocasionadas por dafnos en la capa neuroepitelial.

En el caso de los embriones y animales perinatales de hasta P5, se realizé
previamente una diseccién fina en fresco del SNC para dejar expuesta la
superficie ventricular que se iba a estudiar. Posteriormente, las muestras

disecadas se fijaron por inmersion en glutaraldehido 4% (Anexo 2) en PB 0,1M.

Los animales de mas de cinco dias de edad se fijaron por perfusion vascular
con el mismo fijador (glutaraldehido 4% en PB 0,1M). Los encéfalos se
extrajeron y, bajo una lupa, se disecaron pequefios bloques de encéfalo cada

uno con una region especifica de la superficie ventricular.

Se estudiaron todas las regiones del sistema ventricular a excepcion del

canal central medular.

Los pequenos bloques se postfijaron en el mismo fijador durante 30 min a
temperatura ambiente y con una ligera agitacién. Posteriormente, se lavo el

tejido en PB 0,1 M, pH 7,3 (Anexo 1), durante 5 min y se deshidraté el material:
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Lavado en agua destilada 1 min
Etanol 50° 1h
Etanol 70° 1h
Etanol 80° 1h
Etanol 96° 2x 45 min
Etanol 100° 3x 30 min

Los bloques se conservaron en etanol absoluto y a 4°C hasta que se llevaron
a los Servicios Centrales de Investigacion (SCI) de la Universidad de Malaga,
donde se les realiz6 el tratamiento de punto critico. A continuacion, las muestras
se montaron y orientaron sobre un soporte de metal. Se visualizaron en un
microscopio electronico de barrido (Modelo JEOL JSM-840) y se tomaron

imagenes digitales de las muestras con una camara adaptada al microscopio.

4. Técnicas histoquimicas:
4.1. Hematoxilina-eosina

Esta tincion se utilizé para estudiar la estructura general del tejido incluido en

parafina y montado sobre portas con poli-L-lisina.

Componentes:
Hematoxilina de Harris (Panreac, Espana, Ref: 253949.1611)
Etanol 96° + acido acético (unas gotas)

Eosina hidroalcohdlica (Panreac, Espafa, Ref: 251301.1609)

Protocolo:



68

Desparafinado e hidratacion (Anexo 1)

Lavado en agua destilada 5 min
Tincion con soluciéon de hematoxilina 5 min
Lavado en etanol 96° + acido acético (unas gotas) 5 min
Lavado en agua corriente 5 min
Lavado en etanol 70° 5 min
Lavado en etanol 96° 5 min
Tincién con eosina hidroalcohdlica (1%) 10 min

Deshidratacion (Anexo 1) y montaje con DPX

4.2. Histoquimica de lectina de tomate

Las lectinas son proteinas o glucoproteinas de origen no inmune obtenidas
generalmente a partir de plantas. Estas poseen la propiedad de unirse
especificamente a determinados hidratos de carbono o a sus formas

nitrogenadas. La union es muy especifica aunque no es de caracter inmune.

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado la lectina de tomate (Lycopersicon
esculentum) que tiene afinidad por los oligdmeros de N-acetilglucosamina,
preferiblemente trimeros y tetrameros de este azucar. La lectina usada estaba
conjugada a biotina (lectina de tomate biotinilada, L. esculentum, Vector, USA,
Ref: B-1175), usando estreptavidina marcada con peroxidasa y el revelando la

actividad peroxidasa mediante la reaccion histoquimica del DAB.

En nuestro caso, hemos usado esta lectina para marcar las células de la
microglia presentes en nuestras muestras. La lectina de tomate también

reconoce la superficie de los vasos sanguineos y del epitelio ventricular.

Protocolo:
Desparafinado e hidratacion (Anexo 1)’ 55 min
Lavado en PBS 2x5 min
Desactivacion de la peroxidasa endégena (Anexo 3) 15 min
Lavado en PBS 2x5 min

Incubacion en lectina diluida en PBS (5ug/mL) 2 1h
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Lavado en PBS 3x5 min
Incubacién en Estreptavidina 2 1h
Lavado en PBS 3x5 min
Revelado histoquimico de la actividad peroxidasa 10 min
mediante DAB (Anexo 3)'

Deshidratacion y aclarado en xileno (Anexo 1) 55 min

Montaje de cortes

' Estos pasos se realizaron bajo campana extractora de gases.
2 La incubacién de los anticuerpos y de la estreptavidina ser realizé en gota y en camara
himeda a una temperatura constante de 20°C.

5. Técnicas inmunohistoquimicas

Las distintas técnicas inmunohistoquimicas utilizadas en esta Tesis Doctoral
han sido llevadas a cabo sobre series paralelas de secciones del encéfalo de
ratones. Cada serie paralela ha sido inmunotefiida con un anticuerpo primario
especifico. Posteriormente, algunas series paralelas fueron inmunotefidas con

dos anticuerpos primarios mediante doble inmunofluorescencia.

5.1. Antigenos estudiados y anticuerpos utilizados

Calretinina. Es una proteina ligadora de calcio presente en una subpoblacién
de interneuronas gabaérgicas existentes en la corteza y en el estriado (Melvin et
al., 2003). La localizaciéon de este antigeno es nuclear. El anticuerpo empleado
para detectar esta proteina ha sido anti-calretinina (Swant, Switzerland, Ref:
CG1).

Proteina glial fibrilar acida (GFAP). Es una proteina que forma parte de los
filamentos intermedios de las células gliales. Se expresa en: i) células
ependimarias, desde reptiles hasta humanos (Bodega et al., 1994; Del Bigio,
1995), si bien en mamiferos la inmunorreactividad en el epéndimo esta
restringida a la etapa embrionaria (Sarnat, 1995, 1998; Bruni, 1998); ii) células

de la glia radial (Shu and Richard, 2003); iii) astrocitos de mamiferos durante
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toda la vida del animal (Lukas et al., 1989; Sarnat, 1998). Los astrocitos que
forman los tubos gliales de la ruta de migracion rostral hacia el bulbo olfatorio,
expresan este antigeno de modo intenso (Doetsch et al., 1997; Peretto et al.,
1999); vy iv) las células madre del SNC de mamiferos adultos (Doetsch et al.,
1999). El anticuerpo utilizado para el analisis de este antigeno ha sido anti-
GFAP.

Proteina ligadora de lipidos cerebrales (BLBP). Es una proteina ligadora
de acidos grasos que se expresa abundantemente en el SNC durante el
desarrollo, pero no durante la madurez (Feng et al., 1994; Kurtz et al., 1994).
Durante etapas fetales, la BLBP se expresa especificamente en las células de la
glia radial, asi como en algunos astrocitos y en células migradoras (Kurtz et al.,
1994). El anticuerpo utilizado para su deteccién ha sido anti-BLBP (cedido por la

Dra. Goétz, Max-Planck-Institute of Neurobiology, Alemania).

Proteina de adhesiéon celular neural (NCAM). Es una glucoproteina de la
superficie celular que participa en la mayoria de las interacciones célula-célula o
célula-sustrato (Kiss and Rougon, 1997). En la ruta de migracion rostral, los
neuroblastos migradores generados en la zona subventricular de mamiferos
adultos, exhiben en su superficie grandes cantidades de la isoforma polisialada
de la NCAM, denominada PSA-NCAM (Doetsch and Alvarez-Buylla., 1996;
Doetsch et al., 1997). Para la identificacion de este antigeno en el tejido se ha
utilizado el anticuerpo 5B8 (DSHB, USA, Ref: 5B8).

Proteina S100f8. Existen dos formas de la proteina S100 en el SNC: la
S100a, presente en neuronas, y la S100B que se expresa en las células
ependimarias, astrocitos y oligodendrocitos maduros. Ambas estan implicadas en
la movilizacion de calcio y cumplen funciones muy diversas (Zimmer et al.,
1995). La proteina S100B se expresa en las células ependimarias durante el
desarrollo embrionario y persiste en el adulto en la mayoria de las especies de
mamiferos (Chouaf et al., 1989; Del Bigio, 1995). En roedores adultos, los
astrocitos que forman los tubos gliales de la ruta de migracién rostral hacia el
bulbo olfatorio, presentan una gran cantidad de proteina S1003 (Peretto et al.,
1997, 1999). El anticuerpo utilizado para detectar esta proteina ha sido el anti-
S100B (Biogenesis, Ref: 8200-0184).
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Tubulina B de clase lll. Es una proteina que forma parte de los componentes
de los microtubulos de las neuronas y aparece durante el ultimo ciclo mitético o
justo tras él (Lee et al.,, 1990). En vertebrados superiores es sintetizada
exclusivamente por neuronas. Aparece en los neuroblastos embrionarios
(O’'Rourke et al.,, 1995) y continia expresandose en las neuronas maduras del
SNC adulto. La tubulina 3 Il es muy abundante en las cadenas de neuroblastos
migradores en el subepéndimo de roedores adultos (Doetsch and Alvarez-Buylla,
1996; Doetsch et al., 1997; Peretto et al., 1997, 1999). Esta proteina es
considerada un marcador para precursores neuronales que estan todavia en las
zonas germinativas. Para su deteccion se ha utilizado el anticuerpo anti-tubulina
B 1l (Promega, Clon 5G8 purificado).

Vimentina. Es una proteina que forma parte de los filamentos intermedios, y
que se coexpresa durante ciertos periodos con la proteina GFAP. Aparece en las
células neuroepiteliales indiferenciadas en fase de replicacion, especialmente
durante la mitosis (Sarnat, 1992), en la glia radial, en los glioblastos,
neuroblastos, células ependimarias fetales, en las células endoteliales de los
vasos sanguineos, y en los fibroblastos de las meninges. Las células
ependimarias maduras que expresan vimentina se han descrito en mamiferos
adultos pero no en humanos. En el SNC de mamiferos adultos, la vimentina se
expresa en los tanicitos y en los astrocitos reactivos hipertrofiados que se
multiplican en caso de dafo (Lukas et al., 1989; Yamada et al., 1992). Para la
inmunodeteccién de este antigeno, el anticuerpo que se ha utilizado ha sido el

anti-vimentina (Sigma, Espafa, Ref: V4630).

Gangliésido GT3 y su derivado GQ1: Son moléculas de superficie que se
expresan en precursores gliales (glial restricted precursors, GRP), es decir, en
células que se diferenciaran en astrocitos u oligodendrocitos (Dubois et al.,
1990). En ratdn, estas células aparecen en E12-14 y se diferencian de las
células neuroepiteliales por expresar este antigeno (Liu and Rao, 2004). Se ha
observado la coexpresidon de estos antigenos con GFAP en astrocitos tipo 2,
pero no en astrocitos tipo 1 de la zona subventricular (Liu and Rao, 2004). Para
la inmunodeteccion de estos antigenos, el anticuerpo que se ha utilizado ha sido
el anti-A2B5 (Chemicon, Ref: MAB312 ).
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Gangliéosido RC2: Es una molécula de superficie especifica de glia radial
(Misson et al., 1988). Esta presente tanto en la diferenciacion como en la
maduracién glial (Hartfuss et al., 2001). En ratén, se expresa desde estadios
tempranos del desarrollo embrionario (E9) hasta la segunda semana de vida
postnatal (Misson et al., 1988; Tramontin et al., 2003). La pérdida de expresion
de RC2 coincide con la aparicién de células marcadas con GFAP en la zona
subventricular de los ventriculos laterales en raton (Tramontin et al., 2003). Para
la inmunodeteccion de este antigeno, el anticuerpo que se ha utilizado ha sido el
anti-RC2 (DHSB, USA, Ref: RC2).

Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citokina multifuncional con
dos formas activas una transmembranal y otra soluble. Esta molécula fuerza un
amplio rango de efectos pleiotrépicos como respuestas proliferativas a la
inflamacién, mediacién de la respuesta inmune y muerte celular. Asi, el TNFa
juega un papel critico en la patogénesis de enfermedades inflamatorias crénicas,
incluyendo esclerosis multiple y enfermedad de Alzheimer. (Jiménez et al., 2014).
Hemos usado dos anticuerpos para inmunodetectar el antigeno: anti-TNFa
monoclonal desarrollado en rata (Abcam, Cambridge, UK, Ref: ab34717) y otro
anticuerpo policlonal desarrollado en conejo (Sigma, San Luis, MO, USA, Ref:
T8300). Estos anticuerpos han sido utilizados en el estudio de la reaccién
inflamatoria asociada a la hidrocefalia que sufren los ratones hyh homocigotos

recesivos.

Receptor 1 para el factor de necrosis tumoral alfa (TNFaR1) La actividad
de la forma soluble y transmembranal del TNFo estd mediada a través de dos
receptores distintos TNFaR1 y TNFaR2. La forma transmembranal del TNFa
activa ambos receptores, mientras que la forma soluble funciona mediante la

unién al TNFaR1. La activacion de este receptor induce la muerte celular.

Molécula adaptadora y ligadora del calcio ionizado, del inglés “ionized
calcium binding adapter molecule 1” (iba1). Es una proteina ligadora de actina
presente en el citoesqueleto de la microglia, tanto en la activada como en
reposo, y en los monocitos activados. Suele asociarse a procesos inflamatorios
croénicos (Ahmed et al., 2007). Hemos utilizado los anticuerpos anti-iba1 en el
estudio de los procesos neuropatoldgicos asociados con la mutacién que sufren

los ratones hyh.
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Tubulina B de clase IV. Es uno de los principales componentes del
citoesqueleto celular al formar parte de los microtibulos. Estos estan formados
por heterodimeros de tubulina o y B, existiendo cuatro isotipos diferentes de
tubulina B (B | a B IV) en las células del encéfalo. Hemos usado los anticuerpos
anti-tubulina B clase IV en el estudio de la diferenciacién del neuroepitelio hacia
epéndimo y en los procesos neuropatolégicos asociados a la hidrocefalia

congénita que sufren los ratones homocigotos recesivos hyh.

Antigeno 1 de los endosomas tempranos (EEA1). Es una proteina que se
encuentra exclusivamente en los endosomas tempranos y tiene un importante
papel en el trafico vesicular de los endosomas siendo requerida para la fusién de

endosomas tempranos y tardios.

Acuaporina-4. Es una proteina que forma parte del principal tipo de canal
de agua del encéfalo de mamiferos. Se expresa en los pies perivasculares de los
astrocitos (Frigeri et al., 1995; Nielsen et al., 1997) y en la capa glial limitante que
recubre la superficie pial y en la membrana basolateral de las células
ependimarias (Manley et al., 2004). Para la inmunodeteccion de este antigeno, el

anticuerpo que se ha utilizado ha sido el anti-acuaporina-4.

5.1.1 Técnicas inmunohistoquimicas en tejido

5.1.1.1 Protocolo general de inmunohistoquimica para
muestras en portaobjeto

Desparafinado e hidratacion (Anexo 1) 55 min
Lavado en PBS 2x5 min
Desactivacion de la peroxidasa endégena (Anexo 3) 15 min
Lavado en PBS 2x5 min
Digestion con proteinasa k (Anexo 3)? 5 min
Lavado en PBS 2x5 min
Intensificacion en microondas (Anexo 3)? 2x5 min
Lavado en PBS 2x5 min
Preincubacion en solucién inactivadora de uniones 30-60 min

inespecificas (Anexo 3)

Incubacion en anticuerpo primario * Noche
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Lavado en PBS 3x5 min
Incubacién en anticuerpo secundario * 1h
Lavado en PBS 3x5 min
Incubacién en Estreptavidina 3 1h
Lavado en PBS 3x5 min
Revelado histoquimico de la actividad peroxidasa 10 min
mediante DAB (Anexo 3)'

Deshidratacion y aclarado en xileno (Anexo 1)’ 55 min

Montaje de cortes

' Estos pasos se realizaron bajo campana extractora de gases.

2 Estos pasos se realizaron soélo en la inmunodeteccién de algunos antigenos.

3 La incubacion de los anticuerpos y de la estreptavidina ser realizd en gota y en camara

himeda a una temperatura constante de 20°C.

Las técnicas inmunohistoquimicas sobre portaobjetos se utilizaron para
estudiar la maduracién normal del epéndimo del ratén, asi como también las
alteraciones en los animales hidrocefalicos durante el desarrollo, como son la

agenesia del cuerpo calloso y los defectos corticales.

Concretamente, este protocolo fue usado con los anticuerpos contra tubulina

B clase lll, GFAP, PCNA, S100p y vimentina.

5.1.1.2 Protocolo general de inmunohistoquimica para
tejido cortado en vibratomo

Lavado en PBS 3x10 min
Postfijacion en 0,25% Glutaraldehido + 4% PFA en PB

0,1M pH 7,3 (Anexo 2) 20 min
Lavado en PBS 3x10 min
Desactivacion de la peroxidasa endogena (Anexo 3) 20 min
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en anticuerpo primario Noche
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en anticuerpo secundario biotinilado 1h
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién con Estreptavidina 1h

Lavado en PBS 3x10 min



Revelado histoquimico de la actividad peroxidasa mediante
DAB-niquel (Anexo 3)'

Lavado en PBS

Montaje de los cortes en porta

Dejar secar a 37°C

Deshidratacion y aclarado en xileno (Anexo 1)’
Montaje con DPX

' Estos pasos se realizaron bajo una campana extractora
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10 min

2x10 min

Noche

55 min

Las técnicas inmunohistoquimicas en muestras cortadas en vibratomo se

realizaron con cortes en flotacién dentro de placas multipocillo. Los pasos se

hicieron en agitacion y a una temperatura constante de 20°C. El revelado

histoquimico de la actividad peroxidasa se realiz6 con 3-3" diaminobencidina e

intensificado con sulfato amoénico de niquel (Anexo 3).

Este protocolo se utilizé con los anticuerpos contra RC2, nestina, A2B5,

calbindina, calretinina y NCAM.

5.1.1.3 Listado de anticuerpos con las concentraciones

usadas en inmunohistoquimica

Anticuerpos primarios usados

Anticuerpos 1°

Referencia

Dilucién

Anti-A2B5 Chemicon, MAB312 1:1000

Anti-BLBP Cedido por Dra. M. Gotz 1:3000
Max-Planck Inst.

Anti-Calretinina Swant, Ref: 7699/4 1:3000

Anti-GFAP Biogenesis, Ref: 4650-0100 1:100

Anti-GFAP Sigma, Ref: G3893 1:1000

Anti-Glia Radial DSHB, Ref: RC2 1:200

Tipo inmunoglobulina

IgM monoclonal,
desarrollada en raton

IgG policlonal, desarrollada
en conejo

IgG policlonal, desarrollada
en conejo

IgG policlonal, desarrollada
en conejo

IgG monoclonal,
desarrollada en raton

IgM monoclonal,
desarrollada en raton



Anti-NCAM DSHB, Ref. 5B8 Puro
Anti-Nestina DSHB, Ref. Rat-401 1:200
Anti-S1008 Biogenesis, Ref: 8200-0184 1:2
Anti-Tubulina g I Promega, Ref: Clon 5G8 1:5000
Anti-Vimentina Sigma, Ref. V4630 1:500
Anti-TNFa Abcam, Ref: ab34717 1:100
Anti-TNFa Sigma, Ref: T8300 1:200
Anti-TNFaR1 Sigma, Ref: SAB4502988 1:1000
Anti-TNFaR1 Santa Cruz Biotechnology,  1:2000
Ref: SC7895

Anti-Aquaporina 4 Sigma, Ref: A5971 1:400
Anti-EEA1 Affinity Bioreagents INC 1:200
Anti-lba1 Wako, Ref: 019-19741 1:500
Anti-Tubulina g IV Abcam, Ref: ab16059 1:100
Anti-Tubulina g IV Sigma, Ref: T7941 1:400

Anticuerpos secundarios no fluorescentes

Anticuerpos 2°

Anti-IgG ratén biotinilado

Anti-IlgG conejo biotinilado

Anti-IgG cabra biotinilado

Anti-IgM raton biotinilado

Referencia

DAKO, Ref: E0464

DAKO, Ref: E0432

DAKO, Ref: E0466

Vector, Ref: BA-2020 BIOT

Dilucién

1:500

1:500

1:500

1:500
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IgG monoclonal,
desarrollada en raton

IgG monoclonal,
desarrollada en raton

IgG policlonal, desarrollada
en conejo

IgG monoclonal,
desarrollada en raton

IgG policlonal, desarrollada
en cabra

IgG monoclonal,
desarrollada en rata

IgG policlonal, desarrollado
en conejo

IgG policlonal desarrollada
en conejo

IgG policlonal desarrollada
en conejo

IgG policlonal desarrollada
en conejo

IgG policlonal desarrollada
en conejo

IgG policlonal desarrollada
en conejo

IgG monoclonal
desarrollada en raton

IgG monoclonal
desarrollada en ratéon

Origen

Desarrollado en conejo

Desarrollado en cabra

Desarrollado en conejo

Desarrollado en cabra
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Estreptavidina usada en inmunohistoquimica
Estreptavidina Referencia Dilucién

Extravidina® conjugada a
peroxidasa de rabano Sigma, Ref: E-2806 1:2000

5.1.1.4 Protocolo general para inmunofluorescencia

Las técnicas inmunofluorescentes se utilizaron para marcar distintas
poblaciones celulares en los experimentos de cultivos organotipicos en los que
se marcé la migracion celular con Dil. También se utilizaron estas técnicas para
el estudio de la maduracion del epéndimo de raton y en los procesos

neuropatolégicos asociados a la mutacién que presentan los ratones hyh.

La presencia de los anticuerpos primarios unidos especificamente a sus
antigenos se reveldé con distintos anticuerpos secundarios o estreptavidina
acoplados a fluorocromos excitables a diferentes longitudes de onda. La
visualizaciéon de las secciones se realiz6 en un microscopio laser confocal
(Microscopio LEICA, mod. TCS NT).

Anticuerpos secundarios y estreptavidina acoplados a un fluorocromo

Anticuerpos 2% Referencia Dilucién Origen

Anti-IgG raton biotinilado DAKO, Ref: E0464 1:2000 Desarrollado en conejo
Anti-IgG conejo biotinilado  DAKO, Ref: E0432 1:500 Desarrollado en cabra
Anti-IgG cabra biotinilado DAKO, Ref: E0466 1:500 Desarrollado en conejo
Anti-IgM ratén biotinilado Vector, Ref: BA-2020 BIOT  1:500 Desarrollado en cabra

Estreptavidina conjugada
con fluorocromo
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5.1.1.5 Meétodo del segundo anticuerpo biotinilado

Lavado en PBS 3x10 min
Postfijacion en 0.25% glutaraldehido + 4% PFA en PB

0,1M pH 7,3 (Anexo 2) 20 min
Lavado en PBS 3x10 min
Desactivacion peroxidasa endégena (Anexo 3) 20 min
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en el anticuerpo primario Noche
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en anticuerpo secundario biotinilado 1h
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en estreptavidina marcada fluorescente 1h
Lavado en PBS 3x10 min

Montaje de los cortes en portaobjetos
Secado a temperatura ambiente Noche

Montaje de los portas con Dako-mounting medium®

5.2. Método del anticuerpo secundario marcado

Lavado en PBS 3x10 min
Postfijacion en 0,25% Glutaraldehido + 4% PFA en PB

0,1M pH 7,3 (Anexo 2) 20 min
Lavado en PBS 3x10 min
Desactivacion peroxidasa endégena (Anexo 3) 20 min
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en el anticuerpo primario Noche
Lavado en PBS 3x10 min
Incubacién en anticuerpo secundario marcado

fluorescente 1h
Lavado en PBS 3x10 min

Montaje de los cortes en porta
Secado a temperatura ambiente

Montaje de los portas con Dako-mounting medium®

5.2.1.1 Particularidades para la inmunodeteccion de los
distintos antigenos
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Para la deteccion de algunos antigenos ha sido necesario someter a las

muestras de tejido al protocolo que se resumen en la Tabla 1. En el Anexo 3 se

detallan cada uno de los métodos utilizados para cada anticuerpo.

Anticuerpos Portaobjeto  Flotacion DAB Fluorescencia Microondas Proteinasa k
Anti-A2B5 NO Sl Si SI NO NO
Anti-BLBP Sl NO Sl NO NO NO
Anti-Calretinina NO S| S| NO NO NO
Anti-GFAP Sl Sl Sl Si SI Sl
Anti- Glia Radial NO sl SI Sl NO NO
Anti-NCAM Sl NO Sl NO NO NO
Anti-Nestina NO SI Sl Sl NO NO
Anti-S100p Sl NO ] NO NO NO
Anti-Tubulina f lll S Sl SI SI NO NO
SI NO Sl NO SI Sl

Anti-Vimentina

Tabla 1. Particularidades para la inmunodeteccion de cada antigeno.

5.2.1.2 Diluyentes de anticuerpos usados en
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

En las técnicas inmunohistoquimicas sobre portaobjetos, los anticuerpos

primarios y secundarios fueron diluidos en PBS con 1% de albumina sérica
bovina (Sigma, Espana, BSA), 0,5% de Tritén Tx-100 (Sigma, Espafia) y un 5%

de suero normal de conejo (SNrb; Sigma, Espafa) o un 1% de suero normal de

oveja (SNO, obtenido en nuestro laboratorio) dependiendo del animal en que fue

desarrollado el segundo anticuerpo. Esta solucion es la misma que se usa en la

preincubacion para bloquear las uniones inespecificas.
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En las técnicas inmunohistoquimicas en flotacién, los anticuerpos primarios y
secundarios se diluyeron en PBS 0,1M pH 7,3 con un 0,1% Tx-100 y 0,1% NaNs.

Este mismo diluyente se utilizé también en las técnicas inmunofluorescentes.

El diluyente usado para la estreptavidina fue PBS 0,1M pH 7,3 mas 0,1% Tx-
100.

6. Marcaje anteréogrado de axones del cuerpo calloso

El objetivo de la técnica fue estudiar la formacién del cuerpo calloso durante
el desarrollo, en la que intervienen los axones pioneros y callosales en animales.
El estudio se realizé en edades embrionarias (E15,5; E16,5y E17,5) y en edades
postnatales tempranas (P1, P2y P3).

Los encéfalos fueron disecados eliminando la piel y el craneo y se fijaron por
inmersion en PFA 4% (Anexo 2) tal como se ha descrito en los apartados
previos. Posteriormente, los encéfalos se encastraron y cortaron coronalmente
con un vibratomo en secciones de 300 um de grosor. Se depositaron pequefios
cristales de Dil (1,1'-dioctadecyl-3,3,3'3'-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate) (Molecular Probes, USA, Ref: C7000) en la corteza frontal de uno de
los hemisferios, para estudiar la presencia y elongacion de los axones callosales,
y en el cértex cingular, para el estudio de los axones pioneros del cuerpo calloso.
Las secciones con el Dil se incubaron en una estufa a 37°C en PFA al 4% en
PBS (Anexo 2) durante 3 semanas. Pasado ese tiempo, la difusion del Dil en los

tractos axonales se visualizé y fotografié con un fotomicroscopio.

7. Cultivos organotipicos

Los cultivos organotipicos se realizaron para estudiar la elongacion axonal en
la formacion del cuerpo calloso y para el estudio de la migracion tangencial hacia

la corteza de neuronas desde las eminencias gangliénicas. Se analizaron tanto
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animales normales como mutantes hidrocefalicos de las siguientes edades:
E14,5, E15,5y E16,5.

Las hembras, prefiadas de la edad adecuada para cada estudio, se
sacrificaron mediante dislocacion cervical. Se extrajeron los embriones y se
depositaron en una placa con medio glucosado frio (Anexo 4). Posteriormente,
se pasaron a una placa con medio L15 (Gibco/LifeTechnologies, USA REF:
11415-049) y medio F12 (Gibco/LifeTechonologies, USA, Ref. 12634) (L15 +
F12, 1:1) y bajo una lupa se disecaron los encéfalos que fueron depositados en
medio L15 + F12 nuevo y frio. Finalmente, los encéfalos se encastraron en
agarosa de bajo punto de fusion al 3% en medio glucosado (Anexo 4) y se

cortaron con un vibratomo en secciones de 300 pm.

En condiciones de esterilidad, se colocaron membranas para cultivo (Ref:
Millipore PICM ORG 50) en placas multipocillo (2x2) y se les anadié medio
DMEM suplementado con F12 al 8% (Gibco/LifeTechnologies, USA, Ref:
12634) y atemperado. Las secciones de tejido fresco se depositaron sobre
esas membranas y se incubaron en una estufa de incubacion (CO, 5,4% a 37°C)
durante 2h para que se estabilizaran. Finalizado este periodo, los cortes se
pasaron a medio neurobasal (Anexo 4) y, con ayuda de una lupa, se colocaron
diminutos cristales de Dil. Para el estudio de la elongacién de los axones
pioneros del cuerpo calloso, el Dil se colocé en el cértex cingular de uno de los
hemisferios cerebrales en E14,5 y E15,5. Para estudiar la migracién de los
neuroblastos desde la eminencia lateral gangliénica, el Dil se colocé en el
neuroepitelio de la eminencia de embriones de E15,5 y E16,5, edades en las que
la eminencia gangliénica lateral se denuda en los ratones mutantes hyh

(observaciones no publicadas).

Finalmente, el tejido se dejé cultivando en una estufa (CO, 5,4% a 37°C)
durante 48h. Transcurrido ese tiempo, el tejido se fij6 en PFA 4% (Anexo 2) y se
estudié el material en el microscopio de fluorescencia. El tejido dedicado al
estudio de la formacion de los axones pioneros fue inmunotenido con anti-GFAP
usando inmunofluorescencia para poner de manifiesto las células de la glial
wedge, que junto a las células del indusium griseum participan en el cruce de los

axones pioneros y callosales (Shu and Richards, 2001).
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8. Retrotranscripcion y PCR a tiempo real

Estas técnicas se utilizaron para investigar los factores implicados en la
reaccion inflamatoria presente en la hidrocefalia congénita que desarrollan los

ratones mutantes hyh.

Las muestras se obtuvieron y disecaron en el laboratorio del Departamento
de Biologia Celular, Genética y Fisioldgia de la Universidad de Malaga. El
procesamiento de las muestras para obtener el ADNc y la realizacion de la
reaccion de PCR a tiempo real se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr.
Profesor Javier Vitorica de la Facultad de farmacia en el Instituto de Biomedicina
de Sevilla (IBIS).

En esté conjunto de técnicas, el doctorando participé en la fase de obtencion
de las muestras, realizacién la reaccion de PCR a tiempo real, recoleccién y
analisis de los resultados obtenidos. El personal del grupo de investigacion del
Dr. J. Vitorica se encargd de la extraccion del ARN, obtencion del ADNc y puesta

a punto de la reaccion de PCR a tiempo real.

Obtencion de muestras. Bajo condiciones de frio, se disecd en fresco el
hemisferio derecho de ratones silvestres y mutantes hyh. Inmediatamente
después, cada muestras fue congelada en hielo seco y almacenada a -80°C.
Posteriormente, las muestras fueron enviadas al laboratorio del Dr. Javier

Vitorica.

Numero de muestras estudiadas para cada edad:

Edad Silvestre Mutante
P30 18 13
P90 8

P180 2

Aislamiento de ARN y proteinas. El ARN total fue extraido usando el kit
Reagement Tripure Isolation (Roche, Basel, suiza) y siguiendo las instrucciones

del fabricante.
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El ADN contaminante se elimind mediante la incubacion con DNAasa
(Sigma), y se confirmo su extraccién mediante el analisis de la PCR del total del

ARN previo a la transcripcién inversa.

La integridad de las muestras de ARN se estimé mediante electroforesis en
gel de agarosa. La cantidad total de ARN purificado se determiné midiendo la
absorvancia a 260nm de alicuotas de las muestras precipitadas mediante etanol.

La recuperacion de ARN fue comparable entre todos los grupos.

Obtenciéon de ADNc mediante retrotranscripcion (RT-PCR). La reaccién
de PCR inversa o retrotranscripcién se llevd a cabo usando hexameros
aleatorios, 3ug de ARN total de cada una de nuestras muestras, y el kit Hight-
Capacity cDNA Archive de retrotranscripcion (Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA). Para la reaccién se siguieron las instrucciones del fabricante.

Reaccion a tiempo real de la RT-PCR. El ADNc especifico de cada gen fue
amplificado usando sondas Tagman comerciales (20x Assays-on-Demand Gene
Expression Assay, Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones suministradas
por el fabricante. Las sondas Tagman se usaron en el estudio de los siguientes
marcadores: TNFa, TNFaR1 y Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS). También se
usaron sondas Tagman para Para el estudio de la expresion de GFAP vy el factor

de crecimiento transformante 31 (TGF 1) se usaron cebadores especificos .

Marcadores analizados a nivel de ARNm mediante RT-PCR a tiempo real:

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa. Es una citoquina proinflamatoria producida
principalmente por macroéfagos y microglia activados. Activa la via
extrinseca de la apoptosis.

TNFaR1 Receptor del TNFa. Su activacion induce muerte celular.

TGFp Factor de crecimiento transformante beta. Juega un papel protector en las
neuropatologias.

iNOS Oxido nitrico sintasa inducible. Papel neuroprotector en el estrés oxidativo
y la respuesta inflamatoria.

GFAP  Proteina glial fibrilar acidica que forma los filamentos intermedios de
células gliales. Es un marcador de astrocitos.
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Sondas Tagman usadas para la expresion de ARNm mediante RT-PCR a
tiempo real:

TNFa MmO00443258_m1
TNFaR1 Mm00441875_m1
iNOS MmO00440485_m1
GAPDH Mm99999915_g1

Secuencia de cebadores empleados en la PCR a tiempo real:

UP: 5-TGGAGCAACATGTGGAACTC-3'

TGFB1
LO:  5-CAGCAGCCGGTTACCAAG-3’

UP: 5-CTCCAACCTCCAGATCCGAG-3'

GFAP
LO: 5-TCTGACACGGATTTGGTGTCC-3'

Para la cuantificacion y deteccién a tiempo real, se utilizé un sistema
secuenciador y detector ABI Prism 7000 (Applied Biosystems). Para cada
ensayo, el primer paso consistié en construir una cuerva estandar de expresion
usando cantidades crecientes de ADNc. En todos los casos, las pendientes de
las curvas indicaron las condiciones Optimas para la reaccion de PCR
(pendientes de 3.2-3.4).

Los niveles de expresion de ARNm de los diferentes genes en los distintos
ratones fue determinada usando gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como gen referencia ("housekeeper"). La amplificacién de GAPDH se
realizdé siempre en paralelo al gen a analizar. Ademas, los resultados obtenidos

se normalizaron usando la expresion de GAPDH.

Los resultados obtenidos siempre se expresaron usando el método
comparativo Ct (cycle Threshold) siguiendo las instrucciones de Applied

Biosystems. El Ct es el punto en el que la fluorescencia alcanza un umbral a
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partir del cual el incremento en la cantidad de ADN amplificado es exponencial.
El valor umbral o threshold se determiné automaticamente por el software SDS
v1.7 o v3.2.

Como condicion control, seleccionamos ratones silvestres de 30 dias de
edad. Consecuentemente, los niveles de expresion de todos los genes
probados, para todas las edades vy tipos de ratén, fueron referidas a los niveles

de expresion detectados en el raton P30 silvestre.

9. Hibridacion in situ

Se procesaron para hibridacién in situ embriones de E14,5 a
E18,5 y ratones perinatales neonatales de P1 a P7. Se usaron el
siguiente numero de especimenes de cada edad: E14,5 (18 hyh y 18 wit), E15,5
(18 hyh'y 18 wt), E16,5 (15 hyh y 15 wt), E17,5 (15 hyh y 15 wt) , E18,5 (15 hyh
y 15 wt), P1 (15 hyhy 15 wt), P4 (12 hyh y 12 wt), P7 (12 hyh y 12 wt).

Los embriones de ratén se fijaron por inmersion o por perfusion vascular en
paraformaldehido al 4% en PB 0,1 M. Posteriormente, se mantuvieron a 4°C
hasta su deshidratacion en metanol/PBT (PBS, 0,1% Tween-20). Después de la
rehidratacion, el telencéfalo se disec6 y se encastr6 en una solucién de
gelatina/albumina (30% albumina y 0,5% gelatina en tampén fosfato 0,1 M, pH
7,3) con 1,25% de glutaraldehido.

Se obtuvieron secciones de 200 um de grosor usando un vibratomo, se

deshidrataron en metanol/PBT y se almacenaron a -20°C.

Se realiz6 la hibridacion in situ sobre las secciones de tejido. Las sondas se
conjugaron con digoxigenina-UTP (Boehringer, Ingelheim, Alemania) usando el
kit de ribosondas Gemini System Il (Promega, Madison, Wi). Las sondas
marcadas se anadieron al tampodn de hibridacion a una concentraciéon de 1-2
mg/ml. Las secciones se hibridaron a 70°C durante toda la noche. Para detectar
las sondas se utilizé un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa
alcalina (1: 2000; 11-093274916, Boehringer). La actividad fosfatasa alcalina se



86

reveld usando NBT/BCIP como sustrato. En todos los casos, no se observd

sefal no especifica.
Las secciones tefidas se montaron sobre portaobjetos tratados poli-L-lisina.

Se utilizaron las siguientes ribosondas: Tag1 (transient axonal glycoprotein),
Tbr1 (T-box, brain, 1), Tis21 (TPA-inducible sequences 21).

Tis21 es un gen anti-proliferativo relacionado con el control de la progresion
en el ciclo celular, especificamente en la transicién de G1 hacia S. Se expresa
especificamente en los precursores neurogénicos pero no en las neuronas
postmitéticas durante la neurogénesis embrionaria. Tis21 es una proteina que
cambia el estado proliferativo de las células neuroepiteliales a su estado no

proliferativo.

10. Citometria de flujo

Los hipocampos de ambos hemisferios de ratones silvestres (n = 22) y
homocigotos mutantes hyh (n = 17) de 30 dias de edad fueron disecados
rapidamente en condiciones de frio. Mediante pipeteo suave se disgregaron y se
convirtieron en una suspensién de células individuales en PBS con 0,1% Triton-
x100. Las células se centrifugaron para formar un precipitado y se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos.

A continuacion de la fijacién, 200 ml de la suspension celular se incubd en un
anticuerpo monoclonal contra GFAP (dilucion 1:1000) o en anti-iba1 (dilucién
1:1000) durante 24 h a 4°C, luego se incubaron en el anticuerpo secundario
correspondiente (secundario contra raton hecho en burro conjugado con Alexa
fluor 488, dilucion de uso 1:1000) durante 1 h a 4°C. Todos los anticuerpos
fueron diluidos en PBS con 0,05% Triton-X100.

Los controles negativos se realizaron usando tubos que contenian muestras
pero no anticuerpo primario, incubandolos con o sin anticuerpo secundario. Para
cada muestra, se contabilizaron entre 60.000 y 100.000 eventos usando un

citometro de flujo Dako Cytomation MoFlo (dako, glostrup, Denmark). Cada
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experimento se repitido al menos dos veces, y los resultados se compararon para
la consistencia.

Este método nos permitié estimar el numero de cuerpos celulares y la intensidad
de la tincion de los cuerpos celulares de la microglia iba1 inmunopositiva en los

animales control y en hidrocefalicos bajo diferentes condiciones.

11. Analisis de datos

El analisis estadistico y las graficas se generaron usando los programas
KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, PA, USA) y Microsoft Excell 12.2.4
(Microsofrt Corporation). Se considerd una probabilidad inferior a 0.05 basada en
la prueba t de Student como estadisticamente significativo. Cuando la
probabilidad “p” obtenida con el test t de Student fue inferior a 0,05 se considerd

no significativa.

12. Gestion de residuos

Todos los residuos de riesgo biolégico o quimico generados durante la
realizacion de esta Tesis fueron almacenados en recipientes adecuados ,segun
las directrices del Servicio de Prevencién de la Universidad de Malaga

(SEPRUMA) para su eliminacién controlada por empresas especializadas.



ANEXO 1

Tampones de uso general

Tampoén fosfato (PB) 0,2M, pH 7,3

Na;HPO. (x2H,0) 28,50
KH2P O, g
Agua destilada 4,399
Tampon fosfato (PB) 0,1M pH 7,3 Hasianl
Agua destilada 500 ml

Tampoén fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,3

X 5X
Na;HPO, (x2H:0) 1,90 g 9,28¢g
KH:PO, 0,439 2,159
NaCl 7,229 36,10 g
Agua destilada Hasta 1| Hasta 1|

Se ajusta el pH a 7,3 y se almacena a 4°C.

Tampoén TRIS-PBS 0,1 M, pH 7,8

Na;HPO4 (x2H,0) 1,48g
KH.PO, NaCl 0,48¢
TRIS (Hidroximetilo-aminometano) 7,009
NaN; 5,009
Agua destilada 0,20 g
Hasta 1|

Tampoén TRIS-HCL-Urea 0,1 M pH 9,5

Tampén TRIS-PBS 0,1M pH 7,8 11

88
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Se le aflade un 5% de urea en el momento de usar y se ajusta el pH a 9,5.

Tampoén TRIS-Carragenina-Tritéon (TCT) 0,1M pH 7,8

Tampén TRIS-PBS (0,1M pH 7,8) 100,00 ml
Carragenina 0,70 g
Triton X-100 0,50 m Poli-

L-

Lisinado de portaobjetos

Los portas limpios y desengrasados se colocan en cestillas y cubetas de
plastico que contienen una solucién de Poli-L-Lisina disuelta 1:10 en agua
desionizada durante 5 min a temperatura ambiente. Los portaobjetos se

dejan secar durante 1 h a 60°C o a temperatura ambiente durante 18-24h.

Desparafinado e hidratacion de muestras

Xileno 2x10 min
Alcohol 100° 2x10 min
Alcohol 96° 5 min
Alcohol 70° 5 min
Agua destilada 5 min

Deshidratacion y aclarado en xileno de las muestras

Agua destilada 5 min
Alcohol 70° 5 min
Alcohol 96° 5 min
Alcohol 100° 2x10 min

Xileno 2x10 min
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ANEXO 2

Soluciones fijadoras

Solucioén fijadora de Bouin

Acido picrico en solucién acuosa 75ml
Paraformaldehido 35% 25ml
Acido acético glacial 100% 5ml

La solucién de acido picrico se realiza a temperatura ambiente con 13g de
acido picrico por litro de agua destilada, agitando intensamente durante

varias horas. Finalmente se filtra la solucién.

Solucién fijadora de paraformaldehido al 4% en PB 0,1M

Paraformaldehido (PF) 4,00¢
PB 0,2M pH 7,3 50 ml
Agua destilada Hasta 100 ml

Solucién fijadora de glutaraldehido al 4% en PB 0,1M

Glutaraldehido 25% 16ml
PB 0,2M pH 7,3 50 ml
Agua destilada Hasta 100 ml

Se diluye en tampdn fosfato hasta obtener glutaraldehido al 4%.

Solucién fijadora de 0,25% glutaraldehido y paraformaldehido al 4% en PB
0,1M

Paraformaldehido 4,009
Glutaraldehido 25% 16,00 ml
PB 0,2M pH 7,3 50,00 ml

Agua destilada Hasta 100,00 ml
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ANEXO 3
Soluciones técnicas especificas para los métodos

inmunocitoquimicos

Solucion desactivadora de la peroxidasa endégena

PBS 0,1 M, pH 7,3 217,50 ml
Metanol 25,00 ml
Peréxido de hidrégeno al 30% 7,50 ml

Intensificacion con microondas

Los cortes destinados al microondas han de estar montados en portaobjetos
polilisinados.

Se colocan los portaobjetos en un coplin con tampén TRIS-HCI con urea al
5% (Ver Anexo 1) y se programa el microondas para dos ciclos de 5 min a la
potencia maxima de 900W. Después de cada ciclo, se repone el tampodn
evaporado.

Tras los dos ciclos, el tejido se deja enfriar en el mismo tampén. Finalmente

se lava con PBS.

Digestion enzimatica con Proteinasa K

Se realiza en gota y durante 5 min. La concentraciéon de la Proteinasa K

(Sigma, Espafa) fue 5upg/ml en PBS. Esta digestion es mas precisa cuando

el tejido tiene una fijacion insuficiente, como por ejemplo por inmersiéon, o es

sometido a un protocolo de inclusiéon largo.

Intensificacion con sulfato aménico de niquel

Se disuelve el sulfato amodnico de niquel en PBS (40mg/50 ml de PBS) y se

filtra. Con el tampdn obtenido, se realiza la histoquimica de la peroxidasa.
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Histoquimica de peroxidasa

Se pesan y disuelven 0,05g de DAB en 50 ml de tampén PBS, TRIS-PBS, o
con PBS-niquel (pH 7,3), segun el caso especifico. Se sumergen los
portaobjetos en un coplin conteniendo esta disolucion. Se afade H,O; hasta
una concentracion final del 3% Después de 10 min se lava con abundante
agua corriente y se pasa a agua destilada. La reaccion histoquimica se

realiza en oscuridad.

Solucién bloqueadora de las uniones inespecificas

AlbUmina sérica bovina 1,00 g
Tritén Tx-100 0,50 g
NaN; 0,10 g
Suero normal de oveja o de conejo ' 165,00 ml
PBS 0,1M pH 7,3 hasta 100,00 ml

' Se afiadio suero de conejo o de oveja segln el origen del anticuerpo.



ANEXO 4

Soluciones y medios para cultivos organotipicos

Medio glucosado (pH 7,2)
NaCl
KCI
KH:PO,
MgSO.4 x 7H20
CHNaOs3
CaCl; x2H.0
D(+)Glucosa Anh
H.O

Solucién glucosada
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7,257g
0,373g
0,163g
0,320 g
2,184g
0,353¢g
1,800 g

Hasta 1 |

Se diluye la glucosa al 6,5% en H:O destilada y se agita bien. No hace falta

filtrar ni medir pH.

Medio DMEM-F12
Solucion DMEM-F12

Suplemento N

Solucion glucosada al 6,5 % en H,O destilada
Penicilina/estreptomicina

Glutamina

Suero fetal bovino inactivado por calor

Hay que ajustar el pH 7,2 Hay que filtrarlo.

Medio neurobasal

Solucién neurobasal
Suplemento B27

Solucion glucosaza al 6,5%
Penicilina/estreptomicina
Glutamina

Suero bovino fetal inactivado por calor

48,000
0,500
0,500
0,500
0,250
2,500

48,000
1,000
0,500
0,500
0,250
2,500

ml
ml
ml
ml
ml

mil

ml
ml
ml
ml
ml

ml
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ANEXO 5
LISTADO DE PRODUCTOS Y PRINCIPALES APARATOS
UTILIZADOS

ProbucTos

Acetato de sodio (Sigma Espafia, Ref: S-7899)

Acido acético glacial (Panreac, Espafia, Ref: 141008.1611)
Acido maleico (Sigma Espafia, Ref: M-0375)

Acido picrico (Panreac, Espafia, Ref: 142048)

Acroleina (Fluka Chemica, USA, Ref: 01679)

Agar (Pronadisa, Espafa, Ref: Cat No. 1314)

Agarosa (Gellyphor, Reino Unido, Ref: EMR0101000)

Agua Sigmall (Sigma Espafia, Ref: W-4502)

Ampicilina (Sigma, Espafia, Ref: A-5354)

Azul tripano (Sigma, Espafa, Ref: T-6146)

BCIP (Sigma, Espafia, Ref: B-6404)

Bouin (Sigma, Espafia, HT-101128)

Bloking Kit de Vector (Vector, USA, Ref: SP-2001)
Bromuro de etidio (Sigma, Espafia, Ref: E-1385)

BSA (albumina sérica bovina, Sigma, Espafa, Ref: 05477)
Carbonato de litio (Panreac, Espafa, Ref: 141391)

CHAPS (Sigma, Espafia, Ref: C-3023)

Carragenina (Sigma, Espafia, Ref: C-3889)

Cl,Ca (Cloruro de calcio, Merck, Germany, Ref: 102392)
Cloroformo (Panreac, Espafia, Ref: 141252.1714)

CaCl; x2H,0 (Cloruro de calcio di-hidratado, Analitica, USA, Ref: C3250)
CHNaO; (Sigma, Espafa, Ref: S-5761)

Cl:Mg (Cloruro de magnesio, Sigma, Espafia, Ref: M-1028)
Columnas Quick Spin (Roche, Germany, Ref: 1274015)
DAB (3,3 -diaminobenzidina, Sigma, Espafia, Ref: D-5637)
Digoxigenin-11-uridin-5’-trifosfato (Roche, Germany, Ref: 1209256)
D(+)Glucosa Anh. (Sigma, Espafia, Ref: 316555)
DMEM-F12 (Gibco/LifeTechnologies, USA, Ref: 12634)
DNAsa (Gibco/LT, Germany, Ref: 10328038)

Dil (Molecular Probes, USA, Ref: C7000)

EcoRI (Fermentas, Germany, Ref: ER0272)

EDTA polvo (Acido etilen-diamino-tetracético, Sigma, Espafia, Ref: E-5134)

95
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EDTA liquido (Acido etilen-diamino-tetracético, Sigma, Espafia, Ref: E-7889)
Entellan (Merck, Germany, Ref: 1.07961)

Etanol (Merck, Germany, Ref: 108543)

Extracto de levadura (OXOID, United Kingdom, Ref: L21)

Fenol (Gibco/LifeTechnologies, USA, Ref: 15593-031)

Formamida desionizada (Ambion, United Kingdom, Ref: 9342)

Formamida (Oncof, USA, Ref: 54117)

Gelatina (Panreac, Espafia, Ref: 142060)

Glicerol (Calbiochem, Espafia, Ref: 356352)

L-Glutamina (Sigma, Espaifa, Ref: G-7513)

Glutaraldehido (Sigma, Espafia, Ref: G-6257)

Heparina (Sigma, Espafa, Ref: H-3393)

Inhibidor de RNAsa (Roche, Germany, Ref: 3335399)

KCI (Probus, Espafa, Ref: 144370)

KH:PO, (Sigma, Espafa, Ref: P-9791)

Levamisole (Sigma, Espafa, Ref: L-9756)

Metanol (Merck, Germany, Ref: 822283)

MgSO., x 7H;O0 (Sulfato magnésico heptahidratado, Panreac, Espafia, Ref:
141404)

NaCl (Cloruro sédico, Sigma, Espana, Ref: S-3014)

Na:HPO,x2H.O (Fosfato de sodio dihidratado, Sigma, Espafa, Ref: S-3264)
NaN: (Azida de sodio, Panreac, Espafa, Ref: 162712)

NaOH (Hidréxido sodico, Sigma, Espafia, Ref: S-0899)

NBT (Gibco/LifeTechnologies, USA, Ref: N-6495)

NTMT (Alkaline Phosphatase Stabilizing Buffer, Sigma, Espafia, Ref: A-4955)
Tissue-tek OCT (Sakura, USA, Ref: 4538)

OsO, (Tetradxido de osmio, Panreac, Espafia, Ref: 132901)
Parafina/Histosec (Merck, Germany, Ref: 1.11609)

Paraformaldehido (Merck, Germany, Ref: 1.04005)

PAP-pen(] (Abcam, United Kingdom, Ref: ab-2601)
Penicilina/Estreptomicina (Gibco/LT, Germany, Ref: B13223)

Peréxido de hidrégeno (Merck, Alemania, Ref: 107298 )

PIPES (Sigma, Espafia, Ref: P-1851)

Poli-L-Lisina (Sigma, Espafa, Ref: 8920)

Proteinasa k (Sigma, Espafia, Ref: P2308)

QIAGEN{O Plasmid Midi kit (QIAGEN, Germany, Ref: 12143)

Reactivo Bloqueante (Roche, Germany, Ref: 1096176)

RNAt (Gibco/LT, Germany, Ref: 15401011)

Sacarosa (Panreac, Espafia, Ref: 131621.1211)

Solucion Neurobasal (Gibco/LT, Germany, Ref: 21103-049)



Fetal Bovine Serum, Heat-Inactivated (Gibco/LT, USA, Ref: 10082-139)

Suero Normal de Conejo (Sigma, Espafia, Ref: A-9169)

Suero Normal de Oveja (obtenido en nuestro laboratorio)
Sulfato amonio de niquel (Fluka-Chemika, Ref: 09885)
Sulfato de cromo y potasio (Panreac, Espafia, Ref: 141284)
Suplemento B27 (Gibco/LT, USA, Ref: 17504-044)

Suplemento N2 (Gibco/LifeTechnologies, USA, Ref: 17502-048)
Tampoén de carga (Sigma, Espafia, Ref: B-3269)

Triptona L42 (OXOID, United Kingdom, Ref: LP0042B)

TRIS (Hydroxymethyl-aminomethan, Sigma, Espafia, Ref: T1378)
Tritén X-100 (Sigma, Espafa, Ref: T-8787)

Trizma Hydrocloride (Sigma, Espafia, Ref: T-3253)

Tween 20 (Sigma, Espafa, Ref: P-7949)

Uretano (Sigma, Espafia, Ref: U-2500)

Xileno (Panreac, Espafia, Ref: 141769.1611)

97



VaviIyw 3a
AYaISHIAINN

eayljual) uoloeB|nNAIg

A sauoesijgng ' )
ewl 4



RESULTADOS



VaviIyw 3a
AYaISHIAINN

eayljual) uoloeB|nNAIg

A sauoesijgng ' )
ewl 4



1.

101

Desarrollo del epéndimo

Usando microscopia electronica de barrido (MEB), se han estudiado,

clasificado y descrito las superficies ventriculares presentes en el encéfalo de

ratones normales de distintas edades. Se han estudiado las siguientes edades:
E12,5, E16,5, P1, P3, P5, P9, P14 y P30.

1.1.

Tipos de superficies ventriculares presentes en el

encéfalo de raton

Observando en su conjunto las distintas superficies ventriculares que

aparecen en el encéfalo de los ratones a lo largo del desarrollo, se han agrupado

en cuatro tipos principales (Fig. 15):

Tipo |.- Superficie sin cilios (Fig. 15A, 15A"). La superficie ventricular tiene
un aspecto rugoso, sin microvellosidades o diferenciaciones
diferenciaciones apicales distinguibles. Ocasionalmente, se puede
encontrar de forma aislada algun cilio delgado y no muy largo (flecha en
Fig. 16A). Suele aparecer en los primeros estadios del desarrollo
estudiados (E12,5 y E16,5), correspondiendo posiblemente con la

superficie apical de células neuroepiteliales.

Tipo Il.- Superficie uniciliada (Fig. 15B, 15B'). El caracter distintivo de este
tipo de pared es la presencia de un unico cilio por célula a lo largo de su
superficie. Los cilios pueden aparecer de distinta forma: cortos y gruesos
o largos y delgados. A su vez, en la superficie ventricular pueden
aparecer o no microvellosidades, bien contorneando los limites apicales
de las células (Figs. 15A, 15A', 16B) o no. Este tipo de diferenciaciéon

apical coincide con la diferenciacion de la glia radial (Fig. 17C)
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Figura 15.- Tipos de superficies ventriculares presentes en el encéfalo de ratén desde E12 a P60. MEB.

A: Tipo I: superficie rugosa presente en los primeros estadios estudiados. B: Tipo IlI: superficie ventricular
uniciliada. Los cilios pueden ser mas o menos largos. Los contornos individuales de las células pueden
aparecer delimitados, tal como se observa en la figura 2, o no. C: Tipo lll: superficie ventricular en la que se
observan mezclados en distinta proporcion penachos de cilios y cilios Unicos de mayor o menor longitud. D:
Tipo 1V: superficie ventricular densamente cubierta por penachos de cilios. E: Detalle de superficie ventricular

tipo Ill. A", B', C', E": Detalles correspondientes a A, B, C y E respectivamente.
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» Tipo lll.- Superficie con células uniciliadas y multiciliadas (Fig.s. 15C,
15C', 15E, 51E', 16D, 16E). En este tipo de pared ventricular, la superficie
aparece cubierta tanto de células monociliadas o biciliadas como
multiciliadas en distinta proporcion. Los cilios en las células monociliadas
son largos. Al mismo tiempo, la superficie apical de las células puede

estar (Fig. 15C') o no (Fig. 15E") cubierta de microvellosidades.

- Tipo IV. Superficie multiciliada (Fig.15D). En este ultimo caso, la
superficie ventricular esta cubierta completamente por penachos de cilios
con mayor o menor densidad. La aparicién de una superficie multiciliada

se tomara como una caracteristica de células maduras y diferenciadas.

Es importante sefialar que en una edad concreta y en una misma region
cerebral pueden coexistir distintos tipos de pared. Por ejemplo, en la superficie
que recubre la placa basal de el rombencéfalo en E12,5 existe una pared tipo |
en la zona correspondiente a la linea media (Fig. 17D) y tipo Il en la region

lateral adyacente (Fig. 17D).

La tabla 2 muestra un resumen de la localizacion de los diferentes tipos de

superficies ventriculares presentes a lo largo del desarrollo del raton normal.

1.2. Relacion de los tipos de superficie con el desarrollo del

neuroepitelio

De la misma forma, cuando se estudia en su conjunto los resultados, se
observa una secuencia en la aparicion de los cilios a lo largo del desarrollo (Fig.
16).

Partiendo de una superficie de apariencia rugosa y sin diferenciaciones
apicales (Fig. 16A), se pasa a una superficie ventricular lisa, en la que
observamos un corto cilio en el interior de un area pentagonal o hexagonal
contorneada por microvellosidades (Fig. 16B). En una etapa mas avanzada del
desarrollo, tanto el cilio como las microvellosidades se hacen mas largas (Fig.
17C)
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ca

Figura 16.- Tipos de superficies segun estado de maduracién del neuroepitelio y presencia de cilios. MEB.

Secuencia de micrografias correspondientes a distintos animales, regiones y edades. Las micrografias se han
escogido y ordenado para presentar la secuencia observada en la diferenciacion de la superficie ventricular a lo
largo del desarrollo. A: Superficie ventricular irregular desprovista de cilios o microvellosidades.
Ocasionalmente se puede encontrar algun cilio aislado (flecha). B: Superficie lisa en la que aparece delimitada
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el contorno de las células neuroepiteliales. En el centro de ese contorno aparece un cilio de muy corta longitud
(inferior a 1 ym). C: Células delimitadas por microvellosidades y un cilio de aproximadamente 4-6 pm de
longitud. La superficie apical de las células parece lisa. Algunas células podrian ser biciliadas. D: Superficie
ventricular recubierta por células monociliadas o biciliadas, con microvellosidades. Intercaladas algunas células
presentan penachos de cilios cortos (inferior a 3[Jocm de longitud) a veces unidos por su extremo distal. E:
Superficie por células cubiertas completamente por microvellosidades, con 1-2 cilios largos de unas 8[1o«m de
longitud, y alguna con un penacho de cilios aparentemente completo. También aparecen algunas células con
penachos de cilios. F: Superficie ventricular recubierta por penachos de cilios libres en su extremo distal. Los
cilios parecen seguir todos una misma orientacion.

Cuando aparecen los primeros penachos de cilios, éstos suelen aparecer
como un grupo de cilios muy cortos en el interior de un area delimitada por
microvellosidades (Fig. 16D). Poco a poco, los cilios se van alargando uniéndose
apicalmente y al mismo tiempo la superficie apical se llena de microvellosidades
(Fig. 16D).

Segun van creciendo los cilios, éstos adquieren la apariencia de los
presentes en las células multiciliadas (Fig. 17E). Normalmente, las células
multiciliadas aparecen poco a poco en grupos hasta finalmente tapizar toda la

superficie ventricular de una region concreta (Fig. 16F).

1.3. Superficies ventriculares presentes en E12,5

En la primera etapa del desarrollo embrionario estudiada (E12,5), casi toda la
superficie ventricular aparece similar (Fig. 17) considerandose de tipo I. Es una
superficie mas o menos homogénea con ligeros abultamientos (Figs. 15A y 171)

donde se puede ver algun cilio aislado (Fig. 16A).

Sin embargo, aparecen zonas donde la superficie ventricular es ligeramente
distinta. En la placa basal rombencefalica (Fig. 17B) se aprecia que la linea
media tiene un aspecto rugoso similar al descrito previamente (Fig. 17D), pero la
zona lateral adyacente presenta una superficie tipo Il. En ella podemos observar
un muy corto cilio apical en el centro de una superficie lisa poligonal delimitada
por microvellosidades (Fig. 17E). Al mismo nivel rostro-caudal, alejandose de la

linea media, la superficie vuelve a ser del tipo I.
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Figura 17.- Superficies ventriculares presentes en E12,5. MEB.

A: Panoramica del encéfalo seccionado a través de la linea media. Se distinguen telencéfalo (tel), diencéfalo
(die), mesencéfalo (mes) y rombencéfalo (rom). Las flechas y el area encuadrada sefialan las zonas mostradas
a mayor detalle en B, F, | y H segun la orientacién indicada con las flechas adyacentes. B: superficie ventricular
correspondiente a la linea media y la placa basal adyacente del rombencéfalo. Las letras C, D y E indican la
regiones mostradas, respectivamente, en las figuras C, D y E. C: Detalle de B. Borde del neuroepitelio a nivel
de la linea media en el robencéfalo. Asterisco: superficie apical del neuroepitelio. D: Detalle de B. Superficie
ventricular al nivel de la linea media rombencefalica. E: Detalle de B. Placa basal rombencefalica. F: Superficie
ventricular correspondiente a la placa alar rombencefalica. La letra G indica la regién ampliada en G. G: Detalle
de F. H: Detalle del neuroepitelio alar mesencefalico en la linea media. |: Detalle de la superficie ventricular de
la placa basal mesencefalica.

Al seccionar sagitalmente un embrion de E12,5 se puede observar la
organizacién de las células del neuroepitelio. Mientras que las células presentes
en la placa basal rombencefalica presentan una morfologia radial con largas
prolongaciones basales (Fig. 17C), en regiones mas rostrales las células se

distribuyen formando un neuroepitelio pseudoestratificado (Fig. 17H).

En el prosencéfalo latero-ventral, también se puede encontrar una zona en
que la superficie ventricular presenta cilios cortos delimitados por

microvellosidades.

Por otro lado, en el rombencéfalo alar, la superficie ventricular presenta un
aspecto completamente distinto, con abultamientos mucho mayores y cubierto

por microvellosidades (Fig. 17F, G).

1.4. Superficies ventriculares presentes en E16,5.

La superficie ventricular de encéfalos de E16,5 presenta cambios con

respecto a los encéfalos de E12,5.

En la placa basal rombencefdlica se pueden distinguir tres regiones
claramente distintas (Fig. 18B). La superficie ventricular correspondiente a la
placa del suelo muestra protuberancias vesiculares esféricas de la membrana
plasmatica (blebs en la literatura). Ademas, entre esos blebs se pueden distinguir
microvellosidades y cilios delgados (Fig. 18C). La region lateral adyacente a la

placa del suelo aparece cubierta de microvellosidades y cilios delgados (Fig.
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18D). La region mas lateral de la placa basal rombencefalica presenta una
superficie lisa de tipo | en la que se aparecen cilios cortos en el centro de una

superficie lisa delimitada por microvellosidades.

Esta diferenciacion de la superficie ventricular basal se encuentra también en
la placa basal del acueducto cerebral en sus porciones mesencefalica y

diencefalica.

En el techo del 4V la superficie es lisa, con microvellosidades delineando el
contorno celular y en su centro un unico y corto cilio. El aspecto es muy similar al

presentado en la figura E.

Rostral al 4V, en la placa alar mesencefalica (Fig. 19B) aparece una

superficie cubierta por pequefias protuberancias vesiculares (blebs) y algunos

penachos de cilios cortos unidos apicalmente (Fig. 19C).
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Figura 18.- Superficie ventricular de la placa basal rombencefalica en E16,5. MEB.

A: Encéfalo seccionado a través de la linea media sagital. Cabeza de flecha: zona ampliada en B. B:
Panoramica de la superficie ventricular del cuarto ventriculo. Area encuadradas: detalles mostrados en C, D y
E. C: Detalle de B. Superficie con protuberancias vesiculares (blebs) y microvellosidades en la linea media
ventral. D: Detalle de B. Superficie con microvellosidades y cilios aislados en la superficie ventricular adyacente
a la linea media ventral. E: Detalle de B. Superficie con cilios muy cortos y gruesos en células delimitadas por
microvellosidades.

Figura 19.- Superficie ventricular de la placa alar mesencefalica en E16,5. MEB.

A: Encéfalo seccionado a través de la linea media sagital. Flecha: zona ampliada en B. B: Panoramica del
techo (placa alar) del coliculo superior. C: Detalle del area encuadrada en B. Superficie ventricular cubierta por
algunas protuberancias vesiculares y algunos penachos de cilios cortos unidos apicalmente.

1.5. Superficies ventriculares presentes en P1

En los encéfalos de ratones normales en P1, se observan los primeros
penachos claramente multiciliados. Estos aparecen en las regiones adyacentes a

la linea media ventral (Fig. 20A) y dorsal rombencefalica. Las células
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multiciliadas presentan una superficie apical cubierta por microvellosidades a
diferencia de las células uniciliadas cercanas que presentan una superficie apical
con una apariencia lisa o poco rugosa (Fig. 20A). En las zonas laterales de la

placa basal y alar rombencefalica la superficie era de tipo Il, con células

uniciliadas delimitadas por microvellosidades y superficie apical lisa (Fig. 20B).
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Figura 20.- Superficie ventricular de las placa basal rombencefélica y mesencefalica en P1. MEB.

A-B: Superficie ventricular de la placa basal rombencefalica. A: Superficie cercana a la linea media ventral. B:
Zona lateral a la mostrada en A. C-F: Placa basal mesencefalica. C: Suelo del acueducto medio-caudal. Las
letras D, E y F sefialan las regiones mostradas, respectivamente, en las figuras D, E y F. D: Superficie de la
linea media con superficie presentando protuberancias vesiculares. E: Superficie adyacente a la linea media.
F: Superficie lateral a la linea media ventral.

1.6. Superficies ventriculares presentes en P3

La superficie del 4V de ratones normales en P3 muestra diferencias zonales

segun la distancia a la linea media (Fig. 21).

En la superficie ventral de placa basal rombencefalica, (Fig. 21A) la linea
media esta cubierta por blebs y cilios unicos largos (Fig. 21C). Adyacente a la
linea media se encuentran algunas células multiciliadas y algun penacho de
cilios corto (Fig. 21C, D). En la region lateral, es posible cilios unicos (cabeza de
flecha en Fig. 21D) que pueden estar en superficies lisas o con

microvellosidades.

En el techo del cuarto ventriculo (Fig. 21B) la superficie es similar a la ventral
aunque no se han encontrado blebs. También existen penachos de cilios en la
region cercana a la linea media (Fig. 21E) y que son mas escasos segun la

distancia de ésta (Fig. 21F).

El suelo del acueducto cerebral en P3 (Fig. 22A) presenta una linea media
con microvellosidades, pequefas protuberancias vesiculares y cilios largos que
no forman penachos (Fig. 22B). La superficie que corre paralela a la linea media
ventral (Fig. 22A, C) esta cubierta por penachos de cilios unidos apicalmente
mezclados con algunos cilios aislados. En la superficie lateral de suelo del
acueducto cerebral, aparecen tanto penachos de cilios como un sodlo cilio
rodeados por microvellosidades (Fig. 22D). En esta superficie ventro-lateral del
acueducto, las superficie apical de las células monociliadas o biciliadas es lisa
mientras que donde aparecen penachos de cilios la superficie apical presenta

microvellosidades (Fig. 22D).
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Figura 21.- Superficie ventricular rombencefalica en P3. MEB.

A: Suelo del 4V. La letra C sefiala el detalle mostrado en C. Inserto: Techo del 4V. B: Techo del acueducto
cerebral caudal y 4V. C: Superficie ventricular adyacente a la linea media en el suelo del 4V. Cabeza de flecha:
penachos de cilios cortos. D: Suelo del 4V lateral a la linea media. Cabeza de flecha: superficie de célula con
un cilio unico. E y F: Techo del acueducto cerebral adyacente a la linea media. Abreviatura: cer, cerebelo.
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Figura 22.- Superficie ventricular mesencefalica en P3. MEB.

A: Superficie ventricular del suelo del acueducto cerebral caudal. Las letras B, C y D sefialan las regiones
mostradas, respectivamente, en B, C y D. B: Superficie ventricular en la linea media ventral. C: Detalle de la
superficie ventricular adyacente a la linea media (en la izquierda de la micrografia). D: Superficie ventricular en
la region lateral a la linea media.

En la paredes laterales, correspondiendo con la placa alar mesencefalica
(acueducto cerebral) aparece una superficie formada tanto por un solo cilio largo
como por penachos de cilios. La superficie ventricular del receso colicular y de la
parte caudal del techo del acueducto cerebral (Fig. 23A), presenta dos zonas en
forma triangular cubiertas por penachos de cilios largos (Fig. 23B, C) y entre
ambas zonas aparecen células uniciliadas con algun penacho multiciliado
ocasional (Fig. 23C, D). Tales triangulos de células multiciliados aparecen a
ambos lados de una protuberancia ubicada en el limite dorsal entre el
mesencéfalo y rombencencéfalo, correspondiendo posiblemente a la zona
istmica (Fig. 23B, C).
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Figura 23.- Superficie ventricular mesencefalica en P3. MEB.

A: Acueducto medial y caudal. B: Superficie ventricular del techo del acueducto en la transicion entre el
acueducto cerebral y 4V. C: Detalle de la superficie ventricular latero dorsal en el coliculo inferior. D: Detalle de
C. E: Superficie ventricular adyacente a la linea media dorsal del coliculo superior. F: Superficie ventricular de
la pared latero-dorsal del coliculo superior. Abreviaturas: cer, cerebelo; col, coliculo inferior.
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La superficie uniciliada presente en el receso colicular presenta cilios largos,
superficie apical lisa y con células contorneadas por microvellosidades (Fig.
23D).

En el receso colicular rostral, la superficie ventricular de la linea media
aparece uniciliada y lisa con microvellosidades en los contornos celulares (Fig.
23E), mientras que en la pared dorso-lateral del esta cubierta por protuberancias

vesiculares y desprovista de cilios (Fig. 23F).

En el acueducto cerebral rostral, tanto en su zona ventral como dorsal, se
pueden encontrar algunos penachos de cilios entre una mayoria de cilios

aislados largos. En la superficie cercana a la linea media dorsal aparecen blebs.

En la region del tercer ventriculo ventral, correspondiente a la superficie

diencefalica, se encuentrar cilios aislados largos y algun penacho de cilios.

La superficie ventricular telencefalica correspondiente a los VL muestra cilios
cortos en una superficie apical lisa y rodeados por microvellosidades (Fig. 24A,
B). También aparecen algunos penachos cortos de cilios unidos apicalmente
(Fig. 24B). El aspecto de las paredes medial y dorsal del VL parece idéntico. En

la pared lateral del VL, la superficie presenta cilios cortos sin microvellosidades y

algunos penachos de cilios cortos no unidos apicalmente.
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Figura 24.- Superficie ventricular telencefalica en P3. MEB.
A: Superficie medial y dorsal del ventriculo lateral izquierdo. B: Detalle de la superficie medial del ventriculo
lateral. Abreviaturas: dor, dorsal; med, medial.

1.7. Superficies ventriculares presentes en P5

En P5, la superficie ventricular en el rombencéfalo esta cubierta por

penachos de cilios densos.

Rostralmente, en el mesencéfalo, el acueducto cerebral también presenta
una superficie multiciliada, aunque la linea media del suelo esta cubierta por

células uniciliadas.

El receso colicular presenta distintos tipos de superficies. Las paredes
laterales y dorsales estan tapizadas por una superficie formada por penachos de
cilios y cilios aislados. Adicionalmente, en la pared dorso-lateral del receso

existen abundantes protuberancias vesiculares.

En el diencéfalo caudal, el tercer ventriculo (Fig. 25) esta tapizado por una
superficie multiciliada (Fig. 25B). Se pueden distinguir tres zonas en funcién a la
densidad y orientacién de los cilios (Fig. 25D, E). La linea media ventral esta

compuesta por células monociliadas o biciliadas (Fig. 25B, C).

Figura 25.- Superficie ventricular diencefélica caudal en P5. MEB.

A: Seccion en la linea media mostrando el sistema ventricular en la region diencefalica y mesencefalica.
Inserto: panoramica del encéfalo de P5 seccionado sagitalmente. B: Zona de la superficie ventricular
diencefalica caudal encuadrada en A. Las letras C, D y E sefalan las regiones mostradas, respectivamente, en
C, Dy E. C: Superficie ventricular en la linea media ventral. D: Superficie ventricular en la pared latero-ventral
del 3V. E: Superficie ventricular en la pared latero-dorsal del 3V.

Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo; ac, acueducto cerebral; col, coliculo.
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1.8. Superficies ventriculares presentes en P9

La superficie ventricular que recubre el cuarto ventriculo dorsal y ventral esta
formada por penachos de cilios en toda su extension, excepto en la linea media
que presenta una superficie uniciliada. En el techo del cuarto ventriculo rostral ,la

superficie es tipo lll, con penachos de cilios y cilios largos aislados.

En el acueducto cerebral, el suelo presenta una superficie similar a la del 4V,
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exceptuando la linea media ventral, en la que aparecen blebs mezclados con

cilios largos.

Figura 26.- Superficie ventricular del techo del mesencéfalo a nivel caudal del acueducto cerebral caudal en
P9. MEB.

A: Vista de receso colicular y acueducto caudal. Las letras B, C y D sefialan los detalles mostrados,
respectivamente, en B, C y D. B: Superficie ventricular recubierta de células uniciliadas, adyacente a la linea
media dorsal. C: Superficie ventricular recubierta de células multiciliadas adyacente a la linea media dorsal. D:
Superficie ventricular recubierta de células multiciliadas en una zona latero-dorsal del receso colicular.
Abreviatura: cer, cerebelo.

El techo del acueducto cerebral caudal presenta una superficie multiciliada
excepto en una regién concreta (Fig. 26A, B), cercana a la linea media en la que

persiste una superficie uniciliada.

En el receso colicular, la superficie es multiciliada con una mayor densidad de

cilios segun la distancia a la linea media dorsal (Fig. 26B, C, D).
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1.9. Superficies ventriculares presentes en P14

Tapizando el cuarto ventriculo (4V) existe una superficie multiciliada en la que
se mezclan células posiblemente uniciliadas (Fig. 27A-D). En el techo del 4V

(Fig. 27B). Al mismo tiempo, la linea media esta tapizada por células uniciliadas.

El suelo del 4V y del acueducto cerebral caudal (Fig. 28) estan cubiertos por
penachos de cilios, mas densos en la zona adyacente a la linea media ventral
(Fig. 28B, D) que en las areas laterales (Fig. 28B, E). En la linea media ventral

aparecen cilios largos aislados y blebs (Fig. 28B, C)

En el receso colicular que ocupa el techo del mesencéfalo (Fig. 29A-B), la
superficie ventricular esta tapizada por penachos densos de cilios tanto en la

parte rostral (Fig. 29C) como en la caudal (Fig. 29E).

La superficie que recubre las paredes laterales del acueducto y del tercer

ventriculo (3V) esta formada por células multiciliadas (Fig. 27E-F).

La superficie ventricular del acueducto cerebral caudal presenta una zona
donde persisten células con largos cilios unicos (Fig. 29A, D, G) en la que a
veces aparece algun penacho multiciliado. Las zonas adyacentes presentan una
superficie tapizada por penachos multiciliados (Fig. 29D, F) aunque en menor

densidad que en la superficie del receso colicular (Fig. 29C, E).



Publicaciones y
Divulgacion Cientifica

ma

u

120

Figura 27.- Superficie ventricular del rombencéfalo (4V) y diencéfalo (3V) en P14. MEB.

A: Suelo del 4V rostral. Inserto: vista panoramica del 4V seccionado sagitalmente. B: Techo del 4V. La letra D
sefiala la region mostrada en la figura D. C: Linea media del techo del 4V. Detalle de B. D: Detalle de la region
lateral del techo del 4V. Detalle de B. E: Vista del 3V a la entrada del acueducto (6rgano subcomisural). F:
Superficie del 3V a la entrada del acueducto. Abreviaturas: 4V, cuarto ventriculo; osc, érgano subcomisural.
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Figura 28.- Superficie ventricular del suelo del acueducto cerebral caudal en P14. MEB.

A: Superficie ventral del suelo del acueducto cerebral caudal y del cuarto ventriculo. Inserto: panoramica del
encéfalo seccionado sagitalmente mostrando el suelo del acueducto y 4V. B: Suelo del acueducto en el que se
observan las diferencias entre la linea media y las zonas laterales adyacentes. Las letras C, D y E sefialan,
respectivamente, las regiones mostradas en C, D y E. C: Linea media ventral. D: Superficie adyacente a la
linea media ventral. E: Superficie ventro-lateral del acueducto caudal.

Abreviaturas: 4V, cuarto ventriculo; ac, acueducto cerebral; cer, cerebelo.
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Figura 29.- Acueducto cerebral y receso colicular en P14. MEB.

A: Vista del acueducto, receso colicular, y la comunicacion con el cuarto ventriculo. Cabeza de flecha: zona
detallada en D. B: Detalle de A mostrando la superficie del receso colicular. La letra E sefiala la regién detallada
en la figura E. C: Detalle de B en la superficie que recubre rostralmente el receso colicular. D: Regién sefialada
en A con cabeza de flecha, correspondiente al techo del acueducto cerebral caudal. Las letras F y G sefialan,
respectivamente, las regiones detalladas en F y G. E: Regién detallada de B mostrando la superficie del receso
colicular caudal. F: Detalle de la regién mostrada en D recubierta de células multiciliadas. G: Detalle de la
region mostrada en D recubierta principalmente por células uniciliadas. Abreviaturas: cer, cerebelo; col,
coliculo.
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En el telencéfalo de ratones de P14, la superficie ventricular esta formada por
paredes de tipo lll (células uniciliadas y multiciiadas mezcladas en distinta

proporcion).

La superficie del VL rostral esta cubierto por penachos de cilios y células
uniciliadas (Fig. 30). La superficie esta cubierta de microvellosidades pero los
limites celulares no se distinguen claramente (Fig. 30C). La superficie medial del
VL (Fig. 30B, D) esta cubierta por penachos de cilios y algunos cilios aislados en
contraposicion a la pared dorsal del VL (Fig. 30B, C) donde se observan células

uniciliadas entre las multiciliadas.

Figura 30.- Superficie ventricular medial y dorsal del VL en P14. MEB.

A: Panoramica del VL derecho. Inserto: encéfalo en P14 seccionado transversalmente para dejar expuesta la
superficie ventricular de los VL a nivel rostral. B: Paredes dorsal y medial del VL. Las letras C y D sefialan,
respectivamente, las regiones mostradas en C y D. C: Superficie ventricular de la pared dorsal del VL rostral.
D: Detalle de la superficie ventricular de la pared medial del VL. Abreviaturas: med, medial; lat, lateral; pc,
plexos coroideos.
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Figura 31.- Superficie lateral del VL en P14. MEB.

A: Panoramica de la superficie ventricular de la pared lateral del VL. B: Detalle de A mostrando diferencias en
la superficie ventricular. Las letras C, D y E sefialan, respectivamente, las regiones mostradas en C y D. C:
Detalle de B. D: Detalle de B.
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En la superficie ventricular lateral de los VL en una zona media, la proporcién
de células multiciliadas es mayor y apenas se distinguen las células uniciliadas
(Fig. 31A-D). Ademas, se observa una regionalizacién en la pared lateral (Fig.

31A-B) en forma de triangulo.

1.10. Superficies ventriculares presentes en P30

La superficies ventriculares en P30 son practicamente en su totalidad del tipo
IV (multiciliada). Sin embargo, aparecen zonas que presentan una superficie

ventricular distinta.

El suelo del 4V caudal presenta una mezcla de células multiciliadas y
uniciliadas (Fig. 15E).

En la linea media ventral del acueducto cerebral y el cuarto ventriculo, la

superficie ventricular presenta blebs y cilios Unicos.

En el tercer ventriculo ventral, la superficie ventricular es multiciliada (Fig.
32A-B). Sin embargo, en las paredes laterales del hipotalamo, la superficie
ventricular presenta protuberancias vesiculares (blebs) y cilios aislados largos
(Fig. 32A, B). La superficie ventricular que recubre la eminencia media esta
tapizada por cilios cortos Unicos y microvellosidades (Fig. 32A, D). También se

pueden observar axones supraependimarios en esa region.

Finalmente, la superficie de los VL rostrales (Fig. 32) aparece cubierta de una
mezcla de cilios largos unicos y penachos de cilios, ocupando mayor extension
la superficie mono o biciliada en las regiones rostrales (Fig. 33A) que en

regiones mas caudales (Fig. 33B)
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Figura 32.- Superficie ventricular de la region ventral del 3V a nivel hipotaldmico en P30. MEB.

A: Panoramica de una seccion frontal del tercer ventriculo ventral al nivel de la eminencia media. Las letras B y
D sefialan, respectivamente, las regiones mostradas en B y D. B: Detalle de A. Superficie ventricular del tercer
ventriculo ventral. C: Detalle de A. Superficie ventricular de la pared lateral del hipotalamo. Flecha: bleb. D:
Detalle de A. Superficie de la eminencia media. Flecha: axdn neuronal supraependimario.
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Figura 33.- Superficie ventricular del VL en P30. MEB.

A: Superficie ventricular dorsal de la region rostral del VL. B: Superficie ventricular dorsal del ventriculo lateral
a nivel medio.

En la tabla 2, se resumen los resultados observados en cuanto a los distintos

tipos de superficies encontrados.



Region
Rombencéfalo
Area istmica
Mesencéfalo
Tectum (Placa alar del mesencéfalo)
Coliculo inferior
Coliculo superior

Tegmentum mesencefalico (PB
mesenceéfalica)

Diencéfalo primario
Pretectum (PA p1)

Epitalamo y habénula (PA p2)
Talamo (PA p2)

Zona Limitans Interna (limite p2 y p3)
Eminencia talamica (PA p3)
Pretalamo (PA p3)

Tegmentum diencefalico (PB p1-p3)

Diencéfalo secundario y telencéfalo
Palium (o corteza)

Subpalium

Estriado

Palido

Area preéptica
Area ectopeduncular
Hipotalamo alar

Hipotalamo basal

E12

E16

P1

P3

W N N W N DNMNDN

P5 P9 P14

4 3 3
3
3
4 3 3
4 3 4
4 4 4
4
4 4
4
4 4
4 4
4
3
3
4

3
3

N O N N N N N
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P30

Tabla 2.- Tipos de superficies presentes en las cavidades ventriculares desde E12 a P30 en el ratén normal.

p: prosémero;PA: placa alar; PB: placa basal; sd: sin datos; 1: ausencia de cilios; 2: células uniciliadas; 3:

células multiciliadas y uniciliadas; 4: células multiciliadas; en blanco: sin datos.
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2. Agenesia del cuerpo calloso

2.1. Estado de las comisuras telencefalicas dorsales de los

ratones silvestres y mutantes hyh

En el prosencéfalo de los ratones normales (wf) recién nacidos (P1) se
distinguen, entre los dos hemisferios, el cuerpo calloso, la comisura anterior (Fig.
34A) y la comisura hipocampal (Fig. 34E). Los hidrocefalicos de la misma edad
presentan ya al nacer la agenesia de las comisuras telencefalicas dorsales, tanto
el cuerpo calloso (Fig. 34B) como la comisura hipocampal (Fig. 34F). Sin
embargo tienen una comisura anterior aparentemente normal (Fig. 34B). Los
axones que no llegan a cruzar la linea media en los ratones mutantes se
acumulan formando una marafia, formando las denominadas fibras de Probst en
la zona adyacente a la linea media cortical (Fig. 34B, D). Un dato importante a
destacar es que no existe ventriculomegalia en los animales hidrocefalicos en
ésta edad de P1, y aun mas, los ventriculos laterales parecen mas bien
colapsados (Fig. 34B) mientras que en los animales no hidrocefalicos aparecen
normales (Fig. 34A). Los ratones hyh mutantes de P1 presentan un quiste
interhemisférico en el lugar donde debiera haberse producido el cruce de la

comisura hipocampal y ésta no llega a formarse (Fig. 34F).

Dado que ya al nacer los animales mutantes carecen de comisuras
telencefalicas dorsales en la linea media y con el fin de investigar en qué
momento se produce la agenesia, se estudié su desarrollo embrionario para
averiguar si la agenesia esta o no ligada a la ventriculomegalia o a la alteracion

del epitelio ventricular que sufren estos animales.

En el desarrollo normal del cuerpo calloso, los axones pioneros cingulares
cruzan la linea media dorsal telencefalica en E15,5 y guian a los axones
callosales que cruzan en E16,5. En ratones silvestres de E17,5 se aprecia el
cuerpo calloso bien desarrollado aunque en los embriones mutantes no
aparecen axones que hayan cruzado la linea media dorsal (Fig. 35). En los

ratones hyh de E17,5 los axones se acumulan préximos a la fisura
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interhemisférica formando las fibras de Probst (Fig. 35B). A esa edad resulta muy
evidente que la agenesia del cuerpo calloso y de la comisura hipocampal no solo
no estan acompafadas de dilataciones en los ventriculos laterales, sino que
incluso éstos parecen estar colapsados (Fig. 35B, D). De la misma forma,
tampoco aparece un quiste interhemisférico en la linea media dorsal que pudiera

interrumpir la elongacion de los axones del cuerpo calloso (Fig. 35B).

Para investigar si la agenesia del cuerpo calloso esta producida por un fallo
en los axones y/o en las neuronas callosales, se ha procedido a su estudio
mediante el anticuerpo anti-NCAM, por marcaje anterégrado con Dil y con
hibridacion in situ para Tag-1 y Tbr-1. Asimismo, también se han estudiado las
poblaciones celulares implicadas en el cruce de la linea media telencefalica por

el cuerpo calloso.

2.2. Neuronas de proyeccion callosales y sus axones en la

formacion del cuerpo calloso

En los resultados obtenidos con el anti-NCAM se constata que en los
animales hyh mutantes, los axones callosales si se forman y se elongan, pero no
cruzan hacia el hemisferio controlateral y generan las fibras de Probst (Fig. 34B,
D). La formacion de las fibras de Probst ocurre en E16,5, edad en la que los

axones callosales de los ratones normales han cruzado la linea media.

En la corteza frontal, se han marcado con Dil las neuronas callosales en
animales normales y mutantes en E16,5 (Figs. 36E, F) y en P1 (Figs. 36C, D).
Se han elegido estas edades porque corresponden a estadios en los cuales se
esta produciendo el cruce de los axones del cuerpo calloso en ratones (E16,5), y
el cruce se ha completado (P1). Cuando el cristal de Dil se introduce en la
corteza frontal de ratones wt en P1, el trazador difunde por los axones de las
neuronas callosales marcando los axones del cuerpo calloso (Fig. 36C). Se
observan axones marcados en la linea media y en el hemisferio controlateral en
la corteza frontal. En los ratones hyh mutantes en P1 se aprecia que los axones
callosales, si bien se han formado y se elongan hasta la linea media, no la

cruzan causando la agenesia (Fig. 36D). Usando la misma técnica en embriones



131

de E16,5 se aprecia que en los ratones silvestres los axones callosales se
elongan hacia el hemisferio controlateral a través de la linea media cortical (Fig.
36E), mientras que los axones de los embriones mutantes lo hacen en distintas

direcciones erréneas (Fig. 36F).

2.3. Senales producidas en la corteza e implicadas en la

formacion del cuerpo calloso

Las neuronas implicadas en la formacion del cuerpo calloso se encuentran
localizadas en la neocorteza y expresan los factores de transcripcion Tag-1 y
Tbr-1. El primero de ellos ayuda a guiar a los axones callosales, y Tbr-1 se

expresa en neuronas corticales recién formadas.

Se ha investigado la expresion de Tag-1 mediante hibridacién in situ en los
embriones hyh silvestres y mutantes de la misma camada en E15,5. Mientras
que en los embriones normales la expresién se produce en la ZSV y en la placa
cortical de la corteza frontal y parietal (Fig. 37), en los mutantes se observa que
en la corteza frontal los limites entre capas aparecen difusos y parece haber
una mayor expresion de Tag-1 en la ZSV (Fig. 37B). Ademas, en la corteza
cingular se detecta expresion de este gen en la region correspondiente a la glial
wedge de los embriones normales (Fig. 37C), estando disminuida la expresiéon

en los mutantes (Fig. 37D).

En cuanto a la expresion de Tbr-1 detectada con hibridacion in situ en
embriones hyh silvestres en E15,5 se detectan neuronas en la corteza frontal
(Fig. 38A, C) y cingular (Fig. 38A, E). En los hermanos mutantes de la misma
edad, Tbr1 también se expresa en la corteza frontal (Fig. 38B, D) y cingular (Fig.
38B, F). Sin embargo, en la corteza frontal de los embriones hyh mutantes (Fig.
38D) la marca de Tbr-1 es menos intensa que la de los embriones normales (Fig.
38C). En la corteza cingular de los mutantes (Fig. 38F) la expresion de Tbr-1
aparece mas intensa y mas definida en contraposicion a la expresiéon en los

embriones silvestres (Fig. 38E).
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Figura 34.- Agenesia dle cuerpo calloso y de la comisura hipocampal en ratones hidrocefalicos en P1.

A-B: Secciones transversales de un animal normal (A) y de un hidrocefalico (B), inmunotefidos con anti-
NCAM. En el mutante se observa la agenesia del cuerpo calloso (CC) y las fibras de Probst (FP). Obsérvese
que el ventriculo lateral del hidrocefalico (flecha) no sélo no presenta ventriculomegalia sino que esta
disminuido en tamafio. La comisura anterior (CA) si se forma en los animales mutantes. C-D: Detalle de las
imagenes anteriores en la que se observan en el hidrocefalico las FP. E-F: Secciones transversales a nivel de
la comisura hipocampal (CH) de un animal normal (E) y otro hidrocefélico (F) tefiidas con hematoxilina eosina.
Se observa la ausencia de la CH en los animales mutantes y en su lugar aparece un quiste interhemisférico
(asterisco). Abreviaturas: CA, comisura anterior; CC, cuerpo calloso; CH, comisura hipocampal; Fl, fisura
interhemisférica; FP, fibras de Probst; VL, ventriculo lateral.
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Figura 35.- Desarrollo del cuerpo calloso en E17,5.

Secciones coronales (A-B) y sagitales a través de la linea media (C-D) de embriones silvestres (A, C) y
mutantes (B,D) de 17 dias post coitum (dpc) tefiidos con hematoxilina-eosina. En los embriones silvestres se
puede observar en la linea media dorsal el cruce del cuerpo calloso mientras que en las secciones
correspondientes a los embriones mutantes el cuerpo calloso no cruza la linea media. En las secciones
transversales correspondientes al embrién mutante se puede observar adyacente a la linea media las fibras de
Probst. Abreviaturas: CC, cuerpo calloso; VL, ventriculo lateral; Fo, fornix; FP, fibras de Probst; CA, comisura
anterior; 3V, tercer ventriculo.



134

Figura 36.- Formacion de los axones callosales.

A: Esquema de las poblaciones celulares implicadas en el cruce de axones del cuerpo calloso. B:
Esquema en el que se muestra el experimento para marcar retrogradamente los axones del cuerpo calloso. En
rojo estan representados los axones callosales y en amarillo el lugar de inyeccion del Dil y su difusién. C-D:
Seccion transversal de un animal normal (C) y un hidrocefalico (D) de P1, en los que se ha introducido un
pequeiio cristal de Dil en la corteza frontal. El Dil marca el cruce del cuerpo calloso en el animal normal (C,
flecha), mientras que en el hidrocefalico, las fibras callosales no llegan a cruzar (D, cabezas de flechas). E-F:
Seccidn transversal de un animal silvestre (E) y otro mutante (F) de E16,5 en los que se colocé un cristal de Dil
en la corteza frontal. En el normal, los axones callosales se dirigen hacia la linea media (flecha). En el
hidrocefélico los axones se dirigen erroneamente en distintas direcciones, especialmente hacia el ventriculo
(flecha). Abreviaturas: GW, glial wedge, G, glia del indusium griseum; NC, neurona callosal con su axén; NP,
neurona pionera con su axon; SS, subcallosal sling; VL, ventriculo lateral.
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Figura 37.- Expresién de TAG-1 en la neocorteza en E15,5.

A-B: Secciones transversales de un embrién normal (A) y otro hidrocefalico (B) de E15,5 en los que se
ha reliazado una hibridaciéon in situ para Tag-1. En el hidrocefalico se aprecia que si bien la molécula
sefalizadora Tag-1 si esta presente en toda la corteza, presenta alteraciones en su expresion respecto al
animal control. C-D: Detalles de las imagenes anteriores. Abreviaturas: CF, cortex frontal; CP, cértex parietal;
GW, glial wedge.
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Figura 38.- Expresion de Tbr-1 en el neocortex en E15,5.

A-B: Secciones transversales de un embriéon normal (A) y otro hidrocefalico (B) de E15,5 en los que se ha
realizado una hibridacién in situ para Tbr-1. C-D: Tanto en el animal normal como en el hidrocefalico se
detectan neuronas que expresan Tbr-1 en la corteza frontal (CF) (C-D) y en la cingular (CCg) (E-F). En la CF
(D) de los embriones hidrocefalicos se detectan menos neuronas al contrario de lo que ocurre en la CCg (F) del
mutante donde parece ser que las neuronas que expresan Tbr-1 se marcan mas intensamente. C-F: Detalles
de las imagenes anteriores en la zona correspondiente al CCg. Abreviaturas: CCg, cortex cingular; CF, cortex
frontal.
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2.4. Estado de las poblaciones celulares de la linea media

implicadas en el cruce del cuerpo calloso

Los resultados descritos mas arriba muestran que los axones callosales si se
forman pero no cruzan en los ratones hyh mutantes. Se han investigado las
diferentes poblaciones celulares que intervienen en el cruce de la linea media
telencefalica, primero de los axones pioneros (cruzan en E15,5), y mas tarde de
los axones callosales (cruzan en E16,5), para averiguar si pudieran ser los

responsables de la agenesia del cuerpo calloso.

Usando un anticuerpo contra GFAP se inmunomarcan en los animales
silvestres las poblaciones gliales de la linea media telencefélica, la glia en el
indusium griseum, glial wedge y la midline zipper glia tal como se observa en la
Figura. 39A

2.4.1 Células gliales en el indusium griseum
La glia en el indusium griseum (no existe traduccion al castellano) es una
poblacion celular que se dispone dorsal al cuerpo calloso en la region del

indusium griseum, recibiendo de ahi recibe su nombre.

En la etapa embrionaria, nuestros resultados muestran que cuando
inmunotefiimos con anti-GFAP, tanto en animales silvestres como hidrocefalicos,
aparecen marcadas las prolongaciones radiales de la glia en el indusium
griseum (Fig. 39A-B).

En etapas postnatales, tanto en animales normales como hidrocefalicos, la
glia del indusium griseum sigue estando presente. Sin embargo, en los animales
hidrocefalicos las células parecen ser menos abundantes y sus prolongaciones
mas cortas (Fig. 39D) en comparacién con la de sus hermanos normales (Fig.
39C).
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GFAP| E17H

Figura 39.- Poblaciones celulares del cruce de los axones callosales: glia del indusium griseum.

Secciones transversales de ratones normales (A, C) y ratones hyh mutantes (B, D) inmunotefiidas con un
anticuerpo contra GFAP. Las figuras A-B corresponden a embriones de 17 dpc mientras que las figuras C-D son
ratones de 2 dias postnatales. En los embriones silvestres de E17 aparecen marcadas con anti-GFAP, las
distintas poblaciones gliales de la linea media impolicadas en el crucel del cuerpo calloso: la glia en el
indusium griseun, la glial wedge y la midline zipper glia. Sin embargo, en el embrion mutante hyh soélo se
distigue la glia en el indusium griseum. En ratones de P2 hidrocefalicos observamos que la glia en el indusium
griseum aparece reducida. Abreviaturas: CC, cuerpo calloso; Fl, fisura interhemisférica; FP, fibras de |
Probst; GIG, glia en el indusium griseum, GW, glial wedge; MZG, midline zipper glia; VL, ventriculo lateral.
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Figura 40.- Poblaciones celulares responsables del cruce de los axones callosales: glial wedge en E15,5.

A-B: Secciones transversales de un embrién normal (A) y de un mutante (B), inmunotefiidas con anti
tubulina b clase Ill. Toda la zona ventricular (ZV) del ventriculo lateral (VL) del animal normal, incluyendo la
correspondiente a la glial wedge, aparece inmuno-negativa para la anti-tubulina. En el animal hidrocefalico, la
ZV correspondiente a la glial wedge ha despaarecido y en su lugar se observa expresion ectdpica del marcador
neuronal (area delimitada por cabezas de flecha). C-D: Secciones transversales correspondeintes al VL de un
embrién normal (C) y otro mutante (D) inmunotefidas contra BLBP. En la pared medial del embrién normal (C),
se observan células de la glial wedge marcadas con el anticuerpo (zona delimitada por cabezas de flecha). E-
F: Detalles de las imagenes anteriores de la zona correspondiente a la glial wedge del normal (E) y del
hidrocefalico (F). En el mutante se observn células ectépicas inmunonegativas en la zona de la glial wedge
(flecha en F). Abreviaturas: VL, ventriculo lateral; Z , zona ventricular.

2.4.2 Células de la subcallosal sling

El marcaje con anti-calretinina, en secciones del telencéfalo de embriones de
E15,5, pone de manifiesto una poblacién neuronal inmunopositiva en el borde
cortico-septal del palio medial, tanto en los embriones normales como en los
mutantes (Fig. 40A, B). De nuestros datos se desprende que, al menos en E15,5
las células de la subcallosal sling no presentan diferencias apreciables en los

ratones mutantes (Fig. 40C, D).

2.4.3 Células de la glial wedge

Las células de la glial wedge son la tercera poblacion celular implicada en el
cruce del cuerpo calloso. Se ha estudiado desde E14,5 a E17,5 en embriones
normales e hidrocefalicos. Se ha investigado la expresion de tubulina 8 clase lll,

nestina, BLBP y RC2 en la zona correspondiente a esa poblacién celular.

Al inmunotefiir secciones de telencéfalo de embriones normales de E15,5 con
anti-tubulina B clase Ill se observa que la ZV, en toda la extension de los
ventriculos laterales, aparece inmunonegativa (Fig. 41A). Sin embargo, los
hermanos mutantes de la misma camada muestran una alteracion muy
significativa de la ZV en varias regiones. Se detecta expresién ectopica de
tubulina B clase lll en somas y fibras inmunomarcadas en la pared medial y en
determinadas zonas de los ventriculos laterales, entre ellas la ocupada por la
glial wedge (Fig. 41B).

En secciones adyacentes inmunotefiidas con anti-BLBP, que reconoce a las
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células de la glial wedge (Fig. 41C-F), se observa que una de las regiones
alteradas de la zona ventricular (ZV) de los embriones hidrocefalicos
corresponde a esta subpoblacion celular (Fig. 41D, F). En la zona donde se
localizan las células de la glial wedge en los embriones normales (Fig. 41E), en
los mutantes no sélo estan ausentes estas células BLBP positivas, sino que

ademas el borde de la ZV es irregular (Fig. 41F).

En la ZV correspondiente a la glial wedge, en embriones normales de E15,5,
el anticuerpo RC2 reconoce el soma y las prolongaciones radiales de sus células
(Fig. 42A). Los somas estan intensamente tefnidos y presentan una morfologia
ligeramente alargada. Sus prolongaciones basales se extienden radialmente
hasta la pared medial del telencéfalo (Fig. 42A). En los embriones hyh mutantes
de la misma edad, la inmunotincién con RC2 no reconoce ninguna célula en la

region correspondiente a la glial wedge (Fig. 42B).

La inmunotincién con anti-nestina pone de manifiesto que las células de la
glial wedge de embriones normales en E15,5 son inmunopositivas (Fig. 42C). La
proteina nestina se expresa principalmente en el soma de estas células y esta
también presente en sus prolongaciones basales. Los somas inmunopositivas
presentan una morfologia ligeramente alargada en la mayor parte de los casos,
aunque también aparecen algunos somas celulares redondeados (Fig. 42C). Las
prolongaciones celulares se extienden hacia la superficie pial medial. En los
embriones hidrocefalicos no aparece una ZV que exprese nestina de forma
uniforme (Fig. 42D). El borde de la ZV con el ventriculo lateral es irregular y las
pocas células de la putativa glial wedge que son inmunopositivas, presentan un
soma redondeado (Fig. 42D). También aparecen algunas prolongaciones
basales que expresan nestina pero, a diferencia de los embriones normales, el
recorrido de estas prolongaciones es sinuoso (Fig. 42D). En algunas células se
puede comprobar que las prolongaciones basales inmunopositivas para anti-

nestina proceden de somas celulares también inmunopositivos.

Usando microscopia confocal en secciones doblemente inmunotenidas con
anti-RC2 y anti-nestina, se puede observar, en embriones normales de E15,5
que la mayor parte de los somas celulares que se encuentran en la linea de la

ZV coexpresan ambos marcadores (Fig. 42E), hecho que también ocurre en la
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mayoria de las prolongaciones basales. Sin embargo, en los ratones hyh
mutantes de la misma camada la doble inmunofluorescencia nos muestra que
las pocas células que expresan nestina no coexpresan RC2 ni en el soma ni en

las prolongaciones basales (Fig. 42F).

Mediante hematoxilina-eosina, en secciones transversales de embriones de
E15,5 silvestres (Fig. 43) y mutantes (Fig. 43B) se pone de manifiesto la
alteracion de la ZV correspondiente a la glial wedge del embrién mutante. En la
zona correspondiente al limite cortico-septal del palio medial se puede observar
que la ZV es mas estrecha en el animal mutante (Fig. 43B). En el animal normal
la inmunotincion contra tubulina B clase Il muestra que la ZV es inmunonegativa
(Fig. 43C) mientras que en el mutante la ZV muestra una expresion de la
tubulina ocupando la regién donde deberia estar la ZV (Fig. 43D). En los
embriones mutantes, la inmunotincidon contra tubulina pone de manifiesto
ademas la existencia en la ZV de células bipolares orientadas tanto paralelas a

la superficie ventricular como perpendiculares a la misma (Fig. 43D).

Usando inmunofluorescencia contra GAP-43, proteina presente en neuronas
diferenciadas, se observa en los embriones normales de E15,5 su expresion en
sus somas y axones en la via perforante del septum, y en los somas neuronales
en la corteza cingular, pero nunca en la ZV ni ZSV (Fig. 43E). Con estos
resultados, no se han podido distinguir los axones pioneros del cuerpo calloso de
los de la via perforante del sepfum, pues segun la bibliografia ambos coexpresan
esta proteina y recorren la misma region en ésta edad. En los embriones
mutantes de la misma edad también se observa expresion de GAP-43 en el
septum y en la corteza cingular, pero a diferencia de los embriones normales, en
la ZSV de los ratones hyh mutantes, en la region del limite coértico-septal del
palio medial, se encuentra una poblaciéon de neuronas bipolares que expresan

esta proteina (Fig. 43F).
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Figura 41.- Poblaciones celulares responsables del cruce de los axones callosales: glial wedge en E15,5.

A-B: Secciones transversales correspondientes a la region de la glial wedge en el ventriculo lateral (VL) de
embriones normales e hidrocefalicos. A-B: Inmunomarcaje con el anticuerpo RC2 en un embrién normal y uno
mutante. En el normal, las células de la glial wedge aparecen marcadas, mientras que en el hidrocefalico no se
observa marcaje con RC2 en la zona de la glial wedge. C-D: Inmunotinciéon con anti-nestina en un embrién
normal y en uno hidrocefalico. La glial wedge no aparece marcada en el animal hidrocefalico. La flecha en B y
D sefiala algunas células protuyendo en el VL y la desorganizacion de la glial wedge. Abreviaturas: PC, plexos
coroideos; VL, ventriculo lateral.
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Figura 42.- Poblaciones celulares responsables del cruce de los axones callosales: glial wedge en E15,5.
Micrografias correspondientes a la linea media telencefélica de un embrién normal (A, C, E) y otro hidrocefalico
(B, D y F). A-B: Inmunotinciéon con anti-tubulina B clase Ill mostrando expresion ectopica en la ZV
correspondiente a la glial wedge embridn hidrocefalico (B, cabeza de flecha). C-D: Inmunofluorescencia con
anti-GAP-43 en la linea media telencefalica. E-F: Detalles de region de la glial wedge correspondiente a las
zonas encuadradas en C y D respectivamente. Se observa expresion de GAP-43 en la ZV de la glial wedge del
mutante (region delimitada por las flechas en F). Abreviaturas: Fl, fisura interhemisférica; CCg, corteza
cingular; GW, glial wedge.

2.5. Formacién y elongacion de los axones pioneros en los

ratones hyh

Para investigar la elongacion de los axones pioneros en embriones normales
y en los mutantes, se han utilizado secciones de tejido fresco procedente de
embriones de E15,5 mantenidos en cultivo organotipicos in vitro durante dos
dias. Las neuronas que generan los axones pioneros se marcaron inoculando un
cristal de Dil en la corteza cingular. EI marcaje con Dil se realizd sobre las
muestras de tejido fresco el mismo dia que se empezd el cultivo organotipico, se
mantuvieron in vitro durante dos dias y, a continuacion, se fotografiaron las

muestras bajo un fotomicroscopio.

En los embriones normales se observa que durante el tiempo de cultivo se
marcan anterogradamente los axones pioneros, los cuales se elongan
ventralmente dirigiéndose hacia el hemisferio controlateral (Fig. 44A). Primero
tienen un trayecto descendente a través del palio medial, y cuando se acercan al
limite cortico-septal giran y se dirigen hacia la linea media (Fig. 44A, C). Sin
embargo, los axones generados en los embriones mutantes se elongan desde la
corteza cingular en numerosas direcciones (Fig. 44B). Solamente unos pocos
axones crecen ventralmente, pero cuando se acercan al limite cortico-septal no
giran hacia la linea media, sino que se dirigen hacia la ZV del ventriculo lateral o

siguen ventralmente (Fig. 44D).
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2.5.1 Relacion entre la glial wedge y la glia del indusium griseum
en la elongacién de los axones pioneros

En los embriones silvestres del cultivo organotipico se observa que el
anticuerpo anti-GFAP marca las células de la glial wedge y la glia del indusium
griseum (Fig. 45A), mientras que en los mutantes se aprecian menos células
inmunotefidas (Fig. 45B). En los mismos cortes de los animales normales, se
aprecia que los axones pioneros marcados anterégradamente con Dil en cultivo
organotipico, tienen un tramo descendente y giran hacia la linea media cuando
pasan entre las células de la glial wedge y las del indusium griseum (Fig. 45A).
Por el contrario, en los ratones mutantes, los axones pioneros si bien si se
elongan, no se dirigen hacia la linea media (Fig. 12B). Ademas, tal como se ha
mencionado anteriormente, en embriones mutantes en E15,5 la ZV en la que se
forman las células de la glial wedge aparece alterada (Fig. 45D). En el animal no

hidrocefalico la ZV aparece totalmente normal (Fig. 45C).
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Figura 43.- Elongacion de los axones pioneros y presencia de la glial wedge

Micrografias correspondientes a secciones de cultivo organotipico en las que se
aplico Dil en la zona de las neuronas cingulares en su estadio de E15,5. A-B:
Secciones de vibratomo mantenidas 24 h in vitro mostrando la ruta de crecimiento de
los axones pioneros marcados con Dil (rojo, flecha). C-D: Mismas secciones mostradas
en A y B fijadas e inmunoteiiidas para GFAP (verde) que pone de manifiesto las
poblaciones celulares del indusium griseum y de la glial wedge. Las flechas marcan las
diferentes rutas normal en el wt (C), que pasa entre la glial wedge y el indusium
griseum, y errénea en el corte del ratén hyh (D). En el caso del ratén hyh, la zona
donde deberian estar las células de la glial wedge estan delimitadas por un triangulo.
Abreviaturas: GIG, glia del indusium griseum, GW, glial wedge; VL, ventriculo lateral.
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3. Caracteristicas diferenciales de las superficies
ventriculares en ratones normales y hyh.

Los defectos en el desarrollo de la zona ventricular tienen consecuencias
diferentes en otras regiones a las estudiadas en el desarrollo del cuerpo calloso
de los ratones hyh. El epéndimo multiciliado deriva del neuroepitelio y como un
problema en su programa de desarrollo, la mayor parte de las superficies
ventriculares no acaban presentando un epéndimo. En su lugar aparece una
reaccion astrocitaria particular que lo sustituye, y que ha sido objeto de

caracterizacion en la ultima parte de esta Tesis Doctoral.

La mayor parte del estudio se llevo a cabo en ratones a partir de los 6 dias de
edad postnatal (P6). En ese momento, en los ratones mutantes hyh se completa
la mayor parte del proceso que conduce a la ausencia de epéndimo. En esta
edad, ademas, la reaccion astroglial periventricular aparece desarrollada.
Ademas, en esta edad, los animales evolucionan a una hidrocefalia severa (Fig
44).

A pesar que la carencia de epéndimo en la mayor parte de la superficie
ventricular, existen regiones donde aparece el epéndimo. Tales regiones son
siempre constantes y se corresponden con los drganos circunventriculares, el
techo del tercer ventriculo, el techo de la region media del acueducto cerebral, y
pequenos partes constantes presentes en sitios muy especificos del acueducto y
los ventriculos laterales (Fig. 44). Esas regiones se ha podido estudiar para
comparar las propiedades del epéndimo que llega a desarrollarse con el de la
reaccion astrocitarias, en el mismo animal y seccion histolégica. También se ha

comparado con el epéndimo en los animales normales.

Se ha realizado el estudio comparativo principalmente en la superficie de los
ventriculos laterales y del cuarto ventriculo. En los ratones hyh, en el proceso
evolutivo de la hidrocefalia, los ventriculos laterales se expanden enormemente
al contrario de lo que pasa en el cuarto ventriculo. Sin embargo, ambas
cavidades carecen de epéndimo en la mayor parte de su superficie. No obstante

la reaccion astrocitaria tiene grados de desarrollo diferenciales incluso en los VL.
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3.1. Marcaje diferencial del epéndimo multiciliado y los

astrocitos reactivos periventriculares

En ratones wt adultos, el epéndimo multiciliado forma una sola capa de
células que puede reconocerse facilmente por la expresion de la proteina S100p,
tubulina BIV que marca sus cilios, y la proteina de filamentos intermedios
vimentina (Fig. 45A, E, F, H). En los ependimocitos multiciliados maduros no se

detecta la presencia la proteina de filamentos intermedios GFAP (Fig. 45G).

En los ratones hyh adultos, la mayor parte de la superficie ventricular
carecian de epéndimo (Fig. 45B, D). Sin embargo, existen células ependimarias
multiciliadas que aparecen como pequefios grupos o parches que se encuentran
constantemente en sitios especificos de las paredes ventriculares (Fig. 45B, D).
En la mayor parte de las zonas carentes de epéndimo, los astrocitos forman una
capa celular que cubre la superficie sin epéndimo. Estas células carecen de
cilios (tubulina BIV negativas) y expresan ambas proteinas de filamentos
intermedios, GFAP y vimentina (Fig. 45J, K, O, P)

3.2. Densidad astrocitos reactivos en las superficies
periventriculares que cubren areas carentes de epéndimo en

ratones hyh

En ratones hyh, la capa de astrocitos que cubre la superficie de los
ventriculos cerebrales sin epéndimo mostré diferencias regionales. Los astrocitos

forman una capa de células con diferentes grados de expresion y compactacion

En la pared latero-medial de los VL que bordean el hipocampo y el cuerpo
estriado (Fig. 45), el tercer ventriculo, la pared ventral del acueducto cerebral y el
cuarto ventriculo (Fig. 45, Fig. 48), la superficie denudada esta revestida por

astrocitos reactivos densamente empaquetados. Sin embargo, en otras areas
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carentes del epéndimo, tales como los de las paredes dorsal y lateral de los
ventriculos laterales, los astrocitos reactivos estaban dispuestos como una capa

de células sueltas (Fig. 48C-E).

Los distintos grados de densidad celular de astrocitos reactivos presentes en
las superficies denudadas de los ratones hyh se pueden observar mas
facilmente en preparaciones en montaje completo (whole mount) inmunotenidas
con anti-GFAP (Fig. 48A-D), correspondientes a distintas regiones ventriculares
en las que se realizé un andlisis densitométrico (Fig. 48F). Este estudio condujo
a identificar tres tipos de barreras o cicatriz glial formada por astrocitos: (1) tipo
compacto, que se caracteriza por una capa continua compacta de astrocitos
(Figs 45, 47, 48); (2) una capa laxa, con los astrocitos separados por espacios
intercelulares amplios (Fig 48); y (3) muy laxa, caracterizada por una capa

discontinua de astrocitos (Fig. 48).

3.3. Expresién de acuaporina 4 en el epéndimo multiciliado y

en los astrocitos reactivos

En los ratones normales, la acuaporina 4 se detecta preferentemente en los
dominios laterobasales de la membrana plasmatica de las células ependimarias
(Fig. 46). Existe también una expresién de acuaporina 4 en los pies terminales

periventriculares de los astrocitos pero no en sus cuerpos celulares.

En contraste, en los ratones hyh, se ha detectado la expresion de acuaporina
4 tanto en el cuerpo como en las prolongaciones de los astrocitos reactivos que
recubren las superficies ventriculares denudadas (Fig. 46), asi como en los pies

perivasculares de los astrocitos ubicados en el parénquima nervioso (Fig. 46).

Se llevado a cabo una cuantificacion de la densidad optica de la
inmunorreaccion para acuaporina 4, y comparada para el epéndimo en
comparacion con los pies perivasculares astrocitarios y los astrocitos reactivos

periventriculares.

El andlisis densitométrico mostré que en ratones hyh, los astrocitos reactivos
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que cubren las superficies desprovistas de epéndimo presentan un pequefio
pero significativo aumento en la inmunorreactividad de acuaporina 4 con

respecto a la epéndimo de ratones silvestres (Fig. 46).

3.4. Endosomas tempranos en el epéndimo multiciliado y en

los astrocitos reactivos periventriculares

Se ha estudiado la presencia de endosomas tempranos mediante la

inmunodeteccion del antigeno EEA1 (Early Endosome Antigen 1).

El antigeno EEA1 se ha encontrado en el dominio supranuclear apical de las
células ependimarias multiciliadas, tanto de ratones wt como hyh (Fig. 47). La
red trans-Golgi también se detectd en la regién supranuclear debajo de la capa
de los endosomas tempranos (Fig. 47). Ambas detecciones han puesto de
manifiesto la polarizaciéon apical funcional de las células ependimarias

multiciliadas.

A diferencia de los astrocitos parenquimaticos, los astrocitos reactivos que
recubren las areas sin epéndimo en los ratones hyh presentan numerosos
endosomas EEA1 inmunopositivos dispersos, tanto por todo el soma como por
los sus prolongaciones celulares (Fig. 47). La deteccion de la red trans-Golgi

también puso de manifiesto la carencia de polaridad en ese sentido.

Se ha cuantificado el area de citoplasma ocupado por los endosomas
tempranos inmunomarcados en los astrocitos reactivos periventriculares y en el
epéndimo. No se obtuvieron diferencias significativas en cuanto al area ocupada

por los endosomas tempranos EEA1 inmunopositivos.
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Figura 44.- Desarrollo de las dilataciones ventriculares en los ratones hyh. A-F: Secciones frontales del
encéfalo de un raton hyh en P6 tefiidas con hematoxilina-eosina., ordenadas a lo largo del eje rostro (A)-caudal
(F). G, H: Representaciéon esquematica del sistema ventricular de un ratén hyh en P14 en vista frontal (F) y
sagital (H). Las lineas negras en la superficie ventricular representan las regiones que mantienen epéndimo.
Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo; 4V cuarto ventriculo; AC, acueducto cerebral; VL, ventriculo lateral.
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Figura 45.- Superficies sin epéndimo y con reacciones astrocitarias periventriculares en ratones hyh y
normales (wt) en P14. A-D: Secciones frontales del encéfalo mostrando los VL. Los insertos en A-D muestran
vistas panoramicas de los ventriculos. Inmunotincién para la proteina S1003 que pone de manifiesto marcaje
en el epéndimo que permanece (flechas). Las zonas sin epéndimo se sefialan con cabezas de flecha. El
recuadro en A corresponde a la region mostrada en detalle con otros marcadores en E-H. La flecha gris en D
representa el punto de vision de la superficie mediante MEB en M y N. El cuadro en D muestra la region
detallada en I-L, con un parche de epéndimo vecino a la reaccién astrocitaria en la superficie del alveus del
hipocampo. E-H: Inmunomarcaje con S1008, tubulina B IV (tubBlV, marcaje de cilios ependimarios, cabeza de
flecha), GFAP (marcaje de astrocitos subependimarios, flecha, y células madres en ZSV, cabeza de flecha) y
vimentina. I-L: Inmunomarcaje con S100p, tubulina B IV (tubBlV, marcaje de cilios ependimarios, cabeza de
flecha), GFAP (marcaje de astrocitos reactivos periventriculares, flecha) y vimentina (marcaje de astrocitos
reactivos periventriculares, flecha y del epéndimo). La linea discontinua delimita la parte superior con reaccion
astrocitaria y la inferior con epéndimo. M, N: MEB de la superficie ventricular que recubre el hipocampo. Un
parche de epéndimo ciliado cubre parcialmente la superficie ventricular (asterisco) adyacente a la capa
astroglial (cabeza de flecha). O, P: Seccion frontal del 4V con inmunotincién para GFAP mostrando la reaccion
astrocitaria periventricular. La regién encuadrada en O se muestra en P. Abreviaturas: as, astrocitos; ep,
epéndimo; hip, hipocampo.
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Figura 46.- Expresion de acuaporina 4 en el epéndimo y en los astrocitos de ratones hyh y normales. A:
Inmunotincién contra acuaporina 4 (verde) en el epéndimo del ventriculo lateral de un ratén wt. Contraste
nuclear con DAPI (azul). El canal de agua se localiza principalmente en la membrana plasmatica baso-lateral,
pero hay también una leve expresion en la membrana apical. B-C: Pared latero-medial del VL de un ratén hyh
inmunotefido con GFAP (rojo), acuaporina 4 (verde) y contrastado con DAPI (azul). La acuaporina 4 se
expresa en los astrocitos periventriculares (C) y en los pies perivasculares de los astrocitos no reactivos. D:
Densidad optica de la inmunoreaccion contra acuaporina 4 en (1) el epéndimo de la pared latero-medial de los
VL de ratones wt (ep), (2) la capa de astrocitos reactivos que recubre las areas denudadas de la pared latero-
medial de los VL de un ratén hyh (as), y (3) en los pies perivasculares de los astrocitos (as-ef) de ratones wt.



155

Se ha representado la media y la desviacion estandar de los datos obtenidos de 4 ratones wt y otros 4 ratones
hyh (3-4 secciones por cada raton, en cuatro areas vecinas en cada seccion). Los datos se expresan como
porcentajes relativos obtenidos en cada seccion, donde la media de la densidad en los pies astrocitarios en los
ratones normales se consideré como el 100%. * El analisis de correlacion mostré diferencias significativas (p <
0,001, test t de Student).
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Figura 47.- Inmunolocalizacion de endosomas tempranos mediante anti EEA1 y la red trans-Golgi (TGN)
del aparato de Golgi en las paredes del VL de ratones hyh y normales (wt) en P14. Doble marcaje con tubulina
B IV (cilios ependimarios, rojo). Marcaje nuclear con DAPI (azul) A-B: Numerosos endosomas tempranos estan
presentes en el polo apical de las celulas ependimarias en ratones wt. C y D: En la superficie del alveus del
hipocampo de los ratones hyh, los endosomas tempranos se detectan en el epéndimo (flecha) y en el cuerpo
celular y prolongaciones basales de los astrocitos reactivos periventriculares (cabezas de flecha). E: El TGN
esta presente en el cuerpo celular y prolongaciones basales de los astrocitos reactivos. F, G: Representacion
del area total cuantificado ocupado por los endosomas tempranos inmunoreactivos para EEA1 por célula
ependimaria de ratén wt y por astrocito reactivo de raton hyh, por microscopia confocal sobre secciones
congeladas. Los datos representan la media y la desviacion estandar obtenidos de secciones correspondientes
a 4 ratones wt y 4 ratones hyh (4 secciones de cada ratén). * El analisis de la correlaciéon no mostré diferencias
significativas (p = 0,695, test t de Student)

Figura 48.- Grado de desarrollo de la capa astroglial en distintas regiones denudadas de los VL de ratones
hyh. A-D: Ratones hyh en P20. Montajes completos vistos desde la superficie con inmunofluorescencia contra
GFAP (rojo) y tincién nuclear con DAPI (azul). La densidad celular de los astrocitos en la pared latero-medial de
los VL (A, B) es mucho mayor que en la pared latero-externa de los VL (C, D). Los insertos en Ay B muestra
inmunotinciones para GFAP de las areas correspondientes en secciones frontales. En B y D se muestran
planos confocales de 1 ym de las areas encuadradas en A y B mostrando reconstrucciones pseudo-3D (17 pm
en B, 43 ym en D) donde se pone de manifiesto la organizacion diferencial de los astrocitos. E: Cuantificacion
de la densidad celular de astrocitos (as), usando los montajes completos inmunotefiidos, de regiones de los VL
de regiones con reacciéon compacta (pared latero-medial, ver A), laxas (ver C) o muy laxas (pared latero-
externa del VL, no mostrada). Los datos representan la media y la desviacién estandar del porcentaje del area
ocupada por la inumoreactivdad GFAP positiva frente al area total. * El andlisis de correlacién mostrd
diferencias significativas (p < 0,001, test ¢ de Student).
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4. Papel de la reaccién astroglial en la etiologia de la
hidrocefalia congénita en los ratones hyh

4.1. Cambios morfolégicos progresivos en los encéfalos de

los ratones hyh hidrocefalicos

Se ha estudiado el papel que puede desempenar los astrocitos reactivos en
la progresion de la hidrocefalia en ratones hyh. A pesar de tener el mismo fondo
genético los ratones hyh muestran diferentes grados de desarrollo y gravedad de
la hidrocefalia. Casi todos los ratones hyh mueren aproximadamente a los 20-40
dias después del nacimiento tras desarrollar una hidrocefalia severa (Batiz et al.
2006). No obstante, una pequena poblaciéon de animales es capaz de desarrollar
una forma compensada de la enfermedad compatible con la vida . Se ha llevado
a cabo un estudio en ratones hyh con las dos formas de evolucion de la
enfermedad. Se ha usado ratones machos de P30 que presentaban la forma
severa de la hidrocefalia, segun lo descrito previamente en Batiz et al. (2006). A
esta edad, la mayor parte de los ratones estaban gravemente enfermos y con
apariencia de morir en unos pocos dias. Por otro lado, se han usado pocos
ratones machos que manifestaban sintomas de compensaciéon de la
enfermedad, y que fueron capaces de sobrevivir hasta los 90 dias de edad

(P90), y en algun caso extremadamente raro, hasta los 180 dias (P180).

Debido al muy pequeio numero de ratones hyh supervivientes a P180, los
resultados que implicaban a éstos individuos no presentaron significancia
estadistica, pero sin embargo fueron utiles para confirmar los datos de los

ratones hyh que sobrevivieron hasta P90.

Los ratones hyh de P90 y P180, aunque presentaban los sintomas descritos
por Bronson y Lane (Bronson and Lane 1990), exhibian sintomas que no
parecian ser criticos. Por ejemplo, éstos ratones no presentaban macrocefalia

(de forma consistente a lo descrito en Batiz et al. (Batiz et al. 2006). Los escasos
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ratones de P180 usados en este estudio se obtuvieron durante un periodo de

cuatro anos.

En los ratones hyh mutantes de entre 4 y 7 dias de edad (P4 y P7
respectivamente), la hidrocefalia se detecta progresando a severa (Fig. 49A),
momento que corresponde a pocos dias después del cierre del acueducto
cerebral caudal. En esta edad, la ventriculomegalia afecta ya al VL, afectando a

la neocorteza y al hipocampo (Fig. 49E-G).

El examen histoldgico ha revelado que los ratones con hidrocefalia severa y
macrocefalia (ratones hyh de P30) exhiben ademas una gran dilatacion del
tercer ventriculo dorsal y de la parte caudal de acueducto cerebral. Esta
ventriculomegalia era mayor que en los ratones que desarrollaban la forma
compensada de la hidrocefalia y no presentaban macrocefalia (ratones de P90 y
P180). El analisis histolégico de todos los ratones hyh también puso de
manifiesto que los ratones hyh presentaban edema periventricular en el
neocortex, asi como degeneracion de las fibras de la capsula externa durante la
primera semana de vida (Fig. 49F, G; el estado del wt se muestra en la figura
49B-D).

4.2. Niveles de expresiéon de GFAP en ratones hyh respecto a

los normales y con hidrocefalia compensada

Se ha estudiado si existe una expresion diferencial de GFAP, asi como de
factores neuroprotectores y neuroinflamatorios, en la reaccién astrocitaria entre
ratones hyh con las formas grave y compensadas de la hidrocefalia. Para ello se
han llevado a cabo cuantificaciones de ARNm para tales factores mediante RT-
PCR cuantitativa, asi como analisis mediante inmunofluorescencia-

inmunohistoquimica en secciones de tejido.

Para estudiar los niveles de ARNm se ha seleccionado tejido procedente del
hipocampo maduro en vez de la neocorteza por dos razones principales: (1)
debido a las condicion edematosa y a la masiva inflamacién de la sustancia

blanca periventricular que ocurre durante todo el desarrollo neocortical, y (2) el
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desarrollo anormal del neocdértex podria aportar datos menos fiables que el
hipocampo. En los ratones hyh, la reaccion astroglial tiene lugar a cubriendo casi
toda la superficie ventricular carente de epéndimo, incluyendo el alveus del
hipocampo (Fig. 50B, comparado con el raton silvestre en la figura 50A), que

aparece a modo de barrera entre el parénquima nervioso y el lumen ventricular.

Los niveles de ARNm de GFAP se han encontrado al menos dos érdenes de
magnitud mayores en el hipocampo de ratones hyh de P30 (hidrocefalia grave)
que los niveles detectados en los ratones normales (Fig. 50C). No obstante caso,
no se detectaron diferencias significativas entre los ratones hyh de P30 y P90

(hidrocefalia compensada).

4.3. Niveles de expresion de TGFB1 en ratones hyh respecto a

los normales y con hidrocefalia compensada

Para investigar si el factor de crecimiento transformante B1 (transforming
growth factor 1, TGFB1) pudiera estar relacionado con los distintos grados de
severidad de la hidrocefalia que presentan los ratones hyh se han cuantificado

los niveles de su ARNm en los hipocampos de ratones hyh y nomales.

No se encontraron diferencias significativas entre los ratones silvestres y hyh,
ni entre los ratones hyh con diferentes formas de evolucion de la hidrocefalia
(P30, P90 y P180). (Fig. 50)

4.4. Niveles de expresion de TNFa en ratones hyh respecto a

los normales y con hidrocefalia compensada

Se analizo la relacidn entre los niveles de expresion de TNFa con la etiologia
de la hidrocefalia de diferentes gravedades en los ratones hyh de la misma

forma a la descrita para la expresion de TGFp1.

Al contrario que con TGFB1, se encontré que los niveles de ARNm de TNFa
en los ratones hyh en P30 eran significativamente diferentes en los ratones hyh

comparados con los ratones normales. Hubo un aumento de cuatro veces en la
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media de los niveles de expresion de ARNm de TNFa en los ratones hyh (Fig.
51A), y en algunos casos, los niveles de expresion fueron hasta 8 veces
superiores a los encontrados en los ratones normales. Aunque la media de la
expresion de ARNm de TNFa en los ratones de P90 y P180 fue el doble a la
observada en los ratones silvestres, no se encontraron diferencias significativas
(Fig. 51A).

4.5. Expresion de TNFa en los astrocitos reactivos de los

ratones hyh con hidrocefalia

El patron de expresion de TNFa se examind en la corteza cerebral de ratones
normales y hyh con diferentes edades. Para ello se llevo a cabo inmunotincion
para la citoquina en secciones empleando tres anticuerpos distintos. Todos los
anticuerpos mostraron resultados similares. Durante los primeros dias de vida
postnatal en los ratones silvestres y hyh, la inmunorreactividad contra TNFa se
detectd solamente en las meninges y de forma difusa en el parénquima cerebral
cercano (Fig. 52A-E). Mas tarde, al final de la primera semana postnatal en los
ratones hyh, segun la hidrocefalia comienza a ser mas grave, es posible detectar
inmunorreactividad difusa contra TNFa en todo el parénquima cerebral (Fig. 52F-
K). De acuerdo con los resultados obtenidos con RT-PCR, la inmunorreactividad
contra TNFa pudo ser detectada claramente con mas intensidad en las
secciones de los ratones hyh de P30 (Fig. 53B, C, F) que en la de los ratones
nromales a la misma edad (Fig. 53A, E) o que en los ratones hyh de P90 (Fig.
53D).

Los astrocitos periventriculares reactivos fueron detectados inmunoreactivos
a los diferentes anticuerpos empleados contra TNFa en los ratones hyh a partir
de P7. Los astrocitos reactivos inmunomarcados se detectaron en la neocorteza
y el alveus del hipocampo (Figs. 52F, G y 53l), asi como en otras superficies
ventriculares con reaccién astrocitaria periventricular. Los parches de células
ependimarias que logran desarrollarse en los ratones hyh no mostraron

inmunorreactividad contra TNFa (Fig. 54J). Por el contrario, los cuerpos y las
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prolongaciones celulares de los astrocitos no reactivos en el parénquima
cerebral no presentaron inmunorreactividad contra los anticuerpos contra TNFa
(Fig. 53G). Algunas células de la microglia periventricular que era iba1
inmunopositiva en la neocorteza y, raramente, en el hipocampo presentaron

inmunorreactividad a los anticuerpos contra TNFa (Fig. 53K).

4.6. Niveles de expresion del receptor TNFaR1 en ratones hyh

respecto a los normales y con hidrocefalia compensada

La distribucién difusa de la inmunotincién contra TNFa en el parénquima
cerebral y su ausencia en la microglia, sugiere que este factor podria estar
funcionando a través de su receptor TNFaR1. Por esta razoén, se cuantificaron
los niveles de ARNm TNFoR1 en los mismos animales siguiendo el mismo
procedimiento de RT-PCR que para el TNFa. Se detectdé un aumento del doble
de media en la expresion de TNFaR1 en el hipocampo de los ratones hyh
comparados con los ratones silvestres a la edad de 30 dias (Fig. 52B). Los
niveles de ARNm del receptor TNFaR1 presentaron la misma tendencia que para
el TNFa en los ratones hyh en P90 y P180, aunque no se detectaron diferencias
significativas con los ratones silvestres (comparar con la figura 52A). Ademas,
cuando los niveles del ARNm de TNFa y de TNFaR1 se compararon en cada
ratén individual a P30, P90 y P180, se encontr6 una alta probabilidad de
correlacion estadisticamente significativa (0,0004) entre ellos. Asi, los animales
con los niveles mas altos de ARNm de TNFo ademas expresaban niveles mas

altos del ARNm de TNFaR1.

4.7. Expresion del receptor TNFaR1 en los astrocitos reactivos
en los ratones hyh
Del mismo modo que para el TNFa, se estudio la expresion de TNFaR1 en

secciones de encéfalo de ratones hyh y normales. Tanto en los ratones silvestres

como en los mutantes hyh, éstos anticuerpos inmunotifieron los cuerpos
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celulares de los astrocitos y sus prologaciones celulares que contribuyen a la pia
madre (Fig. 53A, B), asi como los pies perivasculares de los astrocitos cercanos
a las meninges (Fig. 53E, F). De forma parecida al TNFa, y de acuerdo con los
resultados obtenidos con RT-PCR, la inmunorreactividad contra TNFoaR1 fue
mas claramente mas intensa en las secciones cerebrales procedentes de
ratones hyh con hidrocefalia severa a P30 que en aquellas procedentes de
ratones silvestres (dato no mostrado). En los ratones adultos, el receptor
TNFoR1 se encontré ampliamente distribuido por el parénquima cerebral con un
patron punteado. En el hipocampo de los ratones silvestres y hyh, la
inmunorreactividad contra TNFaR1 se encontré principalmente en las capas
ocupadas por las interneuronas y en las dendritas de células piramidales (Fig.
53G) y granulares de las areas hipocampales CA1, CA2, CA3 y en el giro
dentado. Especificamente en los ratones hyh, los anticuerpos ademas
reconocieron los astrocitos reactivos que cubrian las superficies ventriculares de
la neocorteza (Fig. 53C, D) y el hipocampo (Fig. 53l), asi como también los
cuerpos celulares de las neuronas neocorticales situadas en el edema presente
en la capsula externa (Fig. 53D). Los anticuerpos contra TNFaR1 no
reconocieron los parches de células ependimarias que se desarrollan en los
ratones hyh (Fig. 53G, H).

4.8. La microglia en la corteza cerebral de los ratones hyh

En el presente estudio, la microglia no se detecté como la fuente principal de
la expresion de TNFa en los hipocampos de los ratones hyh con hidrocefalia
congénita. Debido a que el TNFa es una citoquina implicada en respuestas
inflamatorias, se examiné la microglia en diferentes etapas en el desarrollo de la
hidrocefalia en los ratones hyh, por ser también una posible fuente de TNFa.
Mediante la lectina de tomate y el anticuerpo contra Iba1 se puso de manifiesto
la presencia de microglia fagocitica/macréfagos en las areas con edema
periventricular, como por ejemplo en la capsula externa, en ratones hyh jévenes
durante la primera semana de edad (Fig. 54A, B). Por contra, la microglia

fagocitica fue raramente observada en el hipocampo de animales de esa edad.
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Su presencia también se detectdé en pocas ocasiones en todo el parénquima
cerebral de ratones adultos. De esta forma, en los hipocampos de los ratones
hyh, la microglia anti-iba1 inmunopositiva parecia similar a la de los ratones
silvestres, mostrando una morfologia distinta a la de su etapa fagocitica (Fig.
54C-G). En ocasiones en las regiones periventriculares se pudo distinguir alguna
célula de la microglia extendiendo finos procesos celulares pero careciendo de la

morfologia clasica de microglia activada (Fig. 54H).

En la cuantificacion mediante RT-PCR de los niveles de ARNm de iNOS en
los hipocampos entre ratones silvestres y hyh, no se han detectado diferencias
significativas (Fig. 54L). Se trata de un factor que puede inducir la activacion

microglial y por tanto es un indicador de su activacién.

Mediante citometria de flujo se detectd que en los ratones hyh no existe un
mayor numero de células iba1 inmunopositivas en los hipocampos (Fig. 54K), no
obstante existe una inmunorreactividad significativamente mas fuerte a los
anticuerpos anti-iba1 (Fig. 541, J). Este resultado indica que la microglia puede

estar afectada de alguna forma.

Figura 49.- Desarrollo de la hidrocefalia y la ventriculomegalia en ratones normales
y hyh . Secciones frontales tefiidas con hematoxilina-eosina. A: Ratén hyh en P4. B-C:
Ratones normal (B) y hyh (C) en P7. D-E. Detalles de las imagenes mostradas,
respectivamente, en B y C. Se muestra el edema periventricular en la regién del
neocértex del ratén hyh (flecha en E).
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Figura 50.- Expresion de GFAP, TGFB1, TNFa y TNFaR1 en el hipocampo de
ratones hyh y normales (wt). A, B: Inmunotincion de los astrocitos en el hipocampo de
un ratéon wt (A) y otro hyh (B) en P30. Los astrocitos reactivos se detectaron cubriendo
la superficie ventricular del hipocampo (flecha blanca en B) y la capsula externa de los
ratones hyh (flecha negra en B). C, D: Niveles de ARNm de GFAP (C) y TGFB1 (D) en
el hipocampo de ratones normales (puntos rojos) y hyh (puntos azules) en P30, P90 y
P180. Las lineas azules y rojas horizontales representan la media. Se encontraron
diferencias significativas en los niveles de ARNm de GFAP pero no en los niveles de
ARNm de TGFB1 mRNA entre ratones wt y hyh de P30 (*p < 0,02, **p < 0,06, ***p <
0,6 ; test t de Student). E, F: Niveles de ARNm de TNFa (E) y su receptor, TNFaR1 (F),
en el hipocampo de ratones wt (puntos rojos) y hyh (puntos azules) en P30, P90 y
P180. Las lineas horizontales azul y roja representan los niveles medios. El analisis de
correlacion mostré diferencias significativas entre ratones silvestres y hyh en P30 y
entre ratones hyh en P30 y P90 (*p < 0,002, **p < 0,01, ***p < 0,02, ****p < 0,001; test
t de Student). Por animal hyh se encontré una probabilidad de correlacién alta (0,004)
entre los niveles de TNFa y de TNFaR1.

Figura 51.- Expresién de TNFa en la neocorteza y el hipocampo de ratones
normales (wt) y hyh en P4 y P7. Microscopia confocal de secciones inmunotefidas
usando anticuerpos anti-TNFa (verde) y contrastados usando el marcador nuclear DAPI
(azul). A-G, I-K: Neocorteza (Ncx). A, C, H: Hipocampo (hip). La inmunorreactividad se
detectdé en un patron difuso en el parénquima cerebral y en las células de las meninges
(flechas gruesas; en B, E, , | y J). También se detect6 expresion de TNFa en los
cuerpos celulares de los astrocitos y en sus pies terminales en la glia limitans (flecha
delgada, en J, doble marcaje con anti-GFAP en rojo), asi como en los astrocitos
reactivos de las superficie ventricular (fechas delgadas, en F y G). La linea discontinua
en A y C marca el espacio de los VL entre el hipocampo y la neocorteza. La
inmunorreactividad contra TNFa se detectdé en los pies perivasculares de los astrocitos
que rodean los vasos sanguineos cercanos a las meninges (asteriscos en K) y al
ventriculo en la neocorteza. Abreviaturas: v, lumen del ventriculo lateral.
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Figura 52.- Expresién de TNFa en la neocorteza (ncx, A, B, E, L) y el hipocampo
(hip; A-K) de ratones wt (A, E) y hyh (B-D, F-lI) de P30 (B, C, F-L) y P90 (D) con
anticuerpos monoclonales de rata (A, B, E, G-L) y desarrollados en ratéon (C ,D, F)
contra TNFa. A, B: Inmunorreactividad vista bajo microscopia optica. C, D:
Inmunofluorescencia (verde) en el hipocampo (C, D). E: Doble inmunofluorescencia en
la neocorteza y el hipocampo con anti- TNFa (rojo) y anti-GFAP (verde). La linea
discontinua marca el espacio del ventriculo lateral entre la neocorteza y el hipocamo.
F: Inmunofluorescencia con anti-TNFa (verde) en el hipocampo y contrastado con DAPI
(azul). Se detect6é una fuerte inmunorreactividad en las meninges (flecha gruesa). La
superficie ventricular esta cubierta por astrocitos reactivos también fue reconocida por
los anticuerpos (flechas) pero las células ependimarias que permanecen fueron
inmunonegativas (asterisco). G-1: Doble inmunofluorescencia para TNFa (rojo) y, o bien
GFAP (verde, en G y H) o vimentina (vim, marcador de astrocitos reactivos; verde, en |)
en el hipocampo. Los astrocitos periventriculares reactivos (flechas en G-l1) son
reconocidos (naranja/amarillo) por los anticuerpos contra GFAP/vimentina y TNFa. Los
astrocitos no reactivos en el parénquima cerebral (cabeza de flecha, en G) no los
coexpresaron (verde). J-L: Doble inmunofluorescencia contra TNFa (rojo, en J y K;
verde, en L) y tubulina BIV (tubBlV, marcador de cilios ependimarios; verde, en J) o
iba1l (marcador de microglia; verde, en K; rojo, en L) en la pared ventricular del
hipocampo (J, K) y la neocorteza (L). Representa una vista superficial de una seccion
gruesa mostrando la inmunotincién de los cilios pertenecientes a un pequefio parche de
células ependimarias (asterisco) que permanecen. Las células microgliales iba1
inmunopositivas no fueron reconocidas con el anticuerpo anti-TNFa en el hipocampo
(flecha blanca curvada, en K), pero se encontraron algunas que coexpresaron en la
superficie ventricular (flechas cuervadas amarillas, en L). Los astrocitos reactivos que
cubrian la superficie ventricular presentaron inmunorreactividad contra anti-TNFa
(flechas, en J y K). Abreviaturas: v: lumen ventricular.

Figura 53.- Inmunofluorescencia con anti-TNFaR1 (TNFR1) desarrollado en conejo
(verde) en la neocorteza (A-F) y el hipocampo (G-1) de ratones hyh en P30. En alguna
secciones se muestra en doble inmunofluorescencia contra GFAP (rojo). A: Vista
panoramica de la neocorteza. El area que contiene las meninges encuadrada se
muestra en B. B: Los astrocitos GFAP positivos (rojo) que anclan la pia madre de las
meninges (flecha) expresan el receptor TNFaR1. C-I: Los astrocitos reactivos en la
superficie ventricular del hipocampo y la corteza expresan el receptor (flechas blancas,
en C, D, Hy I; colocalizaciéon con GFAP, naranja/amarillo, en C). En C", C'", C""" se
muestran detalles del area encuadrada en C con canales conjuntos y separados para
las correspondientes inmunorreactividades contra GFAP y TNFaR1. Las flechas
amarillas en D sefalan la inmunorreactividad contra TNFaR1 en las neuronas
neocorticales. El area de la neocorteza mostrada en D desarrolla una reaccion
astroglial muy laxa. E, F: Seccién de 1 ym de grosor obtenida mediante el microscopio
laser confocal de los vasos sanguineos cercanos a las meninges. Las prolongaciones
de los astrocitos y sus pies terminales periventriculares (GFAP en rojo; cabezas de
flecha; asterisco, lumen del vaso) ademas muestran inmunorreactividad a anti-TNFaR1
(verde). G, I: Superficie ventricular del hipocampo mostrando un parche de epéndimo
que permanece cercana a la reaccion astrocitica periventricular. El inserto en G
representa un detalle del stratum pyramidale (sp) mostrada en un plano confocal de
1um de grosor. El area encuadrada en G con células ependimarias se muestra en H
como un plano confocal de 1um. La flecha en H muestra colocalizacién de TNFaR1 en
una prolongacién celular de un astrocito. Abreviaturas: as, astrocitos reactivos; en,



célula endotelial; ep, epéndimo; hip, hipocampo; ncx, neocorteza; o, stratum oriens.
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Figura 54.- Microglia en el hipocampo (hip) y la neocorteza (ncx) de ratones wt y hyh. A, B: Histoquimica de
lectina de tomate (TL) en un ratén hyh de P4. Las células macrofagicas estan marcadas (flechas) en el area
periventricular edematosa de la neocorteza. A”: Seccién adyacentes a la mostrada en A inmunotefiida usando
el anticuerpo anti-iba1 ademas mostraron la presencia de células macrofagicas en la neocorteza. Las células
mostradas con una cabeza de flecha estan mostrada en detalle en el inserto. C-F: Inmunotincién con anti-iba1
de la microglia en el hipocampo de un ratén wt (C, D) y ratones hyh (E, F) en P30. G, H: Inmunotincién para
Iba1 de las células microgliales en el hipocampo (G) y la neocorteza (H) de un ratén hyh en P30. Células
microgliales con la morfologia mostrada en H se encontraron en la regién periventricular de la neocorteza pero
raramente en el hipocampo. I-K: Anélisis con citometria de flujo de las células Iba1 inmunopositivas en el
hipocampos de ratones wt y hyh en P30 (ratones por condicién). I: Representacion del nimero de eventos (eje
Y) e intensidad de inmunofluorescencia para Iba1 (FL, unidades arbitrarias; eje X) de muestras de la corteza un
raton normal (wt) (rojo) y un ratoén hyh (verde). El area en azul representa la diferencia en el nimero de
eventos inmunopositivos entre el ratén hyh y el wt. J: Porcentaje de eventos respecto a los eventos totales con
alta intensidad de inmunofluorescencia para Iba1 (>10° unidades arbitrarias) en ratones wt y hyh. * p < 0,0001;
test t de Student. K: Numero de eventos Iba1 positivos cuantificados en el hipocampo de ratones wt 'y hyh. ** p
=0,7; test t de Student. I: Niveles de ARNm de iNOS en el hipocampo de ratones wt (puntos rojos) y hyh (azul)
en P30. Las lineas transversales roja y azul representan los niveles medios. p = 0,9; test t de Student.
Abreviaturas: ncx, neocorteza; hip, hipocampo; sp, stratum pyramidale; v, lumen del ventriculo lateral.
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1. Desarrollo de las superficies ventriculares en el ratén
normal

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral usando un analisis de
las superficies ventriculares con MEB han puesto de manifiesto que la
maduracion del neuroepitelio sigue en general el patrén caudo-rostral y ventro-
dorsal descrito en el ratén por Bruni (1985; 1988) y en humanos por Sarnat
(1992; 1995).

Basicamente se ha observado que el neuroepitelio presenta una superficie
carente de cilios y rugosa. En cambio, la aparicién de las células de la glia radial
dentro del neuroepitelio se manifiesta por el desarrollo de un cilio Unico y corto.
Finalmente, la mayor parte del epéndimo resultante de la diferenciacion terminal
de las células de la glia radial (Tramontin et al. 2003; Spassky et al. 2005) tiene

una superficie multiciliada.

Atendiendo al aspecto de las superficies, se ha podido observar que dentro
de una placa basal o alar, existe ademas un gradiente en la diferenciacién del
neuroepitelio desde la linea media hacia las regiones laterales. Este tipo de
evidencia en la maduracién del neuroepitelio puede explicar el patron que sigue
la afectacion de su desarrollo en los ratones hyh hidrocefalicos (Jiménez et al.
2001). Las edades y regiones en las que en el raton hyh tiene lugar el
desprendimiento de las células neuroepiteliales, se corresponden con un
momento en el que aun no existe epéndimo multiciliado. Por ejemplo, en el raton
hyh el neuroepitelio se desprende en la region adyacente a la placa del suelo en
el cuarto ventriculo en E12 (Jiménez et al. 2001; Batiz et al. 2009). En esa edad,
la superficie del 4V se corresponde a la de un neuroepitelio con algunas células
de glia radial. El epéndimo multiciliado en el 4V aparece en P1 (resultados de la
presente Tesis Doctoral). Por tanto, el concepto de denudamiento ependimario
en relacion con la hidrocefalia no tendria sentido. En esa linea, los ultimos
articulos que describen una alteracion de la ZV en relacion con la hidrocefalia, lo
definen mas bien con una desestructuracion (disruption) de la ZV ocupada por

las células madre (Rodriguez et al. 2012; Guerra et al. 2015). El hecho de que lo
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que se desprenda sean células madre neurales y no ependimocitos maduros
postmitdticos (Spassky et al. 2005) puede tener sus consecuencias en la

neurogénesis (Rodriguez et al. 2012; Guerra et al. 2015).

La apariencia que muestran las superficies que son mas inmaduras (con
presencia de células uniciliadas) estan de acuerdo con una actividad propia del
neuroepitelio o de la glia radial. Asi por ejemplo, todavia se observan en el techo
caudal del acueducto hasta P14. Estos datos estan de acuerdo con la actividad
de ependimogénesis que se da en el ratdn en esta region descrita por Bétiz et al.
(2011). Precisamente esa capacidad ha permitido explicar la capacidad de
expansion que tiene ese ventriculo en los ratones hidrocefalicos hyh (Pérez-
Figares et al. 1998; Batiz et al. 2011).

Dentro de algunas superficies ventriculares se han podido distinguir regiones
con aspecto mas inmaduro, con cilios Unicos, que se mantienen en el desarrollo
por mas tiempo. Estas regiones pueden tener un significado funcional. Por
ejemplo, una de las regiones localizada en la pared dorsal que limita el
acueducto caudal con el cuarto ventriculo podria corresponderse con la region
organizadora istmica (ver Fig. 23). El organizador del istmo representa el
segmento mas anterior del rombencéfalo con actividad morfogenética, enviando

sefales diferenciadoras en direccion rostral y caudal (Echevarria et al. 2003).

En las paredes de los ventriculos laterales son frecuentes las células
uniciliadas que posiblemente se corresponden con las células madre de la ZSV
(Merkle and Alvarez-Buylla 2006). Se ha podido observar que son especialmente
abundantes, incluso en los ratones mas maduros, en la porcion rostral de los VL,
incluyendo la pared medial. Esta evidencia estaria de acuerdo con los limites de
la superficie ocupadas por la ZSV neurogénica descrita por Alvarez-Buylla et al.
(2008).

La superficie de la linea media ventricular, ocupada por la placa del suelo,
presenta blebs de una forma consistente, donde permanecen por lo menos hasta
las dos semanas de edad. La placa del suelo es un centro importante de

sefalizacion que controla la diferenciacion regional ventral y en la guia axonal
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(Strahle et al. 2004). En ratas, se mostrado con microscopia electronica de
barrido, que las células en esa regién tienen un aspecto glandular y presentan
protuberancias apicales que pueden corresponderse con los blebs observados
(Rodriguez et al. 1996; del Brio et al. 2001). En explantes de la placa del suelo
de la vaca in vitro, se ha demostrado que producen SCO-spondin, una molécula
que también secreta la glandula ependimaria 6rgano subcomisural (Guifiazu et
al. 2002). La parte apical en contacto con el ventriculo del 6rgano subcomisural
también presenta estucturas a modo de blebs, aunque no lisas (Rodriguez et al.
1998). También han podido ser observadas en la presente Tesis (resultados no
mostrados). El receso colicular, en el techo del acueducto, muestra la presencia
de blebs que también han sido puestos de manifiesto en fetos de cabra y oveja
(Rajtova and Kacmarik 1998). El receso colicular ha sido descrito como un

organo circunventricular con caracteristicas secretoras (Stumpf et al. 1977).

2. Un defecto en el desarrollo de la glial wedge se asocia
con la agenesia del cuerpo calloso en los ratones hyh con
hidrocefalia congénita

En la presente Tesis Doctoral, se ha investigado el papel que el desarrollo
anomalo del neuroepitelio puede implicar la asociacién de la agenesia del cuerpo
calloso y la hidrocefalia. Tal y como se ha visto en los resultados, la
diferenciacion de la superficie ventricular en los ratones normales no es
homogénea, ni tampoco lo son las poblaciones celulares que la integran a lo
largo del desarrollo. La superficie de la glial wedge puede considerarse una de
esas poblaciones donde aparece antes la glia radial y que puede verse afectada

en el programa de desarrollo que afecta al neuroepitelio en los ratones hyh.

Los ratones hyh presentan una hidrocefalia congénita con un quiste
interhemisférico, y la agenesia del cuerpo calloso no puede interpretarse por
tanto como una consecuencia malformativa debida al quiste o a la

ventriculomegalia. El desarrollo del cuerpo calloso tiene lugar en edades donde
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todavia no existe el quiste interhemisférico y los VL estan colapsados. De hecho,
la ventriculomegalia en los VL tienen lugar en etapas postantales. Los resultados
obtenidos indican que el desarrollo de la glial wedge explicar la agenesia del
cuerpo calloso en los ratones hyh y no la ventriculomegalia ni un defecto en la

fusion de la linea media telencefalica.

Los ratones hyh se caracterizan porque el desarrollo de su neuroepitelio se
altera siguiendo patrones muy precisos, tanto en el espacio como en el tiempo
(Jiménez et al. 2001; Wagner et al. 2003; Paez et al. 2007). Los resultados en la
presente Tesis Doctoral, donde se describen los patrones de superficie
ventricular, muestran una heterogeneidad en el desarrollo y en las poblaciones
que integran el neuroepitelio mayor de la esperada. En ella puede radicar el
patrén diferencial constante de afectacion en dentro de un mismo ventriculo en el
ratén hyh. Por ello, era plausible la hipétesis de que una alteracién especifica en
alguna de las poblaciones celulares del neuroepitelio en la linea media
telencefalica explique la asociacion entre ambas patologias, hidrocefalia y

agenesia del cuerpo calloso.

El ratdbn hyh consituye un modelo animal que presenta una hidrocefalia
congénita con un quiste interhemisférico (Bronson and Lane 1990; Pérez-
Figares et al. 1998). No obstante, la agenesia del cuerpo calloso no se debe a la
presencia de un quiste interhemisférico o la ventriculomegalia, como podria
suponerse al igual que en casos de hidrocefalia humana. Ello se explica porque
el desarrollo del cuerpo calloso se produce en etapas cuando el quiste
interhemisférico no estaba todavia presente y los ventriculos laterales se no
estan dilatados, sino colapsados (Paez et al. 2007). La ventriculomegalia en los
ventriculos laterales se produce a edades postnatales en el raton hyh (ver Figs.
34y 44).

Las células gliales radiales constituyen una poblacién celular heterogénea
situada en el neuroepitelio que soporta la migracion celular durante el desarrollo
cerebral (Pinto and Go6tz 2007). Las células de la glial wedge se consideran parte
de andamio celular de glia radial de la corteza cerebral, expresando marcadores
tales como el antigeno reconocido por el anticuerpo RC2, BLBP y el

transportador de glutamato GLAST. En la presente Tesis Doctoral, se ha
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encontrado que esta subpoblacion de células gliales radiales esta
especificamente afectada por el programa defectuoso intrinseco al desarrollo del
neuroepitelio en el ratén hyh. Este programa sigue un patrén temporo-espacial
de acuerdo con la diferenciacion celular en la zona neuroepitelio/ventricular
(Jiménez et al. 2001). Las células de la glial wedge se diferencian antes que el
neuroepitelio vecino, y expresan GFAP previamente a otras regiones del
telencéfalo dorsal (Shu et al. 2003c). Las células de la glial wedge aparecen
alteradas durante el programa de la diferenciacion celular en un momento
diferente al de las areas vecinas en el neuroepitelio. En el raton hyh en E15,5, la
organizacion de la glial wedge se interrumpe y estas células no muestran la
morfologia radial. Mas tarde, en edades postnatales, las células en las que

derivarian aparecen ausentes, lo cual muestra que no se desarrollan.

En el raton hyh, existe una mutacion en el gen Napa que codifica alfa-SNAP,
la proteina de fijacidn al factor soluble sensible a la N-etil-maleimida (NSF) (Chae
et al. 2004; Hong et al. 2004). El mecanismo exacto por el cual esta mutacion
provoca desarrollo defectuoso del neuroepitelio no se conoce. Una posible
explicacién implica problemas en la localizacién de uniones celulares en el
neuroepitelio, que pueden subyacer en la etiologia de la hidrocefalia (Rodriguez
et al. 2012; Guerra et al. 2015). Es plausible que estos problemas también estan
implicados en la desorganizacion de la zona ventricular en la glial wedge en el

ratén hyh antes de las areas vecinas.

En contraste con las células de la glial wedge, las células gliales en el
indusium griseum son astrocitos que no estan ubicados en el neuroepitelio en la
zona ventricular. En su lugar, se colocan debajo de la membrana pial medial. Las
células gliales en del indusium griseum se originan en una etapa de desarrollo
posterior con respecto a la glial wedge, por la translocacion de células gliales
radiales (Shu et al. 2003c). En los resultados se ha encontrado que las células

gliales del indusium griseum se desarrollan en el ratén hyh.

En los resultados, se ha detectado la presencia de neuronas neocorticales en
ratones wt y hyh que expresan el factor de transcripcion Tbr1, el cual esta
implicado en su diferenciacién (Bulfone et al. 1995; Hevner et al. 2001). Estas

neuronas proyectan los axones pioneros en la proyeccion del cuerpo calloso
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(Koester and O’Leary 1994). En los ratones, tanto en wt y hyh, estas neuronas
también expresan la molécula Tag1. Tag1 es un miembro de la superfamilia de
las inmunoglobulinas que se implica en la migracion y fasciculacion de los
axones durante el desarrollo (Karagogeos 2003). Tag1 modula la respuesta a las
moléculas que se difunden para la guia axonal (Law and Kirby 2008). Influye en
el comportamiento del cono de crecimiento durante la busqueda de rutas
(Wolman et al. 2008), y esta presente en las fibras que forman el cuerpo calloso
(Fujimori et al. 2000; Savvaki et al. 2008). Sin embargo, en cortes organotipicos
in vitro de raton hyh, la aplicacion experimental del trazador Dil marcando los
axones pioneros los axones ha mostrado que no eran capaces de cruzar la linea
media. Por el contrario, se volvieron en la direccion equivocada hacia el
ventriculo lateral ipsilateral. De acuerdo con estos resultados, la inmunotinciéon
de axones pioneros utilizando anti-GAP43 en secciones del SNC fijadas en el
ratbn hyh revela la existencia de axones dirigidos incorrectamente hacia el

ventriculo ipsilateral.

Todas estas evidencias sugieren la existencia de problemas de orientacion
para esos axones. Tanto las células de la glial wedge como las células gliales en
el indusium griseum se conocen por ser fuentes de moléculas quimiorepelentes
como Slit-1 (Shu et al. 2003c). Al parecer, crean un carril para guiar los axones
para cruzar la linea media. La presencia del efecto quimiorrepelente de las
células gliales del indusium griseum y su ausencia de la cufia de la glia podria

explicar la direccion defectuosa tomada por los axones pioneros.

En humanos, la agenesia del cuerpo calloso es una caracteristica anatomica
presente en varias enfermedades (Raybaud 2010). De hecho, se asocia con mas
de 50 diferentes sindromes congénitos humanos que pueden presentar
diferentes etiologias (Ren et al. 2006). Hay un numero de genes afectados en
humanos y sindromes caracterizados genéticamente que estan asociados con la
agenesia cuerpo calloso (Raybaud 2010; Richards et al. 2004). Algunos de ellos
también muestran hidrocefalia. Por lo tanto, es plausible que, al menos en
algunos casos, las moléculas o mecanismos implicados en la formacién del
cuerpo calloso también estan involucrados en la hidrocefalia. Por ejemplo, la

alteracion o mutacién de genes NFIA y NFIB, que son esenciales para la glia en
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la linea media involucrada en el desarrollo del cuerpo calloso, causan agenesia
del cuerpo calloso y defectos en la comisura del hipocampo, asi como la
hidrocefalia en la misma etapa de desarrollo (Shu et al. 2003a; Das Neves et al.
1999; Steele-Perkins et al. 2005)).

Barkovich et al. (2001) han descrito una clasificacion de casos humanos con
agenesia del cuerpo calloso y quistes interhemisféricos. Estos autores han
propuesto el ratdn hyh como un modelo para estudiar el desarrollo de quistes
tipo 1. El ratéon hyh presenta una hidrocefalia comunicante moderada durante el
desarrollo en el momento de la formacién del cuerpo calloso (Jiménez et al.
2001). Mas tarde, desarrolla un quiste interhemisférica cubierto con el epéndimo
que forma el 3V dorsa (Pérez-Figares et al. 1998). Los presentes resultados
muestran que ventriculomegalia y el quiste del tercer ventriculo se forman
cuando la parte principal del cuerpo calloso ya debe estar desarrollado. De
hecho, los sintomas de agravamiento hidrocefalia tienen lugar durante la primera
semana después del parto, cuando la hidrocefalia en el ratdn hyh se convierte en
obstructiva (Wagner et al. 2003; Batiz et al 2006). Por lo tanto, la ausencia de la
formacion del cuerpo calloso puede ser considerado malformativa en lugar de
una malformacion debido al desarrollo de un quiste interhemisférico o de

ventriculomegalia.

Mediante los resultados obtenidos en el ratén y en otros modelos animales,
se puede proponer que, en algunos sindromes humanos, un problema en el
desarrollo de las poblaciones de células de la zona ventricular puede ser la base

de la coexistencia de hidrocefalia y agenesia del cuerpo calloso.

3. Papel de la reaccion astrocitaria que reemplaza al
epéndimo ausente

En los ratones hidrocefélicos hyh, hay un programa de que afecta el

desarrollo del neuroepitelio/epéndimo, que comienza temprano en la vida fetal y
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que termina a finales de la primera semana después del parto. El epéndimo
faltante se sustituye por una capa de astrocitos que forman una nueva interfaz
entre el LCR y el parénquima cerebral (Paez et al. 2007). Este fenémeno
también se ha descrito en los fetos hidrocefalicos humanos (Dominguez-Pinos et
al. 2005). El la presente Tesis Doctoral se ha puesto de manifiesto que la
reaccion presenta diferentes grados de desarrollo. Ademas, los astrocitos
expresan aquaporina 4 y muestran propiedades celulares que sugieren una
actividad endocitica al igual que el epéndimo. Por tanto pueden desempefar un
papel en la intefaz LCR-parénquima nervioso. Finalmente, los astrocitos
reactivos se implican en la producciéon de la citoquina TNFa y expresan su
receptor TNFaR1, cuyos niveles parecen estar relacionados con la gravedad de

la evolucion de la hidrocefalia.

El presente estudio, llevado a cabo en ratones hyh y casos humanos, ha
revelado que la nueva capa superficial de astrocitos comparte algunas
caracteristicas fenotipicas y funcionales con el epéndimo, lo que sugiere que una
reaccion de astrocitos puede representar un intento de restablecer algunas

funciones perdidas en la interfaz encéfalo parénquima-CSF.

3.1. Los astrocitos reactivos periventriculares forman una
nueva capa de células con una organizacion celular que se

asemeja a la del epéndimo

Los astrocitos reactivos periventriculares forman una nueva capa de células
con una organizacion celular que se asemeja a la del epéndimo. Los resultados
de la presente Tesis Doctoral junto con otros obtenidos por el grupo que han sido
recientemente publicados (Roales-Bujan et al. 2012), han mostrado tales
astrocitos reactivos expresan al igual que el epéndimo: a) la proteina de
filamentos intermedios vimentina; b) la proteina de secrecién S100b; carece de
uniones estrechas y por tanto no forman una barrera impermeable en sus

espacios extracelulares; c) se acoplan mediante uniones de tipo gap que
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contienen conexina 43; d) proyectan numerosas microvellosidades al ventriculo;
y f) se unen mediante numerosas interdigitaciones laterales, que dan lugar a un

espacio intercelular devanado.

La existencia de uniones comunicantes entre las células ependimarias ha
sido ampliamente demostrada (Brightman and Palay 1963; Jarvis and Andrew
1988; Bouille et al. 1991; Gabrion et al. 1998), y se cree que desempefan un
papel en la sincronizacién del batido de sus cilios (Rodriguez et al. 2010; Sival et
al. 2011). Su importancia funcional en la capa de astrocitos reactivos es
desconocida; pudiendo estar asociadas con actividades eléctricas y metabdlicas,
la determinacién del fenotipo de células, o la liquidaciéon de moléculas citotoxicas
y la difusién de los factores neuroprotectores que tiene lugar en las lesiones del
SNC, la isquemia y la hipoxia (Lin et al. 1998; Rouach et al. 2002; Sofroniew
2005; Nakase et al. 2006; Talhouk et al. 2008; Jaderstad et al. 2010). Cualquiera
que sea el significado funcional de las uniones comunicantes que conectan los
astrocitos que cubren la superficie ventricular denudada, se puede sugerir que
estas células estan acopladas para desempenar una funcién de barrera CSF-

parénquima nervioso implicada en el transporte de agua y solutos.

3.2. El epéndimo y la capa astroglial presentan mecanismos

activos de endocitosis.

Las células ependimarias incorporan proteinas del LCR a través de la via de
pinocitosis-lisosoma. El epéndimo multiciliado de ratones wt y el epéndimo que
permanece en los ratones hidrocefalicos hyh expresan caveolina-1 (Roales-
Bujan et al. 2012), lo cual esta de acuerdo con la expresion del antigeno EEA1,

un marcador de endosomas tempranos descrita en la presente Tesis Doctoral.

Los endosomas tempranos son compartimentos celulares dinamicos que
estan implicadas en la endocitosis y los mecanismos de clasificacién celular

(Weisz and Rodriguez-Boulan 2009; Jovic et al. 2010). La caveolina-1 es una
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proteina que esta presente en las caveolas, que son estructuras que
desempefan un papel en la endocitosis y transcitosis (Frank et al. 2003; Gosens
et al. 2008). Aunque la mayor carga del transporte en las caveolas es fluida,
ciertos compuestos entran en las caveolas a través de receptores especificos
(Tuma and Hubbard 2003).

La presencia de caveolas en el epéndimo esta de acuerdo con la capacidad
conocida de células ependimarias para incorporar moléculas trazadoras
presentes en el LCR (Brightman 1965; Brightman 1968). En los astrocitos
reactivos, las caveolas pueden desempefar un papel similar, lo cual estaria de
acuerdo con la existencia de endocitosis y de mecanismos de clasificacion
vesicular (Weisz and Rodriguez-Boulan 2009; Jovic et al. 2010), que también se
han probado experimentalmente mediante la inyeccion de HRP en el LCR de
ratones hyh vivos (Roales-Bujan et al. 2012). A diferencia del epéndimo, la
distribucién no polarizada de caveolas y de los endosomas, descrita en la
presente Tesis Doctoral, en los astrocitos reactivos indica que pueden incorporar
sustancias fluidas y no sélo desde el ventriculo sino también desde el fluido del

parénquima nervioso.

3.3. Papel de la expresiéon del canal transportador de agua

acuaporina 4 en el epéndimo y los astrocitos periventriculares

La acuaporina 4 es un canal de agua con marcada prevalencia en areas
periventriculares (Venero et al. 2001). En las células ependimarias se encuentra
en los dominios latero-basales (presente Tesis Doctoral) y, con menos presencia,
en el dominio apical (presente Tesis Doctoral). En los astrocitos del parénquima
nervioso, estos canales se encuentran principalmente en los pies terminales
perivasculares [(Rash and Richards 2001), presente Tesis Doctoral]. Por el
contrario, astrocitos reactivos que recubren las superficies sin epéndimo en los
ratones hyh y en los fetos humanos (Roales-Bujan et al. 2012) sobreexpresan
acuaporina 4, y esta proteina se encuentra en todo el cuerpo celular en sus

prolongaciones celulares. Se ha propuesto que la acuaporina 4 en los astrocitos
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reactivos permite la entrada de agua hacia astrocitos en las etapas iniciales de la
formacion de edema (Nase et al. 2008), para restablecer el equilibrio osmético
(Venero et al. 2001). En el caso de la hidrocefalia esta funcion tendria bastante

sentido sobre todo a nivel de los edemas periventriculares.

La reaccion periventricular presente en los ratones hyh, y que también tiene
lugar en fetos humanos (Dominguez-Pinos et al. 2005), podria representar un
intento de restablecer el equilibrio entre los fluidos ventriculares y del
parénquima, o para ayudar a transportar el LCR de los ventriculos a los capilares
del parénquima nervioso. Se ha propuesto que en el epéndimo, la acuaporina 4
puede desempefiar un papel protector en la hidrocefalia, al permitir la
reabsorcién transependimaria de LCR hacia en los capilares del parénquima
nervioso (Skjolding et al. 2010). Por lo tanto, parece que la acuaporina 4 puede
tener un papel relevante en la hidrocefalia y podria ser una diana terapéutica util
(Mao et al. 2006; Shen et al. 2006; revisado por: Owler et al. 2010; Skjolding et
al. 2010; Paul et al. 2011).

3.4. Existen diferentes grados de densidad celular y Ila

estanqueidad en las reacciones astrocitarias periventriculares

Una pregunta que surge a partir de los resultados obtenidos en cuanto al
grado de la reaccién periventricular es el tipo de sefales que mediarian estas
respuestas diferentes. En los ratones hyh, la desaparicion del
neuroepitelio/epéndimo se lleva a cabo en etapas prenatales, antes de que la
dilatacion de los ventriculos sea acusada (Jiménez et al. 2001)]. Por lo tanto, la
presion intraventricular o la existencia de ventriculos expansion no pueden ser
considerados como responsables de la ausencia de epéndimo en estos ratones.
Del mismo modo, la reaccién astrocitos periventriculare aparece poco después
de la afectacion del neuroepitelio, cuando la astrogliogenesis se lleva a cabo,
pero en una etapa en que la ventriculomegalia esta empezando a desarrollarse.
Ademas, la capa de astrocitos mas densa es la que recubre el suelo del cuarto

ventriculo, una cavidad que apenas presenta dilatacion.
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El mecanismo subyacente a la formaciéon de la capa de astrocitos que
reemplaza el epéndimo perdido no se conoce. Pude ser la ausencia real de la
epéndimo o la exposicion directa de la neuropilo al LCR. También es posible un
efecto mecanico de la expansion de los ventriculos involucrados. Se puede
plantear si existen diferentes consecuencias fisiopatoldgicas de las regiones del
SNC protegidos por una nueva y compacta capa de astrocitos. Estas son

preguntas abiertas para futuras investigaciones.

4. Un incremento en los niveles de TNFa pero no de TGFj
se asocian con la severidad de la hidrocefalia en los
ratones hyh hidrocefalicos.

En la presente tesis Doctoral, se ha detectado que el nivel de expresion de
ARNm de TNFa era significativamente mayor en los animales hyh con
hidrocefalia severa en comparacion con los ratones normales controles v,
curiosamente, incluso en comparacion con los ratones hyh que mostraban una

forma compensada de la enfermedad (ratones en P90 y P180).

Los resultados obtenidos utilizando anticuerpos contra TNFa en
inmunotincidon secciones de encéfalo coincidieron han mostrado una evidencia

cualitativa que cuadra con con la expresion de ARNm para la citoquina.

Se han detectados dos formas de inmunorreactividad utilizando anticuerpos
diferentes de anti-TNFa: a) marcando los astrocitos reactivos que sustituyen el
epéndimo ausente en la mayoria de las superficies ventriculares; y b) en un
patrén difuso ampliamente distribuido por todo el parénquima nervioso. Esta
ultima forma de inmunorreactividad sugiere la existencia de una forma soluble de
TNFo con un efecto de espectro amplio. En consonancia, los niveles de ARNm
para el receptor TNFaR1, que es el receptor principal para la forma soluble de
TNFa, en cada raton hyh individual, se correspondia estrechamente con los

niveles de ARNm para TNFa.
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Los niveles de mRNA de TNFa en diferentes ratones de P30 con hidrocefalia
severa muestran un alto grado de variacién, desde similares al control a un
aumento de ocho veces. Sin embargo, ni los controles ni los ratones hyh con la
hidrocefalia compensada (P90 y P180) presentaros esa variabilidad. Segun Batiz
et al. (2006), la mitad de los ratones en P30 muestran macrocefalia, proporcion
que es solo un 6% en los que sobreviven 90 dias. La reversion de la
macrocefalia nunca has sido descrita en los ratones hyh. En el presente estudio,
solamente los ratones jovenes que carecen de macrocefalia han sido capaces de

sobrevivir y pasar a desarrollar una hidrocefalia de tipo compensada.

La frecuencia de macrocefalia descrita por Batiz et al. (2006) y la presion mas
alta del liquido cefalorraquideo (LCR) en los ratones P30 podria explicar las
amplias variaciones en la expresion de TNFa, que estaban ausentes de todos los

ratones examinados de P90 en adelante.

Los presentes resultados en ratones hyh indican que la citoquina TNFa esta
asociada con la fisiopatologia de la hidrocefalia congénita, probablemente
actuando a través del receptor TNFaR1. EL TNFa puede estar relacionado con

la gravedad de la enfermedad de alguna manera.

Los resultados obtenidos concuerdan bien con los documentados en otros
modelos animales. En un modelo experimental de la hidrocefalia obstructiva, que
implica la inyeccion intracisternal de caolina en ratas recién nacidas, la expresion
del receptor TNFaR1 en la corteza parietal estd regulada positivamente y se
asocia con respuestas inflamatorias (Deren et al. 2010). En la rata HTx, modelo
animal que desarrolla hidrocefalia también congénita, existe una mayor
expresion de ligandos relacionados con el TNFa, lo que indica un papel para el
TNF en las respuestas inflamatorias, probablemente a través de reacciones
microgliales y astrogliales (Miller et al. 2006). En la neocorteza y el hipocampo
de modelos animales con hidrocefalia se han descrito la existencia de
respuestas inflamatorias (Balasubramaniam and Del Bigio 2002; Xu et al. 2012)
y diferentes reacciones neurodegenerativas, incluyendo reacciones gliales
(Deren et al. 2010; Xu et al. 2012), la muerte neuronal y alteraciones metabdlicas
[(Del Bigio and Bruni 1991; Ding et al. 2001a; Ding et al. 2001b; Klinge et al.
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2002; Egawa et al. 2002; Kawamata et al. 2003; Del Bigio et al. 2003; Shim et al.
2003; Kondziella et al. 2009), condiciones de hipoxia (Socci et al. 1999;
Dombrowski et al. 2008) y el estrés oxidativo (Socci et al. 1999). También se han
encontrado estas respuestas en la hidrocefalia fetal-neonatal humana (Sival et
al. 2008; Castejon 2010)(Botchkina et al. 1997; Maddahi et al. 2011; Watters and
O’Connor 2011). Se ha descrito que la expresion del TNFa se induce después de
lesiones isquémicas en el tejido nervioso, incluyendo el hipocampo, y se ha
correlacionado con la muerte celular. En ratas con hidrocefalia inducida con
caolina, también se han descrito condiciones isquémicas en la corteza cerebral,
inclyendo el hipocampo (Del bigio 2000). Las condiciones de isquemia
probablemente también estan presente en el hipocampo de los ratones hyh,
debido a la alta presion intraventricular, y por lo tanto, la inducciéon de un

aumento de la expresion de TNFa seria plausible.

Hemos observado que existe una macrocefalia mas pronunciada en los
ratones hyh en P30 (hidrocefalia severa) que en P90 (hidrocefalia compensada)
(Jiménez et al. 2013), lo que sugiere que la presion intraventricular puede ser
mayor en ratones a P30 o durante el desarrollo, y que la presién podria inducir

una deformacioén craneal mas pronunciada.

El receptor TNFaR1 se ha asociado principalmente con la muerte celular y
las vias proinflamatorias programadas que se producen durante la lesion
cerebral (Bradley 2008). En la presente Tesis Doctoral se ha encontrado que el
receptor se encuentra ampliamente distribuido en el parénquima cerebral y en
neuronas neocorticales. La expresion del TNFaR1 periventricular sugiere un
papel probable para el TNFa en la degeneracion de estas neuronas

periventriculares.

La microglia y los astrocitos reactivos son dos poblaciones de células que
participan en procesos neurodegenerativos e inflamatorias. La produccion del
TNFa en ratas HTx con hidrocefalia congénita ha sido relacionada con una
respuesta microglial que varia con la edad y la gravedad de la hidrocefalia
(Mangano et al. 1998), y parece estar asociada con una mayor presion

intraventricular (Miller and McAllister 2007). En el caso del ratén hyh, la microglia
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en estado ameboide sélo esta presentes en la sustancia blanca neocortical
durante la primera semana de vida (Paez et al. 2007), presente Tesis Doctoral),
que es un periodo de tiempo durante el cual la sustancia blanca periventricular
muestra la degeneracion masiva de mielina (Paez et al. 2007). Estas células no
pueden ser detectadas posteriormente (Paez et al. 2007), presente Tesis
Doctoral). Los resultados obtenidos, relativos a la morfologia microglial y la
expresion iNOS, indican que la microglia probablemente no se activa en el ratdon
hyh maduro. Aunque no se ha detectado en el ratdbn hyh un mayor nimero de
cuerpos de células microgliales, algunos parecen expresar mayores niveles de
Iba1, una proteina de macrofago/microglial especifica de unién a calcio,
involucrada en el la el movimiento celular dependiente de la GTPasa Racy en la
fagocitosis (Oshsawa et al. 2000). Los resultados obtenidos indican que la
microglia no es la fuente principal de TNFa ni parece estar activada en los
ratones hyh maduros. No obstante, la microglia podrian estar alerta o sutiimente

activada en los ratones hyh.

En el presente estudio se ha encontrado que los astrocitos reactivos
periventriculares expresan tanto TNFa como el receptor TNFaR1. Diversos
estudios han que los astrocitos son capaces de producir TNFa y TNFaR1 in
vitro, para inducir la produccion autocrina del factor de crecimiento nervioso
(NGF) y el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) (Kuno et al. 2006). Ha
sido descrito que la lesion o isquemia en el sistema nervioso central (CNS) de
ratas puede conducir a una regulacién al alza del receptor p75 (TNaFR2) para
NGF en astrocitos, lo que probablemente controla la proliferacion de astrocitos vy,
por tanto, restringe la respuesta astrocitica adecuada (Oderfeld-Nowak et al.
2003; Cragnolini et al. 2012).

Varios experimentos in vitro han demostrado la promocion y regulaciéon de
NGF por TNFa (Selmaj et al. 1990; Faber-Elman et al. 1995; Ait-Ikhlef et al.
1999). Se ha sugerido que un defecto en la produccion de GDNF por los
astrocitos media en la muerte celular neuronal en condiciones isquémicas
(Yamagata et al. 2002; Yamagata 2012). Como otro posible efecto, la producciéon

de TNFa en astrocitos podria mediar la permeabilidad del endotelio de la barrera
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hematoencefalica. De hecho, TNFa ha sido implicado en la apertura de las
uniones estrechas epiteliales bajo diferentes condiciones patoldgicas e
inflamatorias (Didier et al. 2003; Minagar and Alexander 2003; Ye et al. 2006;
Kimura et al. 2008; Landoni et al. 2012; Shen 2012). La presencia del receptor
TNFaR2 ha sido descrita en las células endoteliales (Maddahi et al. 2011), en las
que podria regular la permeabilidad vascular. Dentro de los resultados de la
presente Tesis Doctoral se ha detectado, en los ratones hyh, la presencia de
TNFa y de su receptor TNFaR1 en los pies terminales periventriculares de los
astrocitos y en las meninges. Esto sugiere que TNFa también podria realizar
algunas funciones desconocidas, incluyendo un papel en la permeabilidad

vascular o un efecto en la barrera hematoencefalica.

Los estudios previos sobre el papel de TNFa en diferentes formas de
hidrocefalia humana son limitados y ademas contradictorios. Tarkowski et al.
(Tarkowski et al. 2003) ha descrito altos niveles de TNFa en el LCR de pacientes
adultos con hidrocefalia normotensiva con diferentes causas, sugiriendo que
TNF podria ser un posible marcador biolégico de la enfermedad. Sin embargo,
Leinonen et al. (Leinonen et al. 2011) ha detectado que los bajos niveles de
TNFa en el LCR de casos de hidrocefalia idiopaticos normotensiva en pacientes

de edad avanzada no son significativamente diferentes.

El TGFB1 es un factor que ha sido descrito que desempenaria un papel en la
patogénesis de la hidrocefalia comunicante y en la posthemorragica [(Kitazawa
and Tada 1994; Galbreath et al. 1995; Wyss-Coray et al. 1995; Kanaji et al. 1997,
Whitelaw et al. 1999; Flood et al. 2001; Heep et al. 2004; Cherian et al. 2004;
Douglas et al. 2009). EI TGFB1 tiene un efecto fibrogénico que alrededor de los
vasos sanguineos, en la glia limitans, y en el espacio subaracnoideo, altera la
absorcion de LCR y el drenaje de fluido intersticial perivascular (Johanson et al.
1999). El TGFB1 controla las reacciones gliales mediante la inhibicion de la
proliferacion microglial y astroglial (Lindholm et al. 1992; Vergeli et al. 1995;
Jones et al. 1998; Makwana et al. 2007). El TGFB1 ha sido implicado en la
regulacion de la expresion de GFAP en astrocitos reactivos presentes en las

enfermedades neurodegenerativas y en lesiones experimentales (Logan et al.
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1994; Krohn et al. 1999; Sousa et al. 2004; Roméao et al. 2008). En presente
tesis Doctoral se ha detectado un incremento de la expresion de GFAP tanto en
las formas severas y compensadas de hidrocefalia en ratones hyh. Sin embargo,
los niveles de TGFB1 en ratones hyh no fueron significativamente diferentes en
comparacion con los ratones control, ni tampoco lo fueron entre las diferentes
formas de la enfermedad (grave y compensada). Se puede sugerir que TGFp1
probablemente no desempefie un papel clave en el desarrollo tardio de la
hidrocefalia congénita en los ratones hyh. Sin embargo, a pesar de los
resultados obtenidos anteriormente, no deberian ser ser descartados ciertos
efectos sobre la generacion de la respuesta astrocitica durante las etapas
iniciales de la enfermedad. Por lo tanto, existe la posibilidad, no estudiada, de
que los niveles de TGFB1 aumenten durante las primeras etapas de la

hidrocefalia y después disminuyan.

En conclusion, tanto TNFa como su receptor TNFaR1 se estan
sobreexpresados en los ratones hyh con la forma grave de la hidrocefalia. Por lo
tanto pueden estar asociados con la patogénesis de la enfermedad o su
progresion. Los resultados también sugieren que TNFa puede ser considerado
como un posible biomarcador de pronéstico de la enfermedad. Comprender la
funciéon de TNFa en la hidrocefalia potencialmente podria facilitar el desarrollo de

tratamientos de la enfermedad.
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La desestructuracion de la zona ventricular en los ratones hyh tiene lugar
en momentos en los cuales todavia no se ha diferenciado el epéndimo
multiciliado. Este hecho puede explicar la afectacion diferencial del

epéndimo en distintos momentos del desarrollo.

Un defecto especifico en la diferenciacion de la poblacién celular de la
glial wedge puede explicar la agenesia del cuerpo calloso, que

comunmente se asocia a la hidrocefalia congénita.

El epéndimo ausente en los ratones hyh hidrocefalicos es reemplazado
por reacciones astrocitarias de diferentes grados segun la superficie
ventricular afectada. Tales astrocitos muestran caracteristicas similares a
las células ependimarias, con una mayor expresién del canal acuoso

acuaporina 4 aunque de una forma no polarizada.

En los ratones hyh con la hidrocefalia desarrollada, los astrocitos
reactivos periventriculares, y no la microglia, producen TNFa y expresan
su receptor TNFaR1. Existen unos altos niveles de TNFa y TNFaR1
relacionados con la gravedad de la hidrocefalia en los ratones hyh. El
TNFo puede estar implicado en la regulacion de la reaccidon

astrocitaria.
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The disruption of the ventricular zone in the hyh mouse takes
place before the differentiation of the multicilliated
ependyma. This fact can explain the differential affectation of
the cells of the ependyma in differents moments during the

development.

. A defect in the development of the neuroepithelium at the

glial wedge can explain the agenesis of corpus callosum in
the hyh mouse, which is commonly associated with congenital

hydrocephalus.

. The absence of ependyma in the hydrocephalic hyh mice is

replaced by periventricular astrocyte reactions arranged with
different degrees of tightness. In the same way as the
ependyma, the periventricular reactive astrocytes express
aquaporin 4. However, these astrocytes present a higher
expression of aquaporin 4 that is arranged in a non-polarized

pattern.

. In the hyh mouse, the periventricular reactive astrocytes

express TNFa and its receptor TNFaR1. The levels of the
cytokine and the receptor are higher in mice according to the
severity of hydrocephalus. TNFa can be playing a role in the

regulation of the astrocyte reaction.
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LITERATURE OUTLINE

1. The ventricular system, the neuroepithelium the radial glial and the
ependyma

The ependyma constitute a ciliated epithelium that derives from the neuroepithelium
during development and is located at the interface between the brain parenchyma and
ventricles in the central nervous system (CNS). After neurulation, the neural plate
forms the neural tube, which undergoes stereotypical constrictions by bending and
expanding to form the embryonic vesicles, and becomes the forebrain, midbrain, and
hindbrain. Therefore, the original cavity of the neural tube forms the embryonic
ventricles (Lowery and Sive 2009), constituting a series of connected cavities lying
deep in the brain that are filled with encéfalospinal fluid (CSF). Later during
development, the forebrain ventricle suffers massive expansion and splitting to form the
lateral ventricles and third ventricle. In the midbrain, the ventricle remains as a narrow
aqueduct connecting the third and fourth ventricles, with the latter located in the
hindbrain. The neuroepithelium and ependyma constitute barriers lining a ventricular
lumen in the developing and mature CNS, respectively, and perform important functions
related to the development, morphogenesis, and physiology of the brain. During CNS
development, two germinal zones that generate nearly all of the cells of the CNS; a
pseudostratified neuroepithelium forms a ventricular zone and contains apical
progenitor cells, and a subventricular zone forms that contains basal progenitors cells.
Radial glial cells originate in the neuroepithelium; these cells are neural multipotent
stem cells that also guide migrating neurons (Chanas-Sacre et al 2000; Rakic 2003),
thus determining the neuronal fate and position in the developing brain (Hebert and
Fishell 2008). Therefore, the neuroepithelium performs neurogenesis at the brain-
encéfalospinal fluid interface (Lehtinen and Walsh 2011).

Radial glial cells display an apical-basal polarization, and they stretch from the
luminal surface to the basement membrane at the pial surface (Fig. 1A). They are
joined with tight junctions apically (zonula occludens) and with adherens (zonula
adherens) junctions and gap junctions in their lateral plasma membrane domains (Gotz
and Huttner 2005; Lehtinen and Walsh 2011). The existence of an apical-basal polarity
in the progenitors in the ventricular zone suggests that they receive extrinsic growth
factor from the CSF, likely via their sensory apical primary cilium (Lehtinen and Walsh
2011).

In addition to the role of the neuroepithelium derived from the presence of stem
cells in several regions, the cells become specialized in secreting molecules and
morphogens that govern CNS development (Sarnat 1992). Thus, the dorsal and ventral
lines of the roof and floor plates contain specialized epithelial cells that act as
organizers guiding neuronal development, providing morphogens and signals, such as
netrin-1, slit, sonic hedgehog, and members of the TGFB superfamily (Shirasaki et al
1996; Sanchez-Camacho et al 2005; Mastik et al 2010; Yu et al 2013). The
ultrastructural analysis of the midbrain floor plate has revealed the presence of
secretory cell machinery most likely involved in the secretion of molecules toward the
ventricle CSF; the functions of these molecules remain unclear (Del Brio et al 2000,
2001; Richter et al 2001).

Finally, during development, a subpopulation of radial glial cells produces the
ependymal cells, which will become differentiated cells that are unable to proliferate
under normal conditions (Spassky et al 2005). In mice and humans, the differentiation
process of the ependymal cells follows a precise temporospatial pattern throughout the
ventricular system, which has been extensively reported and reviewed by Bruni et al.
(1985), Bruni (1998), and Sarnat (1992, 1998). The homebox gene Six3 controls the
late maturation of the ependyma during late development, which suppresses radial glial
cell properties (Lavado and Oliver 2011).

Mature ependymal cells are polygonal cells, cuboidal to the columnar depending on
the ventricle location, which display polarized structural and functional organizations.
At the basal pole, ependymal cells present basal lamina labyrinths that are remnants of
basal lamina from embryonic capillaries (Leonhart 1980). Apically, their luminal pole is
in contact with the ventricular CSF, and the cells display microvilli and an average of 16
motile cilia (9+2 axoneme) per cell with a length of approximately 13 ym (Brightman
and Palay 1963, Dempsey and Nielsen 1976).

In the ependymal cells, the beating of cilia is important for propelling CSF, and thus,
the cilia must display an orientation that is tightly coupled to the anterior-posterior
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neuroaxis (Marshall and Kintner 2008). CSF accumulation and hydrocephalus occur
when the flow is disturbed. This orientation is defined by an ependymal planar polarity,
which is acquired during development in a multi-step process involving two independent
mechanisms of the movement of the cilia basal bodies: translational and rotational
(Mirzadeh et al 2006; Kishimoto and Sawamoto 2012). Planar polarity during
development is also important for the closure of the spinal neural tube (Wallingford
2006). Thus, the consequences of failure in planar polarity include neural tube defects,
including spina bifida and hydrocephalus. In the radial glial cells, the precursors of
ependymal cells, primary cilia appear to play a key role in the development of planar
polarity. Basal body translational position movement occurring in radial glial
progenitors depends on the primary cilium, thus orchestrating the planar architecture of
radial glial cells and translating it to their progeny of ependymal cells (Mirzadeh et al.
2006). The movements of the basal bodies occur in connection with microtubules, actin,
non-muscle myosin |l, and cytokeratin and most likely also in relation with apical
junctions (Hirota et al. 2010; Wallinford 2010). For rotational movement, an
independent signaling pathway is involved that includes Dishevelled2, Vangl2, Celsr2
and Celsr3, which are required for ependymal motile cilia to establish the polarized
fluid flow (Guirao et al 2010; Tissir et al 2010; Wallingford 2010; Kishimoto and
Sawamoto 2012). Additionally, the passive flow of the CSF plays a refining role in the
rotational orientation of the basal bodies during ependymal differentiation (Mitchell et
al 2007; Kishimoto and Sawamoto 2012), which are locked when the ependyma matures
(Guirao et al 2010).

2. Development of corpus callosum: role of neuroepitelial cells and association
with hydrocephalus

The corpus callosum is the largest connective structure in the brain. Agenesis of the
corpus callosum is present in at least 1:4,000 live births (Guillem et al. 2003; Wang et
al. 2004). Approximately 3-5% of neurodevelopmental disorders exhibit agenesis of the
corpus callosum (Jeret et al. 1985; Bodensteiner et al. 1994) In humans, agenesis can
be caused by genetic and environmental factors (Paul et al. 2007). Genetic factors
include chromosomal abnormalities and recognizable genetic syndromes (Jeret et al.
1987; Ren et al. 2006). Environmental factors include infections by viruses, toxic
metabolic conditions, and blockage of axon growth (Paul et al. 2007). Agenesis of the
corpus callosum occurs in several human congenital syndromes (Jeret et al. 1987; Ren
et al. 2006). In CRASH and Dandy-Walker syndromes, agenesis of the corpus callosum
coexists with hydrocephalus (D’Addario et al. 2005; Sasaki-Adams et al. 2008). In a
clinicopathological study, 32% of cases with agenesis of the corpus callosum also
presented hydrocephalus Paul et al. 2007).

Early in development of the corpus callosum, which occurs in the mouse at E15.5 (E,
embryonic day), neurons located in the cingulate cortex project pioneering axons
towards the contralateral cortex (Koester and O’Leary 1994; Rash and Richards 2001).
These axons delineate a pathway used by neocortical axons to form the corpus
callosum (Rash and Richards 2001). Thus, from E16, these pioneering axons guide
subsequent callosal axons from the neocértex to cross the midline. In human embryos,
the pioneer axons cross at weeks 12-13 (Rakic and Yakovlev 1968), and the corpus
callosum is formed between weeks 14-21 (Malinger and Zakut 1993; Kier and Truwit
1996; Kier and Truwit 1997; Achiron and Achiron 2001; Ren et al. 2006).

The development of the corpus callosum requires a correct midline patterning,
formation of telencephalic hemispheres, birth and specification of commissural neurons,
and axon guidance across the midline towards their final target in the contralateral
hemisphere (Paul et al. 2007). Midline cell populations play key roles in the formation
of the corpus callosum. These populations include the midline zipper glia, the glial
wedge, the indusium griseum glia, and the subcallosal sling (Lindwall et al. 2007).
These cells have been described in human (Lent et al. 2005; Ren et al. 2006) and
mouse (Silver et al. 1982; Silver and Ogawa 1983; Shu and Richards 2001) embryos,
located rostral to the lamina terminalis in the midline in continuity with the dorsal
interhemispheric fissure (Silver et al. 1993). The subcallosal sling and the midline
zipper glia are most likely the equivalent of the massa commissuralis at the tenth week
of gestation in human development (Rakic and Yakovlev 1968; Barkovich and Norman
1988), which becomes the bed for the commissural axons of the corpus callosum.

The glial wedge and the indusium griseum glial cells are located ventral and dorsal
to the corpus callosum, respectively (Shu and Richards 2001). In the mouse, the glial
wedge cells begin to be formed at E13. They can be detected from E14, and appear to
be developed at E15, just before the projection of the callosal pioneering axons. In
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humans, the glial wedge cells are detected by week 14 (Ren et al. 2006). The glial
wedge cell bodies are located in the ventricular zone of the lateral ventricles, at the
corticoseptal boundary, and send long radial-glial-like processes towards the brain
midline. The glial wedge cells and the indusium griseum glial cells are guidepost cells
that act as sources of guidance cues that prevent axons from leaving the tract and
entering adjacent structures (Lindwall et al. 2007). The glial wedge and the indusium
griseum glial cells produce molecules such as the chemorepellants. Thus, these cells
generate a lane that is used by axons to cross the midline to form the corpus callosum.
When the glial wedge cells are experimentally excised, the corpus callosum is not
formed (Shu and Richards 2001).

3. The hyh mouse model of hydrocephalus and the development of the
ependyma

Hydrocephalus has been considered a CNS condition consisting of a net
accumulation of intraventricular or extraventricular CSF independent of hydrostatic or
barometric pressure (Raimondy 1994). The increase in CSF volume causes an
enlargement of the ventricular cavities, i.e., ventriculomegaly (McKechnie et al 2012).
The hydrocephalus origin can be congenital or acquired (Zhang 2006).

In the hyh mutant mouse, a defect in the vesicular traffic mediated by [ISNAP (Chae
et al 2004, Hong et al 2004) explains the alteration of the fate of molecules that are
present in adherens junctions (Rodriguez et al 2012). The defect in the formation of
adherens junctions during the differentiation of the ependyma triggers the disruption of
the neuroepithelium, which has been shown to be associated with a mild
ventriculomegaly and communicant hydrocephalus (Jiménez et al 2001, Paéz et al
2009, Batiz et al 2009). In the hyh mouse, later in development, the obstruction of the
narrow aqueduct due to the absence of neuroepithelium/ependyma leads to a severe
non-communicant hydrocephalus (Wagner et al 2003). The brain parenchyma astrocytes
mediate the fusion of the ventricle walls devoid of the ependymal barrier.

Currently, there is a growing body of evidence regarding the involvement of cell
junctions during ependymal development in the triggering and the evolution of
hydrocephalus, which has recently been reviewed by Rodriguez et al. (2012). This
evidence includes results from animal models and studies in humans. A consequence of
the alteration in cell junctions is the disruption of the natural barriers between the CSF
and brain with developing or mature parenchyma, which leads to developmental and
physiological abnormalities associated with hydrocephalus. A consequence of the
alteration in cell junctions is the disruption of the natural barriers between the CSF and
brain with developing or mature parenchyma, which leads to developmental and
physiological abnormalities associated with hydrocephalus.

4. Role of the astrocyte reactions associated with hydrocephalus

During development, the appearance of hydrocephalus and ventriculomegaly in
animal models and humans is associated with important damages in the cortical myelin,
which triggers astroglial and microglial reactions (Del Bigio 1993, Del Bigio et al 1994,
Takei et al 1987, Mangano et al 1998, Dominguez-Pinos et al 2006, Lopez et al 2009,
Paez et al 2009, Sival et al 2011, Deren et al 2012; Olopade et al 2012).

Astroglial reactions triggered by brain injuries are characterized by the hypertrophy
and hyperplasia of astroglial cells. Astrocyte reactions have been reported to inhibit
axonal regeneration (Botchkina et al. 1997) but have also been associated with the
secretion of growth factors and trophic molecules (Bradley 2008; Bronson and Lane
1990; Cabal-Hierro and Lazo 2012; Castejon 2010) that promote axonal re-growth
(Castejon 2010). It has been suggested that the astrocyte reaction initially protects
brain tissue and contributes to its functional recovery (Cherian et al. 2004). Therefore,
the beneficial and detrimental functional consequences of such astroglial reactions are
under debate (Chertoff et al. 2011; Cragnolini et al. 2012; Cui et al. 2011). The
astrocyte reaction that occurs in the brain of hydrocephalic animals has been thought to
be a harmful phenomenon, leading some authors to test the effects of anti-inflammatory
drugs in rats that have been made hydrocephalic postnatally (Del Bigio and Bruni 1991;
Del Bigio 2000). Foetal-onset hydrocephalus in the mutant hyh mice and in human
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foetuses is associated with defects in the neuroepithelium/ependyma (Del bigio 2000;
Flood et al; 2001; Dombrowski et al. 2008). Such defects result in the loss of the
neuroepithelium/ependyma and in a subsequent astroglial reaction that leads to a new
cell layer lining the denuded ventricular surface (Didier et al. 2003; Dombrowski et al;
2003; Ghosh 2012). The functional significance of the new brain parenchyma/CSF
interphase formed by reactive astrocytes is not known, and has been studied in the
present Doctoral Thesis.

In the nervous tissue, tumour necrosis factor alpha (TNFa) has been reported to be
produced by microglia, astrocytes, neurons and infiltrating immune cells (Deng et al.
2010; Hofman et al. 1989; McCoy and Tansen 2008; Medana et al. 1997; Park and
Bowers 2010; Rathnasamy et al. 2011; Rossi and Volterra 2009), where it activates
astrocytic and microglial reactions (Selmaj et al. 1990; Tseng et al. 1999). TNFa is a
multifunctional cytokine that exerts a wide range of pleiotropic effects, such as
proliferative responses to inflammation, mediation in immune responses and cell death
(MacEwan 2002). Thus, TNFa plays a critical role in the pathogenesis of chronic
inflammatory diseases (Brradley 2008; Horiuchi et al. 2001), including multiple
sclerosis (Ghosh 2012; Hofman et al. 1989; McGuire et al. 2012), Parkinson’s Disease
and Alzheimer’s Disease (Fillit et al. 1991; Montgomery and Bowers 2012; Morales et
al. 2010). TNFa presents two active forms: one is a transmembrane signalling molecule
with yuxtacrine action (Pérez et al. 1990) and the other is a soluble cytokine (MacEwan
2002). The soluble form is derived from the proteolytic cleavage of the transmembrane
form (Kriegler et al. 1988). The activities of the two forms of TNFa are mediated
through two different receptors: TNFaR1 (p55) and TNFaR2 (p75). Whereas the
transmembrane form of TNFa activates both TNFaR1 and TTNFaR2, the soluble form of
TNFa largely acts through binding TNFaR1 (Cabal-Hierro and Lazo 2012; Grell et al.
1995). The soluble form of TNFa can present a proinflammatory or cytotoxic effect,
inducing cell death through two different signalling pathways mediated by the TNFaR1
receptor (MacEwan 2002; Tracey et al. 2008). However, TNFa can present a dual role
and can be either neurotoxic or neuroprotective in a concentration-dependent manner
(Chertoff et al. 2011). These dual roles have also been linked with the activated
receptor types (Fischer et al. 2011).

Another factor, transforming growth factor-beta 1 (TGFB1), has been described as
playing a role in the pathogenesis of posthaemorrhagic and communicant
hydrocephalus (Cherian et al. 2011; Douglas et al. 2008; Flood et al. 2001; Whitelaw et
al. 1999). TGFB1 plays a protective role in neuropathologies (Makwana et al. 2007). It
has been reported to be able to promote axonal regeneration in the hippocampus in
vitro (Abe et al. 1996), and it protects the hippocampal neurons after global cerebral
ischemia (Henrich-Noack et al. 1996), where has been reported to be secreted by
microglia (Lehmann et al. 1995; 1998).
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AIMS OF THE STUDY

1. The first objective is to describe the development of the ventricle surfaces in
normal mice. This description can help to understand the reason of the
differential affectation of the ependyma during hydrocephalus.

2. The second objective is to find, in the hyh mouse model of congenital
hydrocephalus, a relationship between the agenesis of corpus callosum and the
alteration in the program of development in the neuroepithelium.

3. The third objective is study the role of the periventricular astrocyte reaction
that takes place covering ventricle surfaces that lack of ependyma. In particular
in the study has been studied the role of the reaction as a new interphase
between the ventricle CSF and the brain parenchyma and the production of
TNFa.
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MATHERIALS AND METHODS
Animals

Mutant hyh mice (hydrocephalus with hop gait, B6C3Fe-a/a-hyh/J strain) and their
control littermate wild-type (wt) mice were used. Mice were obtained from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME) and were bred in the Animal Experimentation Service of
the University of Malaga. Housing, handling, care and processing of animals was
carried out according to European and Spanish laws (DC 86/609/CEE and RD
1201/2005) and following the regulations approved by the council of the American
Physiological Society. Gestational day 0.5 (E0.5) was designated when the presence of
a vaginal plug was evident in a pregnant female. Pregnant dams at gestational days
between E15.5 to E18.5 were sacrificed by cervical dislocation and the embryos were
removed by laparotomy. Animals at postnatal ages were were sacrificed using
anesthetisation with Dolethal (sodium pentobarbital; Vétoquinol, Lure, France;
intraperitoneal administration, 0.2 mg/g bodyweight). For RT-PCR analyses, mice were
sacrificed using cervical dislocation.

All animals used in this work were genotyped as described in Batiz et al. (2009) The
double homozygous mice for the mutated a-SNAP protein (snap(-/-)) were assigned as
hyh mice, and normal mice (snap(+/+)) were assigned as wild type (wt). Heterozygous
mice for a-SNAP were used only to obtain homozygous hyh embryos.

Scanning electron microscopy

Brain from embryos and neonate mice were disected out. Cold 2.5% glutaraldehyde
in phosphate buffer was injected into the cavities during 2 min. The blocks of tissue
containing different ventricular regions were postfixed in the same fixative overnight at
4°C. After dehydration and critical point drying, the blocks of tissues were coated with
gold and visualized under a scanning electron microscope using a secondary electron
detector.

Immunocytochemistry and immunofluorescence

wt and hyh mice at postnatal ages were transcardially perfused with either 4%
paraformaldehyde diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.4, or Bouin’s fixative.
Embryos were fixed immersed in the paraformadlehyde solution. Fixed brains were
removed and postfixed in the same solution for 24 h (paraformaldehyde, at 4°C) or 48-
72 h (Bouin, at room temperature). Paraformaldehyde-fixed brains were cryoprotected
in 30% sucrose to obtain frozen sections (40 uym thick) that were later immunostained
with a free-floating section-staining protocol. Bouin-fixed brains were embedded in
paraffin, and 10-uym-thick serial sections were obtained.

Paraffin sections were hydrated and incubated in the first antibodies. Appropriate
secondary biotinylated antibodies and ExtrAvidin conjugated with peroxidase (Sigma)
were subsequently used. 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Sigma) was
used as an electron donor. Antibodies were diluted in 0.01 M phosphate saline buffer,
pH 7.4, containing Triton-X100, bovine albumin, and normal sera. Incubations were
performed at 22°C for 18 h for the primary antibodies and for 1 h for the secondary
antibodies and ExtrAvidin. Some of the sections were stained with haematoxylin-eosin.

Hydrated paraffin sections, vibratome sections and frozen sections were incubated
in the first antibodies followed by the appropriate secondary antibodies: donkey anti-
goat IgG, goat anti-rabbit 1gG conjugated with Alexa Fluor 488, 568, 568, or 594
(1:2000 dilution; Molecular Probes, Carlsbad, CA) and goat anti-chicken IgY (ab6569,
Abcam).

Antibodies were diluted in 0.01 M phosphate buffer saline, pH 7.4, containing bovine
serum albumin, normal sera, and 0.05% Triton-X100.

Sections processed for immunofluorescence, mounted in Vectashield (Dako,
Glostrup, Denmark) and studied under an epifluorescence Zeiss microscope and Leica



TCS NT and Leica SP5 |1l
projections in Z-axis were obtained with confocal laser microscopy and processed with

ImageJ software (NIH, USA). DAPI (Molecular Probes) nuclear staining (DAPI) was

confocal

microscopes.

Serial

1 um

used in some sections for confocal and fluorescence microscopy.

Primary antibodies were used against:

Primary antibody

Anti-A2B5

Anti-BLBP

Anti-Calbindina D-
28K

Anti-Calretinina

Anti-GFAP

Anti-GFAP
Anti-Glia Radial
Anti-NCAM
Anti-Nestina

Anti-PCNA

Anti-S100p

Anti-Tubulina g Il
Anti-Vimentina
Anti-TNFa
Anti-TNFa
Anti-TNFaR1

Anti-TNFaR1

Anti-Aquaporina 4
Anti-EEA1
Anti-lba1
Anti-Tubulina B IV

Anti-Tubulina B IV

Reference

Chemicon, MAB312

Cedido por Dra. M. Gotz
Max-Planck Inst.

Swant, Ref: CB38

Swant, Ref: 7699/4

Biogenesis, Ref: 4650-
0100

Sigma, Ref: G3893
DSHB, Ref: RC2
DSHB, Ref. 5B8
DSHB, Ref. Rat-401

Oncogene, Clon PC10
Ref: NAO3

Biogenesis, Ref: 8200-
0184

Promega, Ref: Clon 5G8
Sigma, Ref. V4630
Abcam, Ref: ab34717
Sigma, Ref: T8300
Sigma, Ref: SAB4502988

Santa Cruz
Biotechnology, Ref:
SC7895

Sigma, Ref: A5971
Affinity Bioreagents INC
Wako, Ref: 019-19741
Abcam, Ref: ab16059

Sigma, Ref: T7941

Concentr
ation

1:1000

1:3000

1:3000

1:3000

1:100

1:1000

1:200

Pure

1:200

1:400

1:5000

1:500

1:100

1:200

1:1000

1:2000

1:400

1:200

1:500

1:100

1:400

thick planes and

Inmunoglobulin

Mouse

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Rabbit

Mouse

monoclonal IgM

policlonal 1gG

policlonal 1gG

policlonal 1gG

policlonal 1gG

monoclonal IgM
monoclonal IgM
monoclonal IgM
monoclonal IgM

monoclonal IgM

policlonal 1gG

monoclonal IgM

Goat policlonal 1gG
Rat monoclonal IgG
Rabbit policlonal IgG
Rabbit policlonal IgG

Rabbit policlonal 1gG

Rabbit policlonal IgG
Rabbit policlonal 1gG
Rabbit policlonal IgG
Mouse monoclonal IgG

Mouse monoclonal IgG



214

After incubations in the primary antibody, appropriate fluorescent secondary
antibodies were used.

Adjacent sections from the series were processed for double immunofluorescence.
This allowed the same brain regions to be analysed with a series of antibodies.

Lectin binding

Lycopersicon esculentum lectin (tomato lectin, TL; affinity = N-acetylglucosamine,
N-acetylgalactosamine) was used. Sections were incubated with biotinylated TL (Vector,
Burlingame, CA), 5 pg/ml in phosphate buffered saline, pH 7.3, for 1 h, at 37°C.
Incubation in ExtraAvidin (1:2000) was for 30 min at 20°C. Histochemical detection was
performed using DAB.

In situ hybridization

Embryos at E14.5 to E18.5 and newborns at 1 to 7 days of postnatal age (P1 to P7)
were processed for non-radioactive in situ hybridization using digoxigenin labeled
riboprobes. Sampling was as follows: E14.5, 18 hyh and 18 wt; E15.5, 18 hyh and 18
wt; E16.5, 15 hyh and 15 wt; E17.5, 15 hyh and 15 wt; E18.5, 15 hyh and 15 wt; P1, 15
hyh and 15 wt; P4, 12 hyh and 12 wt; P7, 12 hyh and 12 wt. Mouse embryos were fixed
by immersion or vascular perfusion with 4% buffered paraformaldehyde. Then, they
were kept at 4°C until dehydration in methanol/PBT (PBS, 0.1% Tween-20). After
rehydration, the telencephalon was dissected out and immersed into a gelatin/albumin
solution (30% albumin and 0.5% gelatin in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.3) containing
1.25% glutaraldehyde. Vibratome sections (200 upm thickness) were obtained,
dehydrated in methanol/PBT, and kept at -20°C overnight. Single in situ hybridization
was performed for whole-mount preparations. Probes were labeled with digoxigenin-
UTP (Boehringer, Ingelheim, Germany) using the Riboprobe Gemini System Il Kit
(Promega, Madison, WI). Labeled probes were added to the hybridization buffer at a
concentration 1-2 mg/ml. Sections were hybridized at 70°C overnight. An anti-
digoxigenin-alkaline phosphatase-coupled antibody was used to detect the probes
(1:2,000; 11-093274916, Boehringer). Alkaline phosphatase activity was revealed using
NBT/BCIP as a substratum. In all cases, nonspecific signal was not observed with the
sense probes. Stained sections were flat-mounted on poly-L-Lysine-treated slides with
80% glycerol in PBT. Riboprobes for Tag1 (transient axonal glycoprotein), Thr1 (T-box,
brain, 1), and Tis21 (TPA-inducible sequences 21). Tis21 is an anti-proliferative gene
involved in the control of cell cycle progression, specifically in the G1 to S transition,
and is specifically expressed in neurogenic precursor cells but not in postmitotic
neurons during embryonic neurogenesis. Tis21 protein switches neuroepithelial cells to
their non-proliferative stage.

Dil-tracing of callosal axons in fixed brains

Embryos were obtained as described above from E14.5 to E18.5: E14.5, 2 hyh and 2
wt; E15.5, 4 hyh and 3 wt; E16.5, 4 hyh and 3 wt; E17.5, 4, hyh and 3 wt; E18.5, 2 hyh
and 2 wt; and fixed in 4% buffered paraformaldehyde. Very small crystals of Dil (1,1-
dioctadecyl-3,3,3",3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate; D-3911, Molecular
probes) were carefully inserted into the frontal cortex of partially dissected fixed
embryos. Then, brains were immersed in fresh 4% buffered paraformaldehyde and
incubated at 37°C for 3 weeks. Finally, consecutive frontal sections (300 pym thick) were
sliced with a vibratome and stored at 4°C. Dil-tracing was observed under
epifluorescence.

Dil-tracing of the pioneering axons in organotypic culture of brain slices

Brains of embryos at E14.5 (9 wt and 9 hyh) and E15.5 (9 wt and 12 hyh) were
dissected out while immersed in ice-cold L15/F12 medium, pH 7.3 (50% Leibovitz’s L15
medium, Life Technologies, Carlsbad, CA; 50% F12 nutrient mixture, Life Technologies).
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Then, brains were immersed in 3% low-melting agarose (Gellyphor, Euroclone, Siziano,
Italy) to obtain frontal 300 pm thick slices with a vibratome. Sections were collected in
ice-cold L15/F12 medium and transferred onto filter inserts (31.5 pm diameter, 0.4 pm
pore size; Merck Millipore, Billerica, MA), in dishes containing 1 ml of sterile filtered
medium with serum (DMEM containing 8% F12 nutrient, 1% N-2 supplement, 15%
glucose, 1% penicillin- streptomycin, 0.5% L-glutamine, and 5% heat inactivated fetal
calf serum). After 1 h in a sterile incubator (37°C, 5% CO2), the medium was
substituted for neurobasal medium, pH 7.3 (Life Technologies), containing 2% B27
supplement (Life Technologies), 15% glucose, 1% penicillin-streptomycin (Sigma), 0.5%
L-glutamine (Sigma), and 2.5% heat inactivated fetal calf serum (Life Technologies).
Immediately after this step, a very small crystal of Dil was placed into the cingulate
cortex of the brain slices, and they were incubated in sterile conditions (37°C, 5% CO2)
for 48 h. Finally, slices were fixed in 4% buffered paraformaldehyde at 4°C for 24 h.
Some fixed slices were processed for immunofluorescence using the anti-GFAP
antibody.

Data analysis

The following analyses were carried out for immunofluorescence. 1) The relative
optic density of aquaporin 4 immunoreaction in ependymal cells and astrocytes
compared to that of the perivascular end feet of astrocytes. 2) The total area occupied
in frozen sections by the early endosomal compartment (EEA-1 immunoreactive) per
ependymal cell or astrocyte. For each section, the sum of the area of all endosomes
was calculated in the latero-medial ventricle wall of wt and hyh mice and divided by the
number of astrocytes or ependymal cells covering such surfaces. These analyses (1
and 2) were performed in frozen sections of the brain of 4 wt and 4 hyh mice at P20,
processed for double immunofluorescence for aquaporin 4/GFAP or EEA1/GFAP, both
with DAPI counterstaining. 3) The cell density of the astrocyte network at specific sites
of the abnormal ventricles was estimated using whole mounts of ventricular walls of 4
hyh P20 mice processed for immunofluorescence for GFAP. 4) The degree of
penetration of intraventricularly injected HRP into the brain parenchyma, at specific
sites of the ventricular cavities was estimated in paraffin sections of the brain of 4 hyh
P8 mice immunostained using anti-HRP. AIll analyses (1-4) were made using
micrographs from laser scanning microscopy and light microscopy using the software
Visilog 6 (Noesis, Rolles, France). Statistical analyses were performed using SigmaStat
(Systat Software, San Jose, CA) and KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, PA).

In all procedures, statistical analyses were performed using KaleidaGraph (Synergy
Software, Reading, PA, USA) and Microsoft Excel 12.2.4 (Microsoft Corporation). A p <
0.05 according to Student’s t test was considered statistically significant.

Retrotranscription and real-time PCR

The hippocampi of the right hemisphere of wt (P30, n= 18; P90, n = 8; P180, n = 2)
and hyh (P30, n= 13; P90, n = 7; P180, n = 2) mice were quickly removed under cold
conditions, frozen in dry ice, and stored at -84°C. Total RNA was extracted using the
Tripure Isolation Reagent (Roche, Basel, Switzerland). Contaminating DNA was
removed by incubation with DNAase (Sigma, St Louis, MO, USA), and DNA removal was
confirmed by the PCR analysis of total RNA prior to reverse transcription. The integrity
of the RNA samples was assessed by agarose gel electrophoresis. The yield of total
RNA was determined by measuring the absorbance at 260 nm of ethanol-precipitated
aliquots of the samples. The recovery of RNA was comparable among all groups. The
protein pellets, obtained using the Tripure Isolation Reagent, were re-suspended in 4%
SDS and 8 M wurea in 40 mM Tris-HCI, pH 7.4, and rotated overnight at room
temperature.

Retro-transcription was performed using random hexamers, 3 pg of total RNA as the
template and the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), following the manufacturer’s recommendations. For real time RT-PCR, each
specific gene product was amplified using commercial Tagman probes (20x Assays-on-
Demand Gene Expression Assay Mix: GAPDH, Ref. Mm99999915_g1; TNFa, Ref.
MmO00443258_m1; TNFaR1, Ref. Mm00441875_m1; and iNOS, Ref. Mm00440485_m1),
following the instructions provided by the manufacturer (Applied Biosystems), and
specific primers (TGFB1: UP 5"TGGAGCAACATGTGGAACTC3", LO 5
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"CAGCAGCCGGTTACCAAG3"; and GFAP: UP 5 CTCCAACCTCCAGATCCGAG3", LO 5
"TCTGACACGGATTTGGTGTCC3"). For real-time detection and quantification, an ABI
Prism 7000 sequence detector was used (Applied Biosystems). For each assay, a
standard curve was first constructed, using increasing amounts of cDNA. In all cases,
the slopes of the curves indicated optimal PCR conditions (slopes of 3.2-3.4). The
cDNA levels of the different mice were determined using glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) as a housekeeper gene. The amplification of the housekeeper
gene was performed in parallel with the gene to be analysed. The results were
normalised against GAPDH expression. The results were always expressed using the
comparative Ct method, following the instructions received from Applied Biosystems. As
a control condition, we selected the P30 wt mouse. Consequently, the expression levels
of all tested genes, for all ages and mice types, were referenced against the expression
levels observed in the P30 wt mouse.

Flow cytometry

The hippocampi from both hemispheres of wt (n= 22) and hyh (n= 17) mice at P30
were quickly removed under cold conditions and converted into single cell suspensions
in PBS containing 0.1% Triton-X100, using a micropipette. The cells were pelleted after
centrifugation and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes. Following
fixation, 200 pL of the cell suspensions was incubated with mouse anti-GFAP (1:1,000
dilution) or anti-lba1 (1:1,000 dilution) for 24 h at 4°C and then incubated with donkey
anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:1,000 dilution) for 1 h at 4°C. All antibodies were diluted
in PBS containing 0.05% Triton-X100. Researchers were blinded by using unlabelled
tubes containing samples with or without secondary antibodies. Between 60,000 and
100,000 events were counted for each sample, using a Dako Cytomation MoFlo cell
sorter (Dako, Glostrup, Denmark). Each experiment was repeated at least twice, and
the results were compared for consistency.
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RESULTS AND DISCUSSION
Development of the ventricle surfaces

The development of the ventricle surface of normal mice has been studied between
E12 to P30 under scanning electron microscopy. Three different types of surface has
been distinguished:

-Type |. This surface lacks of cilia and microvilli but is rough. Sometimes present a
one short cilium. This surface appears present in the early stages of development (E12-
E16), and probably corresponds to neuroepithelial cells.

-Type Il. This surface present one short and thick cilium. The surface is smooth, but

present microvilli in the cell borders. This surface probably corresponds to radial glial
cells.
-Type Ill. In this surface multiciliated and monociliated/biciliated cells are present.

In the later case, cilia are long and the surface can also present microvilli.

-Type IV. In this surface multiciliated cells are only present, corresponding to mature
ependyma.

In the floor plate of the fourth ventricle appeared the first ciliated cells

The results obtained in this Doctoral Thesis using an analysis of the ventricular
surfaces SEM have revealed that maturation neuroepithelium generally follows the
rostral and caudal to dorsal-ventral pattern described in mouse Bruni (1985; 1988) and
human Sarnat (1992; 1995).

Basically it was observed that the neuroepithelium a surface devoid of cilia and rough.
However, the advent of radial glia cells within the neuroepithelium is manifested by the
development of a single short cilium. Finally, most of the ependyma resulting from
terminal differentiation of cells of radial glia (Tramontin et al. 2003; Spassky et al.
2005) has a surface multiciliated. Considering the aspect of the surfaces, it has been
observed that within a basal wing or plate, there is also a gradient in the differentiation
of the neuroepithelium from the midline to the lateral regions. This type of evidencein
the maturation of neurepithelium cam explain the pattern followed by its
misdevelopment in the hydrocephalic hyh mice (Jiménez et al. 2001). The ages and
areas where the detachment of neuroepithelial cells occurs, correspond to a moment
when there is not still exist multiciliated ependyma. For example, in the hyh mice,
detachment of neuroepithelium appears in the region adjacent to the floor plate in the
fourth ventricule at E12 (Jiménez et al. 2001; Batiz et al. 2009). At this stage, the
surface of the 4V is formed by neuroepithelium and radial glial cells. The multiciliated
ependyma appears in the 4V at P1 (results in this Thesis). Therefore, the concept of
denuding ependyma regarding hydrocephalus would be meaningless. In this line, recent
articles describing impaired ZV regarding hydrocephalus, define a disruption of ZV
occupied by stem cells (Rodriguez et al. 2012; Guerra et al. 2015).

The appearance showing the surfaces that are immature (with presence of uniciliadas
cells) agree with an activity of neuroepithelium or radial glia. For example, still they
observed in the roof of the pipeline flow to P14. These data are consistent with
ependimogénesis activity that occurs in this region in the mouse described by Batiz et
al. (2011). Precisely this ability has allowed explain the expandability that has that
ventricle in hydrocephalic mice hyh (Pérez-Figares et al 1998; 2011 Batiz et al. 2011).
For example, still they observed in the roof of caudal aqueduct until to P14. These data
are consistent with ependimogenesis activity that occurs in this region in the hyh
mouse described by Batiz et al. (2011). Precisely, this ability has allowed explain the
expandability that has that ventricle in the hydrocephalic hyh mice (Pérez-Figares et al
1998; Batiz et al. 2011).

In some ventricular surfaces it has been possible to distinguish regions with immature
appearance with only cilia, which are kept in developing longer. These regions may
have functional significance. For example, one region located dorsal between the
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caudal aqueduct and fourth ventricle may correspond to the organizing isthmic region
(see Fig. 23 in results). The isthmic organizer is the anterior segment of the hindbrain
with morphogenetic activity, sending diffrentiating signal to rostral and caudal regions
(Echevarria et al. 2003).

On the walls of the lateral ventricles are common uniciliated cells that may correspond
to SVZ stemm cels (Merkle and Alvarez-Buylla, 2006). It has been observed that are
specially plentifun, even in mature mice in the rostral portion of the VL, including the
medial wall. This evidence would agree with the boundaries of the surface occupied by
the neurogenic SVZ described by Alvarez-Buylla et al. (2008).

The surface of the ventricular midline, the floor plate, present blebs where remain
until at least two weeks old age. The floor plate is an imortant signaling center that
controls the ventral regional differentiation and axon guidance (Strale et al. 2004). In
rats is shown with scanning electron microscopy that the cells in that region have a
glandular appearance with apical protrusions that may correspond to the observed
blebs (Rodriguez et al. 1996; Del Brio et al. 2001). In in vitro conditions, cow explants
from floor plate it has been shown to produce SCO-Spondin, a molecule that also
secretes the ependymal gland, the subcomisural organ (Guifiaza et al. 2002). The
collicular recess, on the roof of caudal cerebral aqueduct has also shown the presence
of blebs which has also been described in sheep and goat fetuses (Rajtova and
Kacmarik 1998). The colicular recess has been described as a circunventricular organ
with secretory characteristics (Stumps et al. 1977).
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Agenesis of corpus callosum

Failing in the development of the corpus callosum in the hyh mouse with mild
hydrocephalus

In the hyh mouse, at the stages between E15.5 and E16.5, in which the corpus
callosum develops, hydrocephalus was still mild and in particular the lateral ventricles
were not enlarged or even they were collapsed, and a cyst of the third ventricle
between the telencephalic hemispheres was not still perceptible. In the wt mice, the
corpus callosum was detectable at E16.5, and appeared well developed at E17.5. In
contrast, whereas the anterior commissure was present in the hyh mouse at these
stages, the corpus callosum and the hippocampal commissure were absent. At postnatal
ages, the fibers that in hyh mouse should form the corpus callosum were observed
constituting Probst’s bundles, or located in the midline white matter. Tracing of the
callosal fibers with Dil in fixed tissue of hyh embryos at E17.7 proved the absence of
contralateral hemispheric connections, and therefore the agenesis of the corpus
callosum. In these hyh embryos, most of the Dil-labeled fibers were found in the
ipsilateral hemisphere directed ventrally towards the lateral ventricle.

Presence of the projecting neurons in the cingular and frontal cortices of the hyh
mouse

Probes for tbr1 mRNA labeled neurons in the neocértex of wt and hyh mice at E14.5,
stage in which they should project pioneering axons. In addition, probes for tag1 mRNA
hybridized in the cortical neurons of both wt and hyh mice at E15.5.

Selective affectation of the glial wedge development in the hyh mouse

In the first postnatal days, when development of the corpus callosum is concluded,
the glial cells of the indusium griseum still remain detectable in the wt and hyh mice.
These glial cells appeared GFAP+, expressing tis21, and displaying radial long basal
processes.

The subcallosal sling cells were detected expressing of calretinin. In wt and hyh
mice they were detected constituting a row of cells bordering dorsally the septum.

In the wt mouse at E15.5, RC2 antibody and antibodies against GFAP, nestin, and
BLBP labeled the glial wedge cells, which were found displaying a radial arrangement
and long basal cell processes. Later during development of the corpus callosum and at
postnatal ages, multipolar radial cells at the glial wedge derived to GFAP+ astrocytes.
In the hyh mouse at E15.5, it was noticeable that particularly the area of the glial
wedge is specifically disrupted, but not the neighboring ventricular zone at the lateral
ventricle. The pancadherin antibody, which labels the N-cadherin cell adhesion
molecule, pointed out the disruption of the junctions between the glial wedge cells.
Nestin labeling also revealed a disruption in the radial organization of the glial wedge
cells of the hyh mouse at E15.5. The disruption of the epithelial organization of the
glial wedge allowed the abnormal presence of tubulin BIII+ cell processes occupying
the ventricular zone . In the wt mouse at E15.5, tis21 can be detected in the
specialized cells of the glial wedge, in the same way as the neighbor neuroepithelium.
The selective disorganization of the glial wedge was also perceived with the labeling of
tis21 riboprobes.

Failing in the interhemispheric midline crossing of the pioneering axons in the hyh
mouse

The pioneering callosal axons were labeled with anti GAP43, allowing their detection
arising from the cingulated cortex of wt and hyh mice at E15.5. In the hyh mouse,
instead of directing towards the interhemispheric midline, several of the callosal
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pioneering axons were abnormally found turning towards the disrupted glial wedge.
Application of Dil into the cingular cortex of brain slices from wt and hyh mice, obtained
at E14.5 and E15.5 and maintained under organotypic culture conditions, allowed the
labeling of the growing pioneering callosal axons. In wt brain slices, after twenty-four
or 48 hours in vitro, those tagged axons were detected crossing the midline. In
contrast, in brain slices from hyh mice, although those tagged axons were found
elongating, at the level of the corticoseptal boundary they were detected turning
towards the ipsilateral lateral ventricle, thus failing to cross the midline.

In the present investigation that has been carried out in the hyh mutant mouse
model presenting congenital hydrocephalus with an interhemispheric cyst, the agenesis
of corpus callosum cannot be interpreted as a maformative consequence due to the
presence of an interhemispheric cyst or ventriculomegaly. The development of the
corpus callosum was found taking place at stages when the interhemispheric cyst was
not still present and the lateral ventricles were collapsed. In fact, ventriculomegaly at
the lateral ventricles occurred at postnatal ages in the hyh mouse. However, alterations
in the glial wedge cells development in the neuroepithelium can explain the cause of
the corpus callosum agenesis.

The radial glial cells constitute a heterogeneous cell population located in the
neuroepithelium that supports cell migration during the brain development. In the
present study, this subpopulation of radial glial cells was found specifically affected by
an intrinsic defective program of development of the neuroepithelium, which has been
previously described in the hyh mouse. That program follows a temporo-spatial pattern
according to the cell differentiation in the neuroepithelium/ventricular zone (Jiménez et
al 2001). The cells of the glial wedge differentiate earlier that the neighbor
neuroepithelium, and express GFAP prior to other regions of the dorsal telencephalo.
The glial wedge cell can be supposed altered during the program of cell differentiation
in the neuroepithelium at difference of the neighbor areas. In the hyh at E15.5 glial
wedge organization was been found disrupted and its cells did not display radial
morphology, and later in the development at postnatal ages they were absent.

At difference to the glial wedge cells, the indusium griseum glial cells are astrocytes
that are not located in the neuroepithelium in the ventricular zone. Here, we have found
that at difference to the glial wedge, the indusium griseum glial cells are developed in
the hyh mouse.

In the hyh mouse, when the growth of callosal pioneering axons was experimentally
tagged applying Dil in organotypic culture of brain slices, the traced axons were not
able to cross the midline after 24 hours. In contrast, they displayed a wrong direction
turning towards the ipsilateral lateral ventricle. Accordingly, immunostaining of
pioneering axons using anti-GAP43 in fixed brain sections revealed the existence of
such wrong direction in the hyh mouse. This body of evidence suggests the existence of
guiding problems for such axons. Both, the glial wedge cells and the indusium griseum
glial cells are known sources the chemorrepellant molecules such as slit. Thus, it is
supposed that they create a lane for guiding the axons to cross the midline. The
presence of the repellant effect from the glial cells of the indusium griseum and its
absence from the glial wedge could explain the defective direction taken by the
pioneering axons.

In human, the agenesis of the corpus callosum is an anatomical feature present in
several diseases. Some of them also exhibit hydrocephalus. Therefore, it is plausible
that in some cases molecules or mechanisms failing in the corpus callosum formation
are also involved in hydrocephalus. For instance, the disruption or mutation of Nfia and
Nfib genes, which are essentials for the midline glia involved in the development of the
corpus callosum, causes its agenesis, defects in the hippocampal commissure, and
hydrocephalus at the same stage of development.

The hyh mouse presents a moderate communicating hydrocephalus during the
development at the moment of the formation of the corpus callosum. Later, the hyh
mouse develops an interhemispheric cyst covered with ependyma form the dorsal third
ventricle (Pérez-Figares et a.l 1998.) The present results show that ventriculomegaly
and third ventricle cyst are formed when the main part of the corpus callosum should be
already developed. In fact, such symptoms of hydrocephalus aggravation take place
during the first postnatal week, when hydrocephalus in the hyh mouse became non-
communicating (Wagner et al. 2003; Paez et al. 2007). Therefore, the absence of
formation of the corpus callosum can be considered malformative instead of a
malformation due to the development of an interhermispheric cyst or ventriculomegaly.
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The present study represents a basis to propose that, in some human syndromes, a
common problem in the development of the ventricular zone cell populations can
underlie the coexistence of hydrocephalus with the agenesis of the corpus callosum.
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Role of the periventricular astrocyte reaction in the evolution of hydrocephalus
The differences in the evolutionary forms of hydrocephalus in the hyh mouse

In hyh mutant mice at 4 days of age (P4), shortly after the closure of the caudal
cerebral aqueduct, hydrocephalus was found to become severe. In most of the mutant
hyh mice, the pathology causing their deaths occurred approximately 30-40 days after
birth, and these results are in agreement with those described by Batiz et al. (2006).
Hydrocephalus and ventriculomegaly in the lateral ventricles was found affecting the
neocortex and hippocampus. The neocdértex presented a periventricular oedema
associated with the degeneration of the commissural fibres of the external capsule
during the first week of life. A periventricular astrocyte reaction was found covering the
ventricle surfaces lacking an ependyma in the main part of the ventricular system,
including the hippocampus. The mice used for the present study at P30 presented the
severe form of the disease, which displayed a marked macrocephaly, as described by
Batiz et al. (2006). They appeared to be seriously ill, and they were perceived as being
susceptible to death within days. In contrast, the hyh mice that were able to survive to
90 (P90) and 180 (P180) days of postnatal age, while displaying the symptoms
described by Bronson and Lane (1990) presented conditions that were not apparently
critical, in correspondence with the evidence described by Batiz et al. (2006). These
mice were considered to be presenting a compensated form of hydrocephalus.

The absence of significant differences in the levels of TGF 1 mRNA in hyh mice with
different evolutionary forms of hydrocephalus

To examine whether TGFB1 could be related to the evolution of hydrocephalus in the
hyh mice, the mRNA levels of this factor were quantified. No significant differences in
the mRNA levels were found in the hippocampus between hyh and wt mice at any age
(P30, P90 and P180) examined.

TGFB1 has been described as playing a role in the pathogenesis of
posthaemorrhagic and communicant hydrocephalus (Jiménez et al. 2014). This factor
has a fibrogenic effect that leads to scar formation around blood vessels, in the glia
limitans, and in the subarachnoid space, thus contributing to the impairment of CSF
absorption and to the perivascular drainage of interstitial fluid, reducing cerebral
compliance (Johanson et al. 1999). TGFB1 controls glial reactions, inhibiting microglial
and astroglial proliferation (Jones et al. 1998; Lindholm et al. 1992; Makwana et al.
2007; Vergeli et al. 1995). TGFB1 has been implied in the regulation of the expression
of GFAP in the reactive astrocytes present in neurodegenerative brain diseases and
experimental injuries (Krohn et al. 1999; Logan et al. 1994; Romao et al. 2008; Sousa
et al. 2004). An upregulation of GFAP has been detected in the present study in both
the severe and compensated forms of hydrocephalus in the hyh mouse. However,
TGFB1 levels in the mutant mice were not significantly different when compared with
those in wt mice and were also not significantly different between the severe and
compensated disease forms. Thus, it can be suggested that TGFp likely does not play a
key role in the evolution of congenital hydrocephalus in the hyh mouse. Nevertheless,
the effects cited above for TGFB1 cannot be discounted during the initial stages of the
formation of the astrocyte reaction in the origin of the disease.

The presence of periventricular astrocytic reactions in the hyh mouse

In normal mice, the multiciliated ependyma forms a single cell layer that was readily
recognized by the expression of the S1008 protein, tubulin BIV and the intermediate
filament protein vimentin. Ciliated ependyma did not express GFAP. In mature hyh mice,
most of the ventricular surface lacked ependyma due to its disruption during
development. Nevertheless, multiciliated ependymal cells that resisted denudation
remained in situ as small patches located consistently at specific sites of the
ventricular walls. The brains of the hyh mice displayed an astrocytic reaction covering
the ventricle surfaces of most of the ventricular system, including the alveus side of the
hippocampus. In the areas lacking ependyma, astrocytes formed a glial layer that
covered the denuded ventricular surface. These cells lacked cilia and expressed the
intermediate filament proteins GFAP and vimentin. The levels of GFAP mRNA in the
hippocampus of hyh mice at P30 and P90 were quantified and were found to be at least
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two-fold greater than the levels observed in the wt mice. However, there were no
significant differences found between hyh mice at P30 and P90.

The expression of TNFpB and its receptor TNFBR1 in reactive astrocytes in the hyh
mouse

The expression pattern of TNFB was studied by immunolabelling frozen sections of
the mouse brain cortex with three different antibodies. All of the antibodies revealed
similar results. During the first days of postnatal life in both wt and hyh mice, TNFp
immunoreaction was only detected in the meninges and in the neighbouring brain
parenchyma. Later, at the end of the first postnatal week of the hyh mice, the stage
during which hydrocephalus was becoming severe, it was also possible to detect a
diffuse immunoreaction in the brain parenchyma, in astrocyte perivascular endfeet, and
in cells covering the ventricle surfaces. In mature mice, in agreement with the results
obtained from real-time PCR, the presence of a diffuse immunoreaction to the TNFp
antibodies could be perceived more strongly in the sections of the hyh mice at P30 than
in those of wt mice at P30 or in those of hyh mice at P90.

In the hydrocephalic mice, starting from the first week of life, TNFB+ cells were
detected covering the ventricle surfaces of the neocdrtex and the alveus of the
hippocampus. GFAP and vimentin antibodies, the former an astrocyte marker and the
latter an intermediate filament protein present in reactive astrocytes, displayed
colabelling with the different TNFf antibodies in these cells. Therefore, TNFB was
present in the reactive astrocytes that cover the ventricle surfaces denuded of the
ependyma of the neocdrtex and hippocampus. Similar evidence was also found for other
ventricular surfaces in addition to the lateral ventricles. TNFB-GFAP colabelling, by
contrast, was not detected in the cell bodies and main cell processes of the non-
reactive astrocytes located inside the brain parenchyma. In the hippocampus, microglial
cells lacked TNFB immunolabelling. In contrast to the hippocampus, on the ventricle
surface of the neocodrtex, in addition to reactive astrocytes, some Iba1+ microglial cells
were colabelled with TNFa antibodies. The patches of ependymal cells that resisted the
process of denudation did not display TNFB immunoreaction.

The expression of TNFBR1 in the brain parenchyma was also studied in frozen
sections with different antibodies. In the wt and hyh mice at the earlier postnatal
stages, these antibodies immunolabelled the cell bodies of astrocytes, astrocyte cell
processes that contribute to the pia matter, and the astrocyte perivascular endfeet.
Similar to TNFB, and in agreement with the real-time PCR results, TNFBR1 antibodies
displayed a stronger immunoreactivity in brain sections of hyh mice with severe
hydrocephalus at P30 than in those from wt mice. In the mature mice, TNFBR1 was
found to be widely distributed throughout the brain parenchyma. In the hippocampus of
wt and hyh mice, the reaction was primarily present in the layers occupied by
interneurons and in the dendrites of the pyramidal and granular cells of the
hippocampal CA1, CA2, CA3 layers and the dentate gyrus. Thus, labelling could be
observed in the strata oriens, the strata radiatum, the molecular strata and the hilus of
wt and hyh mice. In the case of hyh mice, the antibodies also labelled the reactive
astrocytes covering the ventricle surfaces of the neocoértex and hippocampus as well as
the cell bodies of neocortical neurons located near the oedema at the external capsule.

The existence of significant differences between the levels of mRNA for TNFpB and
its receptor TNFBR1 in hyh mice with different evolutionary forms of hydrocephalus

It was found that the levels of TNFB mRNA at P30 presented significant differences
in the hyh mice when compared with the levels observed in the wt mice. There was a
four-fold increase in the mean level of TNFB mRNA in the hyh mice, and in some cases,
the levels were up to eight-fold greater than those found in wt mice. Although the mean
TNFa mRNA levels in the hyh mice at P90 and P180 were found to be double those
observed in wt mice, these differences were not significant.

The diffuse distribution of TNFB immunolabelling in the brain parenchyma and its
absence in the microglial cells suggested that this factor could act through its TNFR1
receptor. For this reason, the levels of TNFBR1 mRNA were quantified in the same
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animals, following the same real-time PCR procedures as described for TNFB. A two-
fold increased mean expression for this receptor was found in the hippocampus of hyh
mice at P30 when compared to wt mice. The TNFBR1 mRNA levels displayed the same
tendency as TNFa in the hyh mice at P90 and P180, with no significant differences
compared with the wt mice. Furthermore, when the levels of TNFB and TNFBR1 mRNA
were compared for each individual mouse at P30, P90 and P180, a significant high
correlation probability (0.004) was found between them.

In the present investigation, a significantly higher expression level of TNFB mRNA in
the hyh animals with severe hydrocephalus was found when compared with the wt mice
and, interestingly, even when compared with the hyh mice displaying a compensated
form of the disease. The qualitative observations obtained using TNFB antibodies to
immunostain brain sections agree well with the mRNA expression data. Two forms of
immunoreactivity were detected using different antibodies: the labelling of individual
cells, including reactive astrocytes, and a diffuse pattern of labelling that was widely
distributed throughout the brain parenchyma. The latter form of immunoreactivity
suggests the existence of a soluble form of TNFB with a wide effect. Accordingly, the
levels of TNFBR1 mRNA, which is the primary receptor for the soluble form of TNFp,
were revealed to be in tight correspondence with the levels of TNFp in each individual
animal. These results in hyh mice indicate that TNFB may play a role in the
pathophysiology of congenital hydrocephalus, likely through TNFBR1, and may be
related to the evolution of the disease in some way.

Several neurodegenerative events have been observed in the neocértex and
hippocampus of animal models with hydrocephalus, such as glial reactions (Xu et al.
2012), neuronal death and metabolic alterations (Del Bigio et al. 2003; Ding et al. 2001;
Egawa et al. 2002; Kawamata et al. 2003; klinge et al. 2002; Shim et al. 2003), hypoxic
conditions (Dombrowski et al. 2008; Klinge t al. 2002), oxidative stress (Socci et al.
1999) and the presence of cytokines that are implied in inflammatory reactions (Xu et
al. 2012). Some of these events and the presence of inflammatory cytokines have also
been found to be involved in human foetal-neonatal hydrocephalus (Sival et al. 2008).
The overexpression of TNFa, which was observed in the severe form of hydrocephalus
in the present study, is thought to play a role in these inflammatory and
neurodegenerative responses.

TNFa expression has been reported to be induced after ischemic insults to brain
tissue and the hippocampus and has been correlated with cell death (Watters and
Oconnor 2011). In rats with hydrocephalus induced with kaolin, ischemic conditions
were reported in the brain cortex, including the hippocampus (Klinge et al. 2002).
These conditions would likely also be present in the hippocampus of hyh mice due to a
high intraventricular pressure, and therefore, there would be a plausible gating for
TNFa upregulation. Our observation of a more pronounced macrocephaly in the hyh
mice at P30 (severe hydrocephalus) than at P90 (compensated hydrocephalus)
suggests that intraventricular pressure may be higher in mice at P30 or during their
development and that pressure could induce a more pronounced cranial deformation.
Nevertheless, in both conditions, ventroculomegaly is present with the supposed
existence of high CSF pressures.

TNFaR1 has been primarily associated with programmed cell death and pro-
inflammatory pathways that occur during brain injury [7]. We have also found that the
receptor is upregulated in the hyh mice with a severe disease and is widely distributed
in the brain parenchyma; the presence of the receptor in periventricular neocortical
neurons suggests a likely role for TNFa in the degeneration of these neurons.

Reactive microglia and astrocytes are two cell populations implied in
neurodegenerative and inflammatory processes and in the production of TNFa. With
respect to microglia, ameboid microglia are only present in the neocortical white matter
during the first week of life in the hyh mouse (Paez et al. 2007; present results), which
is a period of time during which the periventricular white matter displays the massive
degeneration of myelin (Paez et al. 2007). These cells cannot be found later (Paez et
al. 2007; present results). Our present results concerning the microglial morphology
and iNOS data indicate that microglial cells would likely not be activated in the mature
hyh mouse. Nevertheless, we detected a slightly higher number of microglial cells,
some of which express greater levels of Iba1, which is a macrophage/microglial-specific
calcium-binding protein involved in Rac GTPase-dependent ruffling and phagocytosis
(Ohsawa et al. 2000). These findings suggest that microglia could be alert or subtly
activated.
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With respect to the reactive astrocytes, we have found that they express both TNFa
and the TNFaR1 receptor. The role of reactive astrocytes in hydrocephalus, as with
other neurodegenerative diseases, can be considered controversial, and it likely
depends on a delicate balance between beneficial and harmful actions. On the
beneficial side is the fact that periventricular astrocytes have been found to emulate
some functions of the absent ependyma (Roales-Bujan et al. 2012). However, in the
case of TNFa production, differential effects can be considered. On the harmful side
are the effects caused by hypoxic conditions and implicated in cell death. The
production of TNFa by astrocytes has been suggested to play an inhibitory role in
neurite outgrowth and in oligodendrocyte death (Liberto et al. 2004; Neumann et al.
2002). On the beneficial side is evidence that astrocytes can produce TNFa and
TNFaR1 in vitro to induce the autocrine production of nerve growth factor (NGF) and
glial line-derived neurotrophic factor (GDNF) [49]. It has been observed that injury or
ischemia in the CNS of rats can lead to an upregulation of the p75 receptor for NGF in
astrocytes, which likely controls astrocyte proliferation and, therefore, restricts the
proper reaction (Oderfeld-Nowak et al. 2003). In vitro experiments have demonstrated
the promotion and regulation of NGF by TNFa (Cui et al. 2011; Selmaj et al. 1990). A
defect in GDNF production by astrocytes has been suggested to mediate neuronal cell
death in ischemic conditions (Yamagata et al. 2002; 2012). As another possible effect,
the production of TNFa in astrocytes could mediate the permeability of the endothelium
at the brain blood barrier. In fact, TNFa has been implied in the opening of the
epithelial tight junctions in different pathologic and inflammatory conditions (Kimura et
al, 2008; Minagar and Alexander 2003; Shen 2012; Ye et al. 2005). The presence of the
TNFaR2 receptor has been reported in endothelial cells (Maddahi et al. 2011), where it
could play a role in the regulation of vascular permeability. We have detected the
presence of TNFa and its TNFaR1 receptor in the perivascular endfeet of non-reactive
astrocytes and in the meninges of the hyh mice, suggesting that TNFa could also have
some unknown functions, including a role in vascular permeability or an effect on the
blood-brain barrier.

Density of the periventricular astrocyte reaction

In hyh mice, the astrocyte layer covering the denuded brain ventricles showed
regional differences. Astrocytes formed a cell layer with varying degrees of tightness
that ranged from loose to compact. In the latero-medial wall of the lateral ventricles
lining the hippocampus and striatum, the third ventricle, the ventral wall of the cerebral
aqueduct and the fourth ventricle the denuded surface was lined by densely packed
astrocytes. In other denuded areas, such as those of the dorsal and external walls of
the lateral ventricles, reactive astrocytes were arranged as a loose or very loose cell
layer. This became more evident in whole mount preparations of the different
ventricular regions immunostained for GFAP and used for a densitometric analysis.

Different and distinct regions of the denuded ventricular walls trigger different
astrocyte reactions that lead to glial layers with different degrees of cell density and
tightness. The signals mediating these different responses are unknown. In hyh mice,
ependymal denudation takes place at prenatal stages previous to a detectable
hydrocephalus (Del Bigio 2003). Therefore, intraventricular pressure or expanding
ventricles cannot be considered responsible for the absence of ependyma in these
mice. Similarly, the periventricular astrocyte reaction appears shortly after denudation,
when astrogliogenesis takes place but at stages when ventriculomegaly is starting to
develop. Furthermore, the most robust astrocyte layer is that lining the denuded floor of
the fourth ventricle, a cavity displaying a no dilatation. The mechanism underlying the
formation of the astrocyte layer replacing the lost ependyma is not known: the actual
absence of the ependyma; the direct exposal of the neuropile to the CSF; or a
mechanical effect of the expanding ventricles involved. Another question is the
physiopathological consequence for the brain regions protected by a new and compact
layer of astrocytes and those close to a ventricular wall lined by a loose a highly
permeable layer of astrocytes.

Aquaporin 4 expression in multiciliated ependyma and astrocytes covering the
ventricular walls of wt and hyh mice
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In wt mice, the water channel protein aquaporin 4 was detected in the latero-basal
cell domains, and less intensively in the apical domain, of ependymal cells and in the
perivascular end feet of astrocytes. Aquaporin 4 was not detected in the cell bodies of
astrocytes. By contrast, in the hyh mouse, aquaporin 4 was found throughout the cell
body and processes of astrocytes covering ependymal-denuded areas, as well as in the
perivascular end feet of parenchymal astrocytes. Densitometric analysis showed that in
hyh mice the reactive astrocytes covering ependyma-denuded surfaces presented a
small but significant increase of immunoreactive aquaporin 4 with respect to the
ependyma of wt mice.

Aquaporin 4 is a water channel with marked prevalence in periventricular areas.
Aquaporin 4 is present in astrocyte perivascular endfeet, in the glia limitans at the
border with the subarachnoid CSF, in periventricular astrocytes, and in the ependyma
(Nielsen et al 1997). Aquaporin 4 is regulated by reversible protein phosphorylation and
protein-protein interactions (Gunnarson et al 2004; Yukutake and Yasui 2010) and is
likely to play a key role in the transduction or amplification of signals involved in the
osmosensory feedback control of systemic salts and water balance (Yol 2007).
Aquaporin 4 regulates water flow through the brain parenchyma-ventricle CSF interface
and at the blood brain barrier (Amiry-Moghaddam and Ottersen 2003). In the case of
the astrocytes perivascular and pial endfeet, water flow outward along with K+ passing
through Kir4.1 potassium channels may occur (Yool 2007). Similar to other epithelia, in
multiciliated ependymal cells, aquaporin 4 is located in the basolateral plasma
membranes (Nielsen et al 1997, Rash et al 1998, Roales-Bujan et al 2012), and this
location results in a directed water flow. The multiciliated ependyma is also most likely
involved in maintaining the ependymocyte structural and functional integrity and also in
the arrangement of the connexin43-containing gap junctions (Fahn et al 2005, Feng et
al 2009, Li et al 2009). Aquaporin 4 appears to play a key role in the presence of
edemas and CSF accumulations occurring in hydrocephalus and constitutes a promising
therapeutic target (Papadopoulos et al 2002, Verkman et al 2006). In rats with induced
hydrocephalus, aquaporin 4 facilitates the clearance of CSF into the parenchymal
vasculature (Bloch et al 2006).

Reactive astrocytes lining the denuded ependyma in hydrocephalic hyh mice
overexpress aquaporin 4, and the protein is found throughout the cell body and
processes. The presence of aquaporin 4 in parenchymal reactive astrocytes has been
proposed to be involved in the water entry to astrocytes in initial stages of oedema
formation to re-establish the osmotic equilibrium. The periventricular reaction found in
the present report could represent an attempt to re-establish the equilibrium between
ventricular and parenchymal fluids, or to help CSF transport from ventricle to brain
capillaries. Ependymal aquaporin 4 has been proposed to play a protective role in
hydrocephalus by allowing transependymal re-absorption of CSF into brain capillaries.
The presence of aquaporin 4 in the apical plasma membrane of ependymocytes
supports this possibility. It appears that aquaporin 4 may be a molecule with a relevant
role in hydrocephalus and a good therapeutic target.

Endocytic-related organules in multiciliated ependyma and in the astrocyte layer
lining the ependyma-denuded regions of hyh mice

Early endosomes, immunodetected by the presence of the EEA1 antigen, were
present in the apical juxtanuclear domain of multiciliated ependymal cells of wt and hyh
mice. The trans-Golgi network was detected in the supranuclear region below the layer
of early endosomes.

At variance with parenchymal astrocytes, the astrocytes covering the ependyma-
denuded areas of hyh mice displayed numerous EEA1-positive endosomes scattered
throughout the cell body and processes. In these astrocytes, the cytoplasm area
occupied by early endosomes was not significantly different from than in ependymal
cells of wt mice; the trans-Golgi network was located in a cytoplasmic region that was
close to the ventricle and along the processes.

Early endosomes are a dynamic cell compartment involved in endocytosis and
sorting mechanisms. At variance with the ependyma, the non-polarized distribution of
endosomes in reactive astrocytes indicates that they can incorporate fluid and
substances not only from the ventricle but also from the parenchymal fluid.
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Abstract Hydrocephalic hyh mutant mice undergo a
programmed loss of the neuroepithelium/ependyma fol-
lowed by a reaction of periventricular astrocytes, which
form a new cell layer covering the denuded ventricular
surface. We present a comparative morphological and
functional study of the newly formed layer of astrocytes
and the multiciliated ependyma of hyh mice. Transmission
electron microscopy, immunocytochemistry for junction
proteins (N-cadherin, connexin 43) and proteins involved
in permeability (aquaporin 4) and endocytosis (caveolin-1,
EEA1) were used. Horseradish peroxidase (HRP) and
lanthanum nitrate were used to trace the intracellular and
paracellular transport routes. The astrocyte layer shares
several cytological features with the normal multiciliated
ependyma, such as numerous microvilli projected into the
ventricle, extensive cell-cell interdigitations and connexin
43-based gap junctions, suggesting that these astrocytes are
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coupled to play an unknown function as a cell layer. The
ependyma and the astrocyte layers also share transport
properties: (1) high expression of aquaporin 4, caveolin-1
and the endosome marker EEA1; (2) internalization into
endocytic vesicles and early endosomes of HRP injected
into the ventricle; (3) and a similar paracellular route of
molecules moving between CSF, the subependymal neu-
ropile and the pericapillary space, as shown by lanthanum
nitrate and HRP. A parallel analysis performed in human
hydrocephalic foetuses indicated that a similar phenome-
non would occur in humans. We suggest that in foetal-
onset hydrocephalus, the astrocyte assembly at the denuded
ventricular walls functions as a CSF-brain barrier involved
in water and solute transport, thus contributing to re-
establish lost functions at the brain parenchyma—CSF
interphase.

Keywords Cerebrospinal fluid -

Congenital hydrocephalus - Ependyma disruption -
Astrocyte reaction - Barrier properties - Permeability -
Transport - hyh mice - Human

Introduction

Congenital hydrocephalus is a developmental brain disor-
der. In the humans, its incidence is approximately 1-3 in
every 1,000 live births. Dilatation of the brain ventricles
and elevation of intraventricular pressure in rats with
congenital or acquired hydrocephalus have harmful effects
on the parenchyma and lead to oedema, oxidative stress
[57], proteolytic damages in the white matter [15], cell
death and reactive changes in glial cells [17]. Some of
these alterations have also been reported in human
chronic hydrocephalus [16]. Under these abnormal brain
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conditions, some mechanisms can be triggered to partially
re-establish brain homoeostasis [31].

Astroglial reactions triggered by brain injuries are
characterized by the hypertrophy and hyperplasia of as-
troglial cells. Astrocyte reactions have been reported to
inhibit axonal regeneration [7], but have also been asso-
ciated with the secretion of growth factors and trophic
molecules [19, 24, 47, 49] such as NGF, IGF-I and bFGF
that promote axonal re-growth [47]. It has been suggested
that the astrocyte reaction initially protects the brain tissue
and contributes to its functional recovery [22]. Therefore,
the beneficial and detrimental functional consequences of
these astroglial reactions are under debate [36, 58, 59]. The
astrocyte reaction that occurs in the brain of hydrocephalic
animals has been thought to be a harmful phenomenon,
leading some authors to test the effects of anti-inflamma-
tory drugs in rats that have been made hydrocephalic
postnatally [35, 36].

There is a large body of evidence indicating that the
neuroepithelium/ependyma lining the ventricular walls of
the developing brain plays a key role in the onset and
evolution of congenital hydrocephalus [1-3, 18, 26, 52, 55,
61, 65]. There are several ependymal cell lineages lining
distinct regions of the ventricular walls. In the cerebral
aqueduct of hydrocephalic hyh mice, different types of
ependymal cells have been reported [65]. Some of these
types disrupt, some remain unaffected and other ones
proliferate [4, 65]. Recently, different types of ependymal
cells have been described in the cerebral aqueduct of
human foetuses [55]. Ependymal specializations also occur
in other regions of the ventricular system [50]. Most of the
different ependymal populations are multiciliated. Their
cilia beat in a synchronized manner and thus contribute to
the flow of the cerebrospinal fluid (CSF) [43, 68, 69]. Other
functions have also been assigned to the multiciliated
ependyma, including the regulation of the interaction
between the ventricular CSF and the brain extracellular
fluid, the clearance of metabolic substances and neuro-
transmitters and the mediation of adhesion of inflammatory
cells [14, 65]. We have previously reported that foetal-
onset hydrocephalus in mutant hyh mice and in human
foetuses is associated with defects in the neuroepithelium/
ependyma [18, 30, 43]. Such defects result in the loss of the
neuroepithelium/ependyma and in a subsequent astroglial
reaction that leads to the development of a new cell layer
lining the denuded ventricular surface [18, 41, 65]. The
functional significance of the new brain parenchyma/CSF
interphase formed by reactive astrocytes is not known.

The present study has been designed to help elucidate
the role of the periventricular astroglial reaction in con-
genital hydrocephalus. The study was performed on hyh
(hydrocephalus with hop gait) [11] mutant mice, in which
the onset and evolution of hydrocephalus resemble that of

@ Springer

human congenital hydrocephalus. Two phases have been
recognized in the development of congenital hydrocepha-
lus in the hyh mutant mouse. During embryonic life, the
neuroependyma disruption of the ventral fourth ventricle
and cerebral aqueduct is followed by a moderate commu-
nicating hydrocephalus. During the first postnatal week, the
dorsal wall of the cerebral aqueduct becomes disrupted
triggering aqueduct obliteration and the onset of a severe
hydrocephalus [65]. The investigation was carried out at
the postnatal stages when hydrocephalus is severe and as-
trogliogenesis and astrocyte reaction are completed [41].
The study also analysed the astrocyte reaction occurring in
the denuded ventricular walls of human hydrocephalic
foetuses.

Materials and methods
Animals

Mutant hyh mice (hydrocephalus with hop gait, B6C3Fe-a/
a-hyh/J strain) and their control littermate wild-type (wt)
mice were used [11]. The hyh mouse carries a point
mutation in the Napa gene that encodes a-Snap [13, 25], a
protein involved in membrane fusion events. Mice were
obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA) and bred into two colonies, one at the Animal
Experimentation Service of the University of Malaga and
the other at the Medical School of the Austral University of
Chile, Valdivia, Chile. The housing, handling, care and
processing of the animals were conducted in accordance
with the European and Spanish laws (DC 86/609/CEE and
RD 1201/2005) and following the regulations approved by
the council of the American Physiological Society. Wt and
mutant hyh mice were identified by clinical inspection and
genotyping [S]. The animals were anesthetized with intra-
peritoneally administered Dolethal (sodium pentobarbital;
Vétoquinol, Lure, France; 0.2 mg/g bodyweight) and killed
at the postnatal (P) ages detailed in Table 1.

Human foetuses

Paraffin sections of brains from 8 foetuses presenting
communicating hydrocephalus and 15 control foetuses
were used (for further information concerning this material
see [18]).

Immunocytochemistry

Wt and hyh mice were transcardially perfused with Bouin
fixative. The brain was dissected out and further fixed by
immersion in Bouin fixative for 2 days. Serial paraffin
sections were obtained and adjacent sections were
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Table 1 Number of animals by age and genotype used in each experiment

Experiment Immunocytochemistry ~ Immunofluorescence  HRP tracing HRP tracing  Lanthanum Scanning
(light (electron tracing electron
microscopy)  microscopy) microscopy
Animal postnatal age 10, 14, 20, 30 6 (6 wt, 6 hyh), 3,8,14,30 3 (2 each 3 (3 wt, 5 hyh), 14 (6 hyh),
in days (4 wt and 14 (6 wt, 6 hyh), (2 wt and condition), 6 (3 wt, 5 hyh), 20 (10 hyh)
(number/genotype) 4 hyh each age) 20 (7 wt, 7 hyh), 4 hyh 30 (2 wt, 10 (3 wt, 5 hyh),
30 (3 wt, 3 hyh) each age) 4 hyh) 20 (5 wt, 5 hyh),
30 (3 wt, 5 hyh)
Table 2 Primary antibodies used
Antibody (reference) Source Type Dilution Molecule/structure labelling
Aquaporin 4 (A5971) Sigma Rabbit polyclonal 1:400 Water channel protein
Caveolin-1 (N-20) Santa Cruz Biotechnology, Rabbit polyclonal 1:200 Caveolae
INC, San Diego, CA, USA

Connexin 43 a Rabbit polyclonal 1:750 Gap junctions

EEA1 (PA1-063) Affinity Bioreagents INC, Rabbit polyclonal 1:200 Early endosome antigen 1
Gonden, CO, USA

GFAP (4650) Biogenesis, Oxford, UK Rabbit polyclonal 1:250 GFAP intermediate filaments

GFAP (4674) Abcam, Cambridge, UK Mouse monoclonal 1:1,000 GFAP intermediate filaments

GLUT1 b Rabbit polyclonal 1:1,000 Glucose transporter 1

HRP ¢ Rabbit polyclonal 1:1,000 Injected HRP

N-Cadherin (sc-8939) Santa Cruz Biotechnology Rabbit polyclonal 1:50 N-Cadherin (adherens junctions)

S100B (ab52642) Abcam Rabbit polyclonal 1:200 S1008

TGN46 (ab16059) Abcam Rabbit polyclonal 1:500 Trans-Golgi network

Tubulin BIV (T7941) Sigma Mouse monoclonal 1:400 Ependymal cilia

Tubulin BIV (ab11315) Abcam Mouse monoclonal 1:100 Ependymal cilia

Vimentin (V4630) Sigma, St Louis, MO, USA Goat polyclonal 1:500 Vimentin intermediate filaments

 Kindly provided by JC Saez, Catholic University of Chile

® Kindly provided by CI Ribas, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, NY, USA
¢ Developed at the Department of Cell Biology, Genetics and Physiology, University of Malaga, Spain

incubated with a series of primary antibodies (Table 2). For
further details, see Supplementary data.

Single and double immunofluorescence and confocal
microscopy

Wt and hyh mice (Table 1) were transcardially perfused
with Bouin fixative or 4 % paraformaldehyde diluted in
0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.4. Bouin-fixed brains
from P6 (6 days of age) and P30 mice were used to obtain
paraffin sections that were hydrated and immunostained.
Paraformaldehyde-fixed brains from P14 and P20 mice
were used to obtain frozen sections that were immuno-
stained with a free-floating section-staining protocol. In
four P20 mice, the ventricular walls of the lateral ventricles
were dissected out to obtain whole mounts for

immunostaining. After incubation in the primary antibody
(Table 2), appropriate fluorescent secondary antibodies
were used.

Adjacent sections from the series obtained from the
brain of P6, P20 and P30 wt and hyh mice, and whole
mounts from the lateral ventricles of P14 and P20 hyh mice
were processed for double immunofluorescence. This pro-
cedure allowed the same brain regions to be analysed with
a series of antibodies. For further details, see the Supple-
mentary data.

Intracerebroventricular injections of horseradish
peroxidase

Wt and hyh mice (Table 1) were anesthetized with 2,2,2-
tribromoethanol (Sigma, 0.8 pg/g body weight). Wt and
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hyh mice were subperfused into the left lateral ventricle for
5 min with 1 pl (P3), 1.5 pul (P§), 2 pl (P14) and 2.5 pl
(P30) of 3 % horseradish peroxidase (HRP) type IV
(Sigma) in 0.9 % sodium chloride. The coordinates for
injection in wt and hyh mice at different ages were previ-
ously calculated using injections with trypan blue. After the
infusion, the needle remained at the injection site for an
additional 15 min. The brains were processed to trace HRP
at the light microscope. The brains were dissected out,
fixed by immersion with Bouin fixative for 72 h, embedded
in paraffin and serially sectioned. The sections were pro-
cessed for the immunoperoxidase method using an anti-
HRP antibody raised in rabbit in our laboratory. Adjacent
sections were immunostained for GFAP.

To trace HRP with the electron microscope, wt and hyh
mice at P3 and P30 (Table 1) were injected with the tracer
into the left lateral ventricle, as described above. Five
minutes after the injection, the animals were transcardially
perfused with phosphate buffer containing 2 % parafor-
maldehyde and 2.5 % glutaraldehyde. Vibratome sections,
50-um thick, were obtained and processed for the histo-
chemical detection of HRP using DAB as the electron
donor. The sections were postfixed in 1 % osmium
tetroxide (Merck, Darmstadt, Germany) and flat embedded
in Araldite 502. Ultrathin sections (60-nm thickness) were
stained with lead citrate and studied under an electron
microscope.

Lanthanum nitrate tracing at the electron microscope

To demonstrate the presence or absence of tight junctions
in the ependymal and astrocyte barriers, lanthanum nitrate
was used as a tracer under electron microscope [39, 48].
Wt and hyh mice (Table 1) were anesthetized and tran-
scardially perfused with 2.5 % glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.4, and the brains were dissected
out and immersed in fresh fixative for 1 h. After fixation,
2 % lanthanum nitrate in cacodylate buffer, pH 7.8, was
delivered over 2 min into one of the lateral ventricles, the
cerebral aqueduct or the fourth ventricle. The brains were
further fixed in fresh fixative for 24 h at 4 °C. The walls
of the cerebral aqueduct, the lateral, third and fourth
ventricles, and the choroid plexus were dissected out and
postfixed in 1 % osmium tetroxide in cacodylate buffer
for 1 h at 4 °C. The tissue blocks were dehydrated and
embedded in Araldite 502 (EMS, Hatfield, PA, USA).
Ultrathin sections (60-nm thickness) were slightly stained
with uranyl acetate and studied under an electron micro-
scope (Philips CM100). The blood-brain barrier at the
choroid plexus and the endothelial cells of the brain
capillaries (presence of tight junctions) were used as
controls.
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Scanning electron microscopy

Killed hyh mice (Table 1) were used. Cold 2.5 % glutar-
aldehyde in phosphate buffer was injected into a lateral
ventricle for 2 min. The brains were further fixed by
immersion in the same fixative for 2 h at room tempera-
ture. Several areas of the ventricular cavities were
dissected out and processed as previously described [30].

Data analysis

Morphometric, densitometric and image analyses were car-
ried out to quantify several parameters. (1) The relative optic
density of aquaporin 4 immunoreaction in ependymal cells,
astrocyte cell bodies and perivascular endfeet of astrocytes
was estimated. (2) The total area occupied by the early
endosomal compartment (EEA-1 immunoreactivity) in
ependymal cells or astrocytes was quantified. (3) The cell
density of GFAP+- astrocytes at specific sites of the abnormal
ventricles was estimated using whole mounts of ventricular
walls of four hyh P20 mice processed for immunofluores-
cence for GFAP. (4) The degree of penetration of
intraventricularly injected HRP into the brain parenchyma
was estimated in sections immunostained using anti-HRP.
See Supplementary data for a description of the procedures.

Results

In the description that follows, the morphological pheno-
type and the barrier properties of the multiciliated
ependyma of wt mice will be compared with those of the
multiciliated ependyma of hyh mice resisting denudation
[41] and, of particular interest for the present study, with
those of the astrocyte layer covering the denuded ventric-
ular regions of the hyh mice. Most of this study were
carried out at stages from P6 on, when the denudation
process and the astrocyte reaction are completed [41] and a
severe progressive hydrocephalus develops (Supplemen-
tary Fig. 1). After P6, most of the ventricular surface, with
the exception of some specific sites, underwent denudation
(Supplementary Fig. 2). The denudation sites resisting
denudation are the circumventricular organs, the roof of the
third ventricle, the roof of the middle region of the cerebral
aqueduct and small patches consistently present at very
specific sites of the aqueduct and lateral ventricles (Sup-
plementary Fig. 2). All denuded areas presented
periventricular astrocyte reactions. However, the descrip-
tion of the results will principally circumscribe to events
occurring in the fourth and lateral ventricles. In hyh mice,
the lateral ventricles are enormously expanded, whereas the
fourth ventricle is not. However, both cavities undergo
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ependymal denudation and astrocyte reaction, indicating
that such processes are associated with the genetic defect of
these mice and not with the ventriculomegaly or increased
intraventricular pressure. Therefore, it seemed relevant to
compare the properties of the astrocytes lining the denuded
areas in the fourth and lateral ventricles.

Cytoskeletal proteins in multiciliated ependyma
and astrocytes covering the ventricular walls of wt
and hyh mice

In mature wt mice, the multiciliated ependyma formed a
single cell layer that was readily recognized by the
expression of the S100f protein (Fig. la, e), tubulin BIV
(Fig. 1f) and the intermediate filament protein vimen-
tin (Fig. 1h). The ciliated ependyma did not express GFAP
(Fig. 1g).

In mature hyh mice, most of the ventricular surface
lacked ependyma due to its disruption during development
(Fig. 1b, d) [29, 41]. Nevertheless, multiciliated ependymal
cells that resisted denudation remained in situ as small
patches that were consistently located at specific sites of
the ventricular walls (Fig. 1b, d) [29, 41, 65]. In the areas
lacking ependyma, astrocytes formed a glial layer that
covered the denuded ventricular surface. These cells lacked
cilia (Fig. 1j) and expressed the intermediate filament
proteins GFAP (Fig. 1k, o, p) and vimentin (Fig. 11).

Junction proteins in multiciliated ependyma
and astrocytes lining the ventricular walls of wt
and hyh mice

The junction protein N-cadherin was present at the lateral
plasma membrane forming a continuous belt around the
apical cell pole of the multiciliated ependymal cells of wt
and hyh mice (Fig. 2d). However, the layer of reactive
astrocytes covering the denuded areas did not express
N-cadherin (Fig. 2e).

The multiciliated ependymal cells of wt and hyh mice
express connexin 43. This junction protein appeared as
supranuclear granules and slender patches (possibly con-
nexons) at the lateral plasma membrane (Fig. 2a, b). In the
reactive astrocytes layer, connexin 43 appeared as granules
throughout the cytoplasm (Fig. 2c). The older astrocyte
layer of P30 mice apparently expressed more connexin 43
than did the P6 mice.

Molecules implicated in transport mechanisms
in multiciliated ependyma and astrocytes covering
the ventricular walls of wt and hyh mice

In wt mice, the water channel protein aquaporin 4 was
detected in the latero-basal cell domains, and less

intensively in the apical domain, of the ependymal cells
(Fig. 3a) and in the perivascular endfeet of the astrocytes.
Aquaporin 4 was not detected in the cell bodies of the
astrocytes. In contrast, in the hyh mouse, aquaporin 4 was
found throughout the cell body and in the processes of the
astrocytes covering the ependymal-denuded areas (Fig. 3c;
Supplementary Fig. 3), as well as in the perivascular end-
feet of the parenchymal astrocytes (Fig. 3b). Densitometric
analysis showed that in hyh mice, the reactive astrocytes
covering the ependyma-denuded surfaces presented a small
but significant increase in immunoreactive aquaporin 4
with respect to the ependyma of wt mice (Fig. 3d).

The lateral ventricles of human hydrocephalic foetuses
displayed large areas of ependymal denudation that clearly
contrasted with those still lined by ciliated ependymal cells
(cf. [18]; Fig. 3e—g). The denuded areas were covered by a
layer of astrocyte cell bodies and processes (Fig. 3g). In the
ependyma, aquaporin 4 outlined the cell profile (Fig. 3h).
In the astrocytes, the water channel was present in the cell
body and the processes (Fig. 3i, j).

The glucose transporter GLUT1 was weakly expressed
in the multiciliated ependyma lining the fourth ventricle of
P6 wt mice (Fig. 3k). It was not detectable in the ependyma
of P30 wt mice or in the astrocytes covering the ependyma-
denuded areas (Fig. 31). In contrast, the immunoreaction
was strong in the endothelial cells of wt and hyh mice
(Fig. 3k, 1).

The protein caveolin-1 labelled caveolae in a dotted
pattern at the plasma membrane and cytoplasm of the
multiciliated ependyma of mice (Fig. 3m, n) and of human
foetuses (Fig. 3q). Caveolin-1 was detected throughout the
cell body and the processes of astrocytes covering the
ependyma-denuded areas in hyh mice (Fig. 30, p) and in
human hydrocephalic foetuses (Fig. 3r). This finding is in
contrast with the poor or absent immunoreaction found
in parenchymal astrocytes.

Endocytosis in multiciliated ependyma
and in the astrocyte layer lining the ependyma-denuded
regions of hyh mice

Early endosomes, immunodetected by the presence of the
EEA1 antigen, were present in the apical juxtanuclear
domain of the multiciliated ependymal cells of wt and hyh
mice (Fig. 4a, d). The trans-Golgi network was detected in
the supranuclear region below the layer of the early
endosomes (Fig. 4b). HRP administered in vivo into the
lateral ventricle of wt and hyh mice was traced with the
electron microscope. In both the normal ependyma of wt
mice and the denudation-resistant ependyma of hyh mice,
HRP was visualized within small endocytic vesicles and in
large irregular compartments that corresponded to early
endosomes (Fig. 4c; Supplementary Fig. 4).
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Fig. 1 Expression of S100B and cytoskeleton proteins in the
ependymal cells and astrocytes covering the ventricular surface of
wt and hyh mice at P14. Frontal sections of the telencephalon and
fourth ventricle (4V) of wt (a, ¢, e-h) and hyh (b, d, i-1, o, p) mice
immunostained for S100f protein, tubulin BIV (tubBIV), GFAP and
vimentin (vim). a-d The ependyma (ep) contains S100B protein
(black arrows). In the hyh mice, the lateral ventricles are enlarged
(black asterisk) and most of their surface is devoid of ependyma
(black arrowheads). The thick grey arrow in d indicates the direction
at which the area framed is shown under the scanning microscope as
shown below in this panel. e-h Adjacent sections of an area similar to
that framed in a. TubPIV is present in ependymal cilia (black
arrowhead in f). In the wt mouse, GFAP+ astrocytes (as) lying in the
subependymal (white arrow; in g) and ependymal (white arrowhead,
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in g) region are observed. i-1 Adjacent sections of an area similar
to that framed in d bordering the hippocampus. The broken line in
i-1 denotes the border between an ependymal patch resisting
denudation (bottom) and the astrocyte layer covering the denuded
surface (top). Reactive astrocytes are GFAP+ and vim+ (white
arrows; in k, 1). m, n Scanning electron microscopy of the
hippocampus surface overlooking the lateral ventricle (for orientation,
see thick arrow in d). A patch of ciliated ependyma partially covers
the ventricle surface (open asterisk; in m). n A detailed view of the
framed area in m, showing the border between the ependyma
(arrowhead) and the astrocyte layer (asterisk). The area in the fourth
ventricle in o is shown in p. A robust layer of GFAP+- astrocytes lines
the floor of the denuded ventricle. Scale bars a—d 150 pm, e-1 10 pm,
m 300 pm, n 5 pm, o 20 pum, p 200 pm; insets in a—d 500 pm
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Fig. 2 Expression of junction proteins in the cell lining the floor of
the fourth ventricle of wt and hyh mice at P6. a—c Double
immunofluorescence for tubulin BIV (tubfIV, red) and connexin 43
(cnx, green). a The multiciliated ependyma (ep) in wt mice present
cnx+ spots localized preferentially at the apical cell pole of
ependymal cells (arrows). b Tangential section through the apical
cell poles of the ependyma showing the distribution of cnx as dots in
the lateral plasma membrane. ¢ The astrocyte layer (as) lining the

At variance with the parenchymal astrocytes, the astro-
cytes covering the ependyma-denuded areas of hyh mice
displayed numerous EEAl-positive endosomes scattered
throughout the cell body and processes (Fig. 4d, f). In these
astrocytes, the cytoplasm area occupied by the early en-
dosomes was not significantly different from that of the
ependymal cells of wt mice (Fig. 4e); the trans-Golgi
network was located in a cytoplasmic region that was close
to the ventricle (Supplementary Fig. 5) and along the
processes (Fig. 4g). HRP administered in vivo to hyh mice
was incorporated into small endocytic vesicles and early
endosomes of astrocytes covering denuded areas (Fig. 4j,
k; Supplementary Fig. 4).

The ependyma of the lateral ventricles of human
hydrocephalic foetuses displayed a strong EEA1 immu-
noreactivity in the supranuclear cytoplasm (Fig. 4h). The
cell body and processes of the astrocytes lining the adjacent
denuded areas were strongly reactive with anti-EEA1
(Fig. 4i).

Paracellular routes of transport in ependyma of wt mice
and astrocytes covering ependyma-denuded areas
in hyh mice

On electron microscope, the lateral plasma membranes of
neighbouring ependymal cells were found to be extensively

denuded ventricle in the hyh mouse expresses cnx (arrow) but not
tubBIV. d, e Double immunofluorescence for tubBIV (red) and
N-cadherin (Ncadh, green). d The ependyma in wt mice shows the
belt-like distribution of Ncadh. e The astrocytes lining the denuded
ventricles do not express Ncadh. Arrow points to a few ependymal
cells remaining in situ and expressing Ncadh. 3V third ventricle, 4V
fourth ventricle, ¢ cilia, CP choroid plexus. Scale bars a 6 pm,
b 8 um, ¢ 40 pm, d 12 pm, e 12 pm

interdigitated (Fig. 5a; Supplementary Fig. 4) and joined
together by adherents and gap junctions; tight junctions
were missing. Lanthanum applied to the ventricular surface
penetrated through the labyrinth of extracellular spaces,
filled the intercellular space of the underlying neuropile
and labelled the basement membrane of the capillaries and
the intercellular space of the endothelium up to the tight
junctions joining the endothelial cells (Supplementary
Fig. 5). Lanthanum tracing further supported the absence
of tight junctions at the multiciliated ependymal lining.

Electron microscope analysis revealed that astrocytes
projected into the ventricle numerous, irregularly shaped,
microvilli; cilia were missing (Figs. 1m, n, 5b). These cells
displayed numerous sheet-like processes that interdigitated
extensively with those of adjacent cells, forming a dense
subventricular network of astrocyte processes (Fig. 5b; see
Supplementary Fig. 5) that was readily visualized with
GFAP immunocytochemistry (Fig. 1k, p). The surface
astrocytes were joined together by gap junctions (Fig. 5b)
and lacked zonula adherens and tight junctions (Fig. 5b;
Supplementary Figs. 4 and 5).

In hyh mice, the astrocyte layer covering the denuded
brain ventricles showed regional differences. The astro-
cytes formed a cell layer with varying degrees of tightness
that ranged from loose to compact. In the latero-medial
wall of the lateral ventricles lining the hippocampus and
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wt P6 4V

+cavl wt P6 LV cav

striatum (Figs. 1k, 6a, b, g), the third ventricle, the ventral
wall of the cerebral aqueduct and the fourth ventricle
(Fig. 1o, p), the denuded surface was lined by densely
packed astrocytes. In other denuded areas, such as those of
the dorsal and external walls of the lateral ventricles,
reactive astrocytes were arranged as a loose cell layer
(Fig. 6¢c—e). The different degrees of cell density of the

@ Springer

=

& _—

g@ 80
2
8> e
=

ar

O© =
25 human hy GFAP
=

= 20
e

+GLUT1

hyh P14 LV AQP4+

s w1 NS

human hy Adad
ok e el O

S

e S S

hyh P6 4V +GLUT1

astrocyte assembled at the denuded areas became most
evident in whole mount preparations of different ventric-
ular regions immunostained for GFAP (Fig. 6a—d) and used
for a densitometric analysis (Fig. 6f). This study led to
identify three types of astrocyte arrangements: (1) compact,
characterized by a continuous layer of tightly packed
astrocytes (Figs. lo, p, 2c, 4b, 6a, b); (2) loose, recognized
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<« Fig. 3 Expression of aquaporin 4, the glucose transporter 1 (GLUT1)
and caveolin-1 in the ependyma of wt mice and in the astrocyte layer
that covers the ependymal-denuded surface in hyh mice and a human
hydrocephalic foetus. a Immunolabelling for aquaporin 4 (AQP4,
green) in the ependyma (ep) of the lateral ventricle (LV) of a wt
mouse; DAPI counterstaining (blue). The water channel is mainly
located in the baso-lateral plasma membrane domain (arrow), but
there is also a weak reaction at the apical domain (arrowhead).
b, ¢ Latero-medial wall of a hyh mouse with double immunofluo-
rescence for GFAP (red), AQP4 (green) and DAPI counterstaining
(blue). AQP4 immunoreaction is present in a perivascular astrocyte
(as) and its endfeet surrounding endothelial (en) cells (b). Reactive
astrocytes present AQP4 at the apical (arrowhead) and basal (arrow)
cytoplasm and in their cell processes (double arrow) (c). d Optical
density of the immunoreaction for AQP4 was recorded at (1) the
ependyma (ep) of the latero-medial wall of the lateral ventricles of wt
mice; (2) the cell layer of reactive astrocytes lining denuded areas of
the latero-medial wall of the lateral ventricles of hyh mice (as); (3)
the perivascular endfeet of the astrocytes (as-ef) of wt mice. Data
represent the mean and standard deviation from four wt and four hyh
mice (3—4 sections each mouse; four neighbour areas from each
section). Data are expressed as relative percentage of the values
obtained in each section where the mean of as-ef in wt mice was
considered to be 100 %. *Correlation analysis showed significant
differences (p < 0.001, Student’s ¢ test). e—j Lateral ventricle of a
40-week-old human hydrocephalic foetus. Immunostaining for GFAP
(e-g) and AQP4 (h—j). e Low power view showing ependyma not yet
disrupted (ep) and denuded areas lined by a layer of GFAP+
astrocytes (as). These two regions are shown at higher magnification
in f and g. The ependyma (h) and the astrocyte layer (i, j) express
AQP4. Kk, 1 Fourth ventricle (4V) with double immunofluorescence for
tubulin BIV (tubflV, red) and GLUT1 (green). Endothelial cells
(asterisks) are reactive to GLUT1. k The inset shows a weak reaction
for GLUT1 in the ependyma lining the floor of the fourth ventricle of
a P6 wt mouse. 1 The astrocyte layer lining the denuded floor of the
fourth ventricle of hyh mice does not express GLUT1. m Lateral
ventricle of a wt P6 mouse. Double immunofluorescence for tubfIV
(red) and caveolin-1 (cavl, green). The framed area is shown in
n using only the cavl channel. n Detailed view of area framed in m,
showing the strong expression of cavl in the multiciliated ependyma
of the lateral ventricle. o0 Wall of the lateral ventricle close to the
hippocampus (hip) of a P6 hyh mouse. Double immunofluorescence
for tubPIV (red) and cavl (green). The walls are denuded with the
exception of a tubBIV+ resistant ependymal patch (arrow). The area
framed is shown in p. p Astrocytes lining the denuded areas of the
lateral ventricle strongly express cavl (arrow). The patch of
ependyma is strongly labelled for tubBIV (red), whereas the astrocyte
layer is not. q, r Lateral ventricle of a 40-week-old hydrocephalic
human foetus. Section adjacent to that shown in f and g, immuno-
stained for cavl. The cell body of ependymal cells contains
immunoreactive granules (q). The cell body (arrows) and processes
of the astrocytes forming the thick cell layer lining denuded areas
(double-ended arrow) are immunoreactive (r). CP choroid plexus,
V ventricle lumen. Scale bars a 5 pm, b, ¢ 10 pm, e 200 pum, f, h,
j 20 pm, g 50 pm, i 50 pm, k, o 100 pm, 1 80 um, m 40 pm, n,
p 20 um

by a continuous layer of astrocytes separated by wide
intercellular spaces (Fig. 6¢c—e); (3) very loose, character-
ized by a discontinuous layer of astrocytes (Fig. 6¢, inset).

The barrier property, in terms of paracellular perme-
ability, for these different types of astrocyte arrangements
located at distinct regions of the ventricular system was

tested by in vivo administration of HRP. Five minutes after
HRP injection into a lateral ventricle of hyh mice, the
tracer was incorporated by the dense astrocytic layer and
penetrated about 20 pm into the underlying neuropile,
resembling the barrier property of the neighbouring patch
of multiciliated ependyma (Fig. 6h-1). In the areas that
displayed loosely arranged astrocytes, HRP penetrated
about 90 pum into the brain parenchyma (Fig. 6g, h), indi-
cating a rather free movement of HRP at this level.

Discussion

In hyh hydrocephalic mice, there is a programme of neu-
roepithelium/ependyma denudation starting early in foetal
life and ending by the end of the first postnatal week; the
missing ependyma is replaced by a layer of astrocytes
forming a new interface between the CSF and the brain
parenchyma [29, 41, 65]. This phenomenon has also been
described in human hydrocephalic foetuses [18, 53, 55].
The present study, carried out in hyh mice and human
cases, has revealed that the new surface layer of astrocytes
shares some phenotypic and functional features with the
ependyma [summarized in Table 3], suggesting that such a
unique astrocyte reaction may represent an attempt to re-
establish some lost functions at the brain parenchyma—CSF
interface.

The astrocytes covering the denuded ventricular walls
of hydrocephalic hyh mice form a new cell layer
with a cell organization that resembles the ependyma

The astrocytes found at the denuded ventricular walls form
a new cell layer that in several aspects resembles the
ependyma; i.e. it expresses vimentin, lacks tight junctions,
displays connexin 43-based gap junctions, projects
numerous microvilli to the ventricle and displays numerous
lateral interdigitations that result in a winding intercellular
space (Fig. 7). The existence of gap junctions between
ependymal cells has been widely demonstrated [6, 8, 9, 21,
28], and they are believed to play a role in the synchro-
nization of cilia beating [50, 55]. Their functional
significance in the astrocyte layer is unknown; they could
be associated with electrical and metabolic activities, the
determination of cell phenotype [45], or the clearance of
cytotoxic molecules and the spreading of neuroprotective
factors that takes place in brain injuries, ischaemia and
hypoxia [27, 33, 37, 51, 58, 60]. Whatever the functional
significance of the gap junctions connecting the astrocytes
covering the denuded ventricular surface, it may be sug-
gested that these cells are coupled to play a function as a
CSF-brain barrier involved in water and solute transport
(Fig. 7).
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The ependyma and the astrocyte cell layer present
active endocytic mechanisms

Ependymal cells incorporate CSF proteins into the pino-

cytic-lysosome pathway [14]. The multiciliated ependyma
of wt mice and the denudation-resistant ependyma of hyh
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mice express caveolin-1, which is in agreement with the
expression of EEA1 antigen, a reliable marker of early
endosomes, in these cells (present report). Early endosomes
are dynamic cell compartments that are involved in endo-
cytosis and sorting mechanisms [32, 67]. Caveolin-1 is a
protein that is present in caveolae, structures that play a
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<« Fig. 4 Endocytosis of HRP injected in vivo into the lateral ventricle
of wt and hyh mice, and location of endocytic vesicles, early
endosomes and the Golgi apparatus. Lateral ventricle of wt (a, b) and
hyh (d, f, g) mice, at P14. Confocal laser microscopy of immunola-
belling for the EEA1 antigen of early endosomes (EE, green in a, d,
f), the trans-Golgi network (TGN, green in b, g) and tubulin BIV
(tubfIV, red). DAPI nuclear staining (blue). Z-projections comprising
confocal planes for different thicknesses (between brackets). Numer-
ous EE are present in the apical pole (arrowheads in a, d) of the
ependymal cells (ep) in wt and hyh mice. The broken line in d shows
the border between a patch of intact ependyma (arrowheads) and the
astrocyte layer covering an ependyma-denuded surface (arrows) in
the hippocampus (hip). The TGN in ependymal cells is located
juxtanuclear (arrowhead in b). In the astrocytes (as) covering the
ependyma-denuded surface of hyh mice (arrows in d), abundant EE
and TGN are present in the cell bodies and processes (arrows in f and
g). e Total area occupied by EEAl-reactive EE per ependymal cell of
wt mice and per reactive astrocyte (as) of hyh mice in confocal laser
cuts of frozen sections (explanation on the left side of the figure). Data
represent the mean and standard deviation obtained from sections
corresponding to four wt and four hyh mice (4 sections each mouse).
*Correlation analysis did not show a significant difference
(p = 0.695, Student’s ¢ test). ¢, j, k Ultrastructural detection in the
third ventricle (3V) wall of HRP injected into a lateral ventricle at P3
in wt mice (c¢) and hyh mice (h, i). In the apical pole of ependymal
cells and in astrocytes, HRP is located within endocytic vesicles
(arrowheads) and large EE (asterisks). h, i Lateral ventricle of a
40-week-old human hydrocephalic foetus. Section adjacent to that
shown in Fig. 3f, g, immunostained for EEAl. The cell body of
ependymal cells (ep) contains immunoreactive granules (h). The cell
body and processes of the astrocytes forming the thick cells layer
lining denuded areas are immunoreactive (i). LV lateral ventricle, str
striatum, V ventricle lumen. Scale bars a 10 pm, b, g 5 pm,
¢, j 400 nm, d 50 pum, £ 7 pm, h, i 20 pm; Insets in h, i 10 pm,
k 200 nm

role in endocytosis and transcytosis [20, 23]; caveolin is
also present in both the ependyma [44, 50, present report]
and the reactive astrocytes [present study]. Although most

hyh P20 LV lanthanum

Fig. 5 Ultrastructural detection of lanthanum nitrate applied into the
lateral ventricle of a P20 hyh mouse. a Lanthanum penetrates from
the ventricular lumen (V, arrow) towards the brain parenchyma
through the winding extracellular spaces of the denudation-resistant,
ciliated ependyma (ep). b In the astrocytic layer (as) lining the

cargo that is endocytosed via caveolae is fluid, certain
compounds enter into caveolae via specific receptors [62].
The presence of caveolae in the ependyma is in agreement
with the known capacity of ependymal cells to incorporate
tracer molecules present in the CSF [8, 10]. In the reactive
astrocytes, caveolae can play a similar role, which is in
agreement with the existence of endocytosis and sorting
mechanisms [32, 67], which have also been experimentally
tested in the present study by injecting HRP into the CSF of
living mice. At variance with the ependyma, the non-
polarized distribution of caveolae and endosomes in the
reactive astrocytes indicate that they can incorporate fluid
and substances not only from the ventricle but also from
the parenchymal fluid (Fig. 7).

Role of the expression of the water channel protein
aquaporin 4 in the ependyma and in the new astrocyte
cell barrier

Aquaporin 4 is a water channel with marked prevalence in
periventricular areas [63]. In the ependymal cells, it is
located in the latero-basal domains [46, present report] and,
less extensively, in the apical domain (present report). In
parenchymal astrocytes, it is mostly found in the vascular
endfeet [46, present report]. At variance, reactive astro-
cytes lining the denuded ependyma in hydrocephalic mice
and human foetuses overexpress aquaporin 4, and this
protein is found throughout the cell body and processes
(Fig. 7). The presence of aquaporin 4 in parenchymal
reactive astrocytes has been proposed to be involved in the
water entry to astrocytes in initial stages of oedema for-
mation [38] to re-establish the osmotic equilibrium [64].
The periventricular reaction found in the present report,

hyh P20 LV lanthanum

denuded ventricular surface of a hyh mouse, the tracer penetrates
through the extracellular spaces and bypasses the gap junctions
joining the astrocytes (arrowheads). ¢ cilia, LV lateral ventricle,
m microvilli. Scale bars a 2 pm, b 500 nm
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<« Fig. 6 Tightness and permeability of the layer of astrocytes lining

different denuded regions of the lateral ventricle of hyh mice.
a—d Hyh mice at P20. Surface views obtained from whole mount
preparations of ventricular walls processed for GFAP (red) immuno-
fluorescence and DAPI nuclear staining. The astrocyte cell density in
the latero-medial wall of the lateral ventricle (a, b) is much higher
than that of the latero-external wall of the lateral ventricle (c, d; for
orientation, see g). b, d 1 pm confocal planes of the areas framed in
a and b displaying pseudo 3D reconstructions (17 um in b, 43 pm
in d) bring out the differential arrangement of the astrocytes. Insets in
a, ¢ immunocytochemistry for GFAP in sections of similar areas.
e Ultrastructure of the latero-external wall of a lateral ventricle of a
hyh mouse at P20 showing the loose organization of astrocytes.
f Measurement of astrocyte (as) cell densities using whole mount
preparations of regions of the lateral ventricle displaying compact
(latero-medial wall, see a), loose (see ¢) or very loose (latero-external
walls) arrangements of astrocytes. Data represent mean and standard
deviation of the percentage of the area occupied by the GFAP-
immunoreactive profiles with respect to the total area. Data were
collected from four hyh mice, four with whole mounts/mouse/each
location. *Correlation analysis showed significant differences
between the three types of astrocyte organization (p < 0.001,
Student’s ¢ test). g Frontal section through the telencephalon of a
hyh mouse at P8 immunostained for GFAP. The latero-medial wall of
the lateral ventricle is covered by an astrocytic layer (as; white
arrowhead) and a few patches of ependyma (ep). The area framed is
shown in i-k. The latero-external wall of the lateral ventricle contains
a discontinuous astrocytic layer and scattered ependymal cells (black
arrowhead). h Adjacent section to that shown in g, immunostained
using anti-HRP to visualize the HRP injected in vivo into a lateral
ventricle. In the latero-medial wall of the ventricle, the tracer is
incorporated equally by the layer of astrocytes and the patch of
ependyma (white arrow). In the latero-external wall of the ventricle,
HRP penetrates deeply into the brain parenchyma (black arrow).
i—k Adjacent serial sections through an area similar to that framed in
g, including a patch of ependyma lying close to a denuded area lined
by an astrocytic layer. The broken line points to the border between
both areas. Haematoxylin—eosin staining (i), anti-GFAP (j) and anti-
HRP (k) immunolabelling. The astrocyte layer and the ependymal
patch incorporate HRP following a similar pattern. 1 Measurement of
the penetration of intraventricularly injected HRP into the brain
parenchyma at three different regions of the lateral ventricles: with
ependyma (j, k), compact layer of reactive astrocyte (white arrow/
arrowhead in g, h) and loose layer of astrocytes (black arrow/
arrowhead in g, h). Data represent mean and standard deviations from
four hyh P8 mice (4 measurements in 3—4 sections from each mouse).
*The correlation analysis showed a significant difference between the
degree of penetration of HRP through the loose astrocyte layer and
that of the other two regions (p < 0.001, Student’s ¢ test). **There
was not a significant difference between the data from the penetration
through the astrocyte compact organization and the ependyma in the
hippocampus of hyh mice (p = 1.119, Student’s ¢ test). ctx cerebral
cortex, hip hippocampus, LV lateral ventricle. Scale bars a, ¢ insets in
aand ¢ 20 pm, e 1 pm, g, h 200 pm, i—k 20 um

both in mice and humans, could represent an attempt to re-
establish the equilibrium between the ventricular and
parenchymal fluids, or to help CSF transport from ventri-
cles to brain capillaries (Fig. 7). Ependymal aquaporin 4
has been proposed to play a protective role in hydroceph-
alus by allowing for the transependymal re-absorption of

CSF into brain capillaries [56]. The presence of aquaporin
4 in the apical plasma membrane of ependymal cells sup-
ports this possibility. It appears that aquaporin 4 may have
arelevant role in hydrocephalus and be a useful therapeutic
target [34, 54; reviewed by 40, 42, 56].

The astrocyte layer and the ependyma present similar
paracellular routes of transport

The multiciliated ependyma is an epithelial-like layer
interposed between the CSF and the brain parenchyma.
Although it does not behave like a tight barrier [8, 9], it
seems to regulate the transport of ions, small molecules and
water [12, 66]. Tight junctions are absent or poorly
developed in the mature multiciliated ependyma [8, 12].
Lanthanum nitrate injected into the ventricle of wt and hyh
mice further proves that the extracellular spaces of both,
the ependyma and astrocyte cell layer, are not sealed
(Fig. 7). Furthermore, the ependymal and glial barriers
responded similarly to the in vivo intraventricular injection
of HRP; the tracer moved through the intercellular space of
both barriers and penetrated only a few micrometres into
the underlying neuropile, suggesting that both barriers
somehow limited the amount of HRP moving from the CSF
to the brain parenchyma. This possibility is supported by
the finding that HRP penetrated deeply into the brain
parenchyma in the regions of the ventricular walls with a
poorly developed astrocyte cell layer.

Different and distinct regions of the denuded ventricular
walls trigger different astrocyte reactions that lead to glial
layers with different degrees of cell density and tightness.
What are the signals mediating these different responses?
In hyh mice, ependymal denudation takes place at prenatal
stages prior to detectable hydrocephalus [30]. Therefore,
intraventricular pressure or expanding ventricles cannot be
considered to be responsible for the absence of ependyma
in these mice. Similarly, the periventricular astrocyte
reaction appears shortly after denudation, when astroglio-
genesis takes place but at a stage when ventriculomegaly
is just starting to develop. Furthermore, the most robust
astrocyte layer is that lining the denuded floor of the fourth
ventricle, a cavity displaying no dilatation. The mecha-
nism underlying the formation of the astrocyte layer
replacing the lost ependyma is not known. Is the actual
absence of the ependyma, or the direct exposure of the
neuropile to the CSF, or a mechanical effect of the
expanding ventricles involved? Are there different phys-
iopathological consequences for brain regions protected by
a new and compact layer of astrocytes and those close to a
ventricular wall lined by a loose and highly permeable
layer of astrocytes? These are open questions for future
investigations.
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Table 3 Summary of results displaying the presence (+) or absence (—) of the structural and functional markers in the hyh mouse

Cytoskeleton Gap Adherens Microvilli Glucose Water Endocytosis/ Endocytosis/ Endocytosis/ Absence of
junctions  junctions transport transport transcytosis transcytosis transcytosis tight
(connexin  (N-cadherin) (GLUT1) (aquaporin (caveolae (endosomes (HRP junctions/
43) 4) containing  containing  uptake) paracellular
caveolin 1) EEAI permeability
antigen (lanthanum
tracing)
Ependyma  (GFAP)* + + + +° + + + + +
Vimentin
Cell layer of GFAP, + - + - + + + + +
reactive vimentin
astrocytes

Findings in bold have been also obtained in human foetuses

* At variance with mouse ependyma, the ependyma of human foetus is reactive with anti-GFAP

® GLUT!1 is only present in immature ependymal cells

Normal (with ependyma)

74

Fig. 7 Schematic representation of the transcellular and paracellular
transport mechanisms that would operate at the ependyma and the
layer of reactive astrocytes. In the ependymal cells of wt mice (left),
most of the aquaporin 4 (yellow dots) is located at the basolateral
domains (some is found at the apical domain), suggesting that the
ependyma transports water from the brain parenchyma (bottom)
towards the ventricular CSF (upper) (yellow arrow across the
ependyma). There are pinocytic processes and transcytosis directed
in the opposite direction through this barrier (purple arrow). In hyh
mouse (right), a layer of reactive astrocytes cover the ependyma-
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hydrocephalus (with astrocyte reaction)

ventricle

denuded surfaces. These cells express aquaporin 4 throughout the cell
body and processes (yellow dots) and could be involved in water
transport from or to the CSF (double-headed yellow arrow). The
pinocytic processes in the astrocytes could also operate in both
directions (double head purple arrows). In addition, as in the normal
situation, parenchymal astrocytes together with the endothelial cells
would be involved in an aquaporin 4-mediated transport towards the
brain capillaries. Both barriers would transport molecules from the
CSF to the brain parenchyma through a paracellular route (winding
red arrows)
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Increased levels of tumour necrosis factor alpha (TNFa) but not transforming growth factor-beta 1
(TGFP1) are associated with the severity of congenital hydrocephalus in the hyh mouse

Aims: Here, we tested the hypothesis that glial responses
via the production of cytokines such as transforming
growth factor-beta 1 (TGFB1) and tumour necrosis
factor alpha (TNFo), which play important roles in
neurodegenerative diseases, are correlated with the sever-
ity of congenital hydrocephalus in the hyh mouse model.
We also searched for evidence of this association in human
cases of primary hydrocephalus. Methods: Hyh mice,
which exhibit either severe or compensated long-lasting
forms of hydrocephalus, were examined and compared
with wild-type mice. TGFB1, TNFo, and TNFoR1 mRNA
levels were quantified using real-time PCR. TNFo and
TNFoR 1 were immunolocalized in the brain tissues of hyh
mice and four hydrocephalic human foetuses relative to
astroglial and microglial reactions. Results: The TGFp1
mRNA levels were not significantly different between hyh

mice exhibiting severe or compensated hydrocephalus
and normal mice. In contrast, severely hydrocephalic mice
exhibited four- and two-fold increases in the mean levels
of TNFo and TNFoR1, respectively, compared with
normal mice. In the hyh mouse, TNFo. and TNFoR1
immunoreactivity was preferentially detected in astrocytes
that form a particular periventricular reaction character-
istic of hydrocephalus. However, these proteins were rarely
detected in microglia, which did not appear to be activated.
TNFo. immunoreactivity was also detected in the glial
reaction in the small group of human foetuses exhibiting
hydrocephalus that were examined. Conclusions: In the
hyh mouse model of congenital hydrocephalus, TNFo.
and TNFoR1 appear to be associated with the severity of
the disease, probably mediating the astrocyte reaction,
neurodegenerative processes and ischaemia.

Keywords: biomarkers, congenital hydrocephalus, microglia, reactive astrocyte, TGFB1, TNFo
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Introduction

Tumour necrosis factor alpha (TNFo) is a multifunc-
tional cytokine that exerts a wide range of pleiotropic
effects, such as proliferative responses to inflammation,
mediation of immune responses and cell death [1]. Thus,
TNFa plays a critical role in the pathogenesis of chronic
inflammatory diseases [2,3], including multiple sclerosis
[4-6], Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease [7-9].
TNFo has two active forms: one is a transmembrane
signalling molecule with juxtacrine action [10] and the
other is a soluble cytokine [1]. The soluble form is derived
from the proteolytic cleavage of the transmembrane form
[11]. The activities of the two forms of TNFo are medi-
ated through two different receptors: TNFaR1 (p55) and
TNFoR2 (p75). Whereas the transmembrane form of
TNFa activates both TNFoR1 and TNFoR2, the soluble
form of TNFo primarily functions via binding to TNFoR 1
[12,13]. The soluble form of TNFo can induce a pro-
inflammatory or cytotoxic effect, inducing cell death
through two different signalling pathways mediated by
the TNFoR1 receptor [1,14]. However, TNFo can
perform dual roles and can be either neurotoxic or
neuroprotective in a concentration-dependent manner
[15]. These dual roles have also been linked with the acti-
vated receptor types [16]. In neural tissue, TNFa is pro-
duced by microglia, astrocytes, neurones and infiltrating
immune cells [5,17-23], where it activates astrocytic
and microglial responses [24,25].

Transforming growth factor-beta 1 (TGFB1) plays a
protective role in neuropathologies [26]. It has been
reported to be able to promote axonal regeneration in the
hippocampus in vitro [27], and it protects hippocampal
neurones after global cerebral ischaemia [28], where
TGFB1 has been reported to be secreted by microglia
[29,30].

The hyh mutant (hydrocephalus with hop gait) [31]
mouse is an animal model that exhibits congenital hydro-
cephalus and develops neuropathological events [32,33],
which has made this model valuable for the study of the
disease. One of the advantages of this model is that it
enables the design of clinical studies in populations of
animals with an identical genetic background [34]
because the mutation displays a 100% penetrance [35].
Batiz et al. [34] have reported the existence of different
forms of the evolution of hydrocephalus in hyh mice.
Although most hyh mice die within a month after devel-
oping a severe form of hydrocephalus, 30% of hyh mice
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develop a long lasting and compensated form of the
disease and are able to survive longer.

Here, we have investigated the possible relationship
between expression of two different cytokines with pro-
inflammatory and neuroprotective properties, TNFo, and
TGFB1, and congenital hydrocephalus. Hyh mice with
both the severe and long-lasting evolutionary forms of
congenital hydrocephalus, as well as human foetuses,
were examined in the present investigation. The informa-
tion obtained could provide insight into the pathophysiol-
ogy and prognosis of hydrocephalus and could facilitate
the development of novel pharmacological therapeutic
strategies for the disease.

Materials and methods

Animals

Mutant hyh mice (hydrocephalus with hop gait, B6C3Fe-
a/a-hyh/J strain) and their control littermate wild-type
(wt) mice were used. Mice were obtained from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) and were bred in
the Animal Experimentation Service of the University of
Malaga. The housing, handling, care and processing of
the animals were conducted in accordance with European
and Spanish laws (DC 86/609/CEE and RD 1201/2005)
and followed the regulations approved by the Council of
the American Physiological Society. Wt and mutant hyh
male mice were used and identified by clinical inspection
and genotyping [35]. Animals at 4, 7, 30, 90 and 180
(P4-P180) days of age were sacrificed, using cervical
dislocation for RT-PCR (P30, P90 and P180 mice) or
anaesthetization with Dolethal (sodium pentobarbital;
Vétoquinol, Lure, France; intraperitoneal administra-
tion, 0.2 mg/g bodyweight) for immunocytochemistry/
immunofluorescence processing (P4, P7, P30 and P90
mice). For magnetic resonance (MR) studies, P7, P30
and P90 mice were anaesthetized with 1-2% isoflurane in
oxygen at 1 1/min.

Human foetuses

Paraffin sections (5—-10 um thick) of brains necropsies
were obtained from four foetuses that exhibited primary
hydrocephalus associated with cerebral malformation
(n=1; 30 weeks of gestation), non-immune hydrops
foetalis (Noonan) (n = 1; 36 weeks of gestation), Potter IIB
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syndrome and associated hydrocephalus (n = 1; 40 weeks
of gestation) or Dandy-Walker syndrome (n = 1; 40 weeks
of gestation). Necropsy specimens from three other foe-
tuses without any neuropathological indications were
chosen as controls and included one case each of Potter
syndrome without neuropathologies (n=1; 21 weeks of
gestation), placental abruption (n=1; 29 weeks of gesta-
tion) and anoxia (n = 1; 33 weeks of gestation). Foetuses
were obtained between 1991 and the present date by
induced abortion with a clinical prescription and accord-
ing to national laws and regulations. The brains of the
foetuses were originally obtained for diagnostic purposes
with parental consent at the Carlos Haya Hospital
(Malaga, Spain) and were fixed in 5% formalin. The
medical ethics committee approved their use and study
in accordance with Spanish legislation (Data Protection
Act, BOE 298, 15/1999; Biomedical Research Act, BOE
159, 14/2007; Regulation of the Use of Samples of
Human Origin for Biomedical Research Act, BOE 290,
RD1716/2011).

MR imaging

The MR imaging experiments were performed using a
9.4T Biospec 94/20 USR (Bruker, Billerica, MA, USA)
small animal system equipped with 440 mT/m gradients.
Body temperature and respiratory frequency were
monitored in the anaesthetized animals throughout
the experiment. The protocol consisted of a high-
resolution T2-weighted RARE (Rapid Acquisition
with Relaxation Enhancement) sequence with fat sup-
pression, 3D FISP (Fast Imaging with Steady Precession)
and volumetric T1-weighted multi-slice-multi-echo
sequence with water and fat suppression. Sequence
parameters were set as follows. T2-weighted: TR = 2.5 s;
effective TE = 32 ms; echo train length = 6; 4 averages;
matrix size =512 x512; FOV =20x 20 mm?* slice
thickness = 0.75 mm. 3D FISP: TR =8 ms, TE =4 ms,
matrix size =256 X 256 x 128; resolution = 78 um x
78 um X 156 pum. T1-weigthed: TR = 500 ms; TE: 6.6 ms;
matrix size =256 x 256; FOV =20 x 20 mm?*. One wt
mouse at P7, four wt mice at P30, one hyh mouse at P7,
six hyh mice at P30 and six hyh mice at P90 were exam-
ined using these protocols. Some of the animals were
injected with 5 ul (wt mice) or 10 ul (hyh mice) of
0.25 mmol/ml Gadovist (Bayer, Leverkusen, Germany) as
a contrast agent at a rate of 1 ul/min into the lateral

© 2013 British Neuropathological Society

TNF o in the aetiology of congenital hydrocephalus 913

ventricle (wt mice) or dorsal third ventricle (hyh mice).
After the injection, the needle was maintained in the injec-
tion site for 2 min, and volumetric T1 images were
obtained 10 and 20 min later.

Immunocytochemistry and immunofluorescence

Wt and hyh mice at P4, P7, P30 and P90 (for each
condition: n=8-12 at P4, P7 and P30, and n=5
at P90) were transcardially perfused with either 4% para-
formaldehyde diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH
7.4, or Bouin's fixative. Fixed brains were removed and
post-fixed in the same solution for 24 h (paraformalde-
hyde, at 4°C) or 48-72 h (Bouin, at room temperature).
Paraformaldehyde-fixed brains were cryoprotected in 30%
sucrose to obtain frozen sections (40 um thick) that were
later immunostained with a free-floating section-staining
protocol. Bouin-fixed brains were embedded in paraffin,
and 10-pum-thick serial sections were obtained. Some of
the paraffin sections were stained with haematoxylin-
eosin. Primary antibodies were used against: TNFa
(Abcam, Cambridge, UK, ab34719, rat monoclonal,
1:100 dilution; Abcam, ab1793, mouse monoclonal,
1:100 dilution; Sigma, St Louis, MO, USA, T8300, rabbit
polyclonal antibody, 1:200 dilution); TNFoR1 (Sigma,
SAB4502988, rabbit polyclonal, 1:1000 dilution; Santa
Cruz Biotechnology, San Diego, CA, USA, SC7895, rabbit
polyclonal, 1:2000 dilution); GFAP (Sigma, G3893,
mouse monoclonal, 1:1000 dilution); Ibal (Wako, Chuo-
ku, Osaka, Japan, 019-19741, rabbit polyclonal, 1:500
dilution), a marker of resting and activated microglia;
vimentin (Sigma, V4630; goat polyclonal, 1:500 dilu-
tion); and tubulin BIV (Sigma, T7941, mouse monoclo-
nal, 1:400 dilution).

For light microscopy of mouse and human paraffin sec-
tions, labelling with primary antibodies was visualized
using appropriate secondary biotinylated antibodies, fol-
lowed by ExtrAvidin-peroxidase (Sigma, 1:2000 dilution)
using 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB,
Sigma) as the electron donor. Ammonium nickel sulphate
was added to intensify the DAB reaction, which changed
from brown to a dark blue colour. In the paraffin sections,
heat-induced antigen retrieval was performed in 50 mM
citrate buffer at pH 6.0 prior to immunolabelling.

For immunofluorescence in mouse frozen sections
and human paraffin sections, Alexa Fluor 488 and 568
(Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA, 1:2000 dilution)
conjugated secondary antibodies were used. Sections
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intended for immunofluorescence were mounted in
Vectashield (Dako, Glostrup, Denmark). Nuclear counter-
staining was obtained using DAPI. In some sections,
double immunostaining was performed, combining two
primary antibodies. Serial 1-um-thick planes and projec-
tions in the Z-axis were imaged using a Leica SP5 II
(Leica, Wetzlar, Germany) confocal microscope, and the
images were processed using Image] software (NIH, USA).
Micrographs for analysis were obtained under identical
conditions.

For all immunostaining, antibodies were diluted in a
0.01 M phosphate saline buffer (PBS), pH 7.4, containing
Triton-X100, bovine albumin and appropriate normal
sera. Primary antibody incubations were performed at
22°C for 18 h or for 72 h at 4°C, and secondary antibody
and ExtrAvidin incubations were performed for 1 h at
room temperature. For negative controls, the omission
of primary antibodies was used. Immunolabelling was
always performed simultaneously and under identical
conditions on sections corresponding to both wt mice and
hyh mice of different disease severities. Experiments were
repeated at least twice by different researchers, and the
results were compared for their consistency.

Tomato lectin histochemistry

Tomato lectin was used as a microglia marker, and
strong staining identifies amoeboid microglial cells
[36]. Paraffin sections were incubated with 5 pg/ml
biotinylated tomato lectin (Lycopersicon esculentum;
Vector, Burlingame, CA, USA) in PBS for 1 h at 37°C. The
sections were then processed using ExtrAvidin and DAB,
as for immunocytochemistry.

Retrotranscription and real-time PCR

The hippocampi of the right hemisphere of wt (P30,
n=18; P90, n=38; P180, n=2) and hyh (P30, n=13;
P90, n=7;P180, n = 2) mice were quickly removed under
cold conditions, frozen in dry ice and stored at —84°C.
Total RNA was extracted using the Tripure Isolation
Reagent (Roche, Basel, Switzerland). Contaminating DNA
was removed via incubation with DNAase (Sigma), and
DNA removal was confirmed by the PCR analysis of total
RNA prior to reverse transcription. The integrity of the
RNA samples was assessed by agarose gel electrophoresis.
The yield of total RNA was determined by measuring the
absorbance at 260 nm of ethanol-precipitated aliquots of
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the samples. The recovery of RNA was comparable
between all groups. The protein pellets, obtained using the
Tripure Isolation Reagent, were resuspended in 4% SDS
and 8 M urea in 40 mM Tris-HCI, pH 7.4, and rotated
overnight at room temperature.

Retrotranscription was performed using random
hexamers, 3 ug of total RNA as the template and the
High-Capacity ¢cDNA Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), according to the manufacturer’s
recommendations. For real-time RT-PCR, each specific
gene product was amplified using commercial Tagman
probes [20x Assays-on-Demand Gene Expression Assay
Mix: GAPDH, Ref. Mm99999915_gl; TNFo, Ref.
MmO00443258_m1; TNFoR1, Ref. Mm00441875_m1;
and inducible nitric oxide synthase (iNOS), Ref.
MmO00440485_m1], following the instructions provided
by the manufacturer (Applied Biosystems), and specific
primers (TGFB1: UP 5'TGGAGCAACATGTGGAACTC3’,
LO 5CAGCAGCCGGTTACCAAG3’; and GFAP: UP
5'CTCCAACCTCCAGATCCGAG3’, LO 5'TCTGACACGGA
TTTGGTGTCC3’). For real-time detection and quantifica-
tion, an ABI Prism 7000 Sequence Detector System
(Applied Biosystems) was used. For each assay, a standard
curve was first constructed, using increasing amounts of
c¢DNA. In all cases, the slopes of the curves indicated
optimal PCR conditions (slopes of 3.2—3.4). The mRNA
levels of the different mice were determined using
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as a
housekeeper gene. Amplification of the housekeeper gene
was performed in parallel with the gene to be analysed.
The results were normalized to GAPDH expression. The
results were always expressed using the comparative
Ct method, following the instructions from Applied
Biosystems. As a control condition, we selected the P30 wt
mouse. Consequently, the expression levels of all tested
genes, for all ages and types of mice, were referenced
against the expression levels detected in the P30 wt
mouse.

Flow cytometry

The hippocampi from both hemispheres of wt (n=22)
and hyh (n = 17) mice at P30 were quickly removed under
cold conditions and converted into single-cell suspen-
sions in PBS containing 0.1% Triton-X100 using a
micropipette. The cells were pelleted after centrifugation
and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min.
Following fixation, 200 pl of the cell suspension was incu-
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bated with mouse anti-GFAP (1:1000 dilution) or anti-
Ibal (1:1000 dilution) for 24 h at 4°C and then incubated
with donkey anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:1000 dilu-
tion) for 1 h at 4°C. All antibodies were diluted in PBS
containing 0.05% Triton-X100. Researchers were blinded
by using unlabelled tubes containing samples with or
without secondary antibodies. Between 60 000 and
100 000 events were counted for each sample using
a Dako Cytomation MoFlo cell sorter (Dako, Glostrup,
Denmark). Each experiment was repeated at least twice,
and the results were compared for consistency. This
method allowed us to estimate the number of cell
bodies and intensity of Ibal microglial cell body
immunolabelling different
hydrocephalic conditions.

in controls and under

Data analyses

Statistical analyses and graphics were generated using
KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, PA, USA)
and Microsoft Excel 12.2.4 (Microsoft Corporation). A
P < 0.05 based on Student’s t-test was considered statisti-
cally significant. When F probability from Student’s t-test
was < 0.05 variance was considered to be unequal.

Results

Progressive morphological changes in
hydrocephalic hyh mice brains

In almost all the mutant hyh mice, the pathology causing
their deaths occurred approximately 20-40 days after
birth, which is consistent with the results described by
Batiz et al. [34]. The mice used for the present study at
P30 exhibited the severe form of the disease according to
Batiz et al. [34]. At that stage, most animals appeared to
be seriously ill, and they were perceived as being suscep-
tible to death within days. In contrast, a few male hyh
mice were able to survive to 90 days (P90) and, in
extremely rare cases, 180 days (P180) post-partum.
Thus, while the very small numbers of hyh mice surviv-
ing to P180 caused the results involving these mice to
lack statistical significance, they were nevertheless useful
for confirming and strengthening the data from the hyh
mice surviving to P90. The P90 and P180 mice, while
displaying the symptoms described by Bronson and Lane
[31], exhibited symptoms that did not appear to be criti-
cal, and these mice lacked macrocephaly, consistent with
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the evidence described by Bétiz et al. [34]. The P90 and
rare P180 mice used in this study were collected over a
4-year period and were considered to exhibit a compen-
sated form of hydrocephalus.

In hyh mutant mice between 4 (P4) and 7 (P7) days of
age, shortly after closure of the caudal cerebral aqueduct
[37],
(Figure 1a), affecting the neocortex and hippocampus

hydrocephalus was found to become severe

(Figure 1e—g). MR imaging (Figure 1h-k) was performed
on a small number of mice to confirm the histological
results. It was found that macrocephaly was more pro-
nounced in most of the mice that exhibited the severe form
of hydrocephalus (P30 mice in the present study). Histo-
logical and MR examinations revealed that the mice with
severe hydrocephalus and macrocephaly (P30 hyh mice)
exhibited a larger dilatation of the dorsal third ventricle
and of the caudal cerebral aqueduct than mice that devel-
oped the long-lasting form of hydrocephalus lacking
macrocephaly (P90 and P180 mice). Histological analysis
of all hyh revealed periventricular oedema in the
neocortex, as well as degeneration of the fibres of the
external capsule, during the first week of life (Figure 1f,g;
wt condition is shown in Figure 1b-d).

The presence of periventricular astrocytic
reactions in the hyh mouse

A characteristic periventricular astrocyte reaction,
described previously [33,38,39], was detected covering
the ventricle surfaces lacking an ependyma in the bulk of
the ventricular system, including the alveus of the
hippocampus (Figure 2b; compared with the wt mouse in
Figure 2a). These cells appeared to be strongly GFAP
immunoreactive (Figure 2b) and were also vimentin posi-
tive (not shown), strongly suggesting that the cells were
mature reactive astrocytes, in accordance with previously
published results [33]. The levels of GFAP mRNA in the
hippocampus of hyh mice at P30 and P90 were quantified
and were found to be at least two-fold greater than the
levels detected in wt mice (Figure 2¢). However, there were
no significant differences detected between hyh mice at
P30 and P90. The mature hippocampus was selected for
mRNA quantification instead of the neocortex for two
main reasons. First, the use of hippocampal tissue avoided
any possible residual effects of the dramatic oede-
matous conditions and massive inflammation of the
periventricular white matter that occurred during
neocortical development [33]. Second, the improper
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hyh P90

hyh P90

Figure 1. The development of hydrocephalus and ventricle enlargement in hyh mice. (a) A frontal section of a hyh mouse at P4 exhibiting
mild enlargement of the lateral ventricles. (b, e) Frontal MR images at the level of the hippocampus (asterisks) of wt and hyh mice at P7.

(c, d, f, g) Frontal sections stained with haematoxylin-eosin corresponding to the same wt (c, d) and hyh (f, g) mice at similar levels to those
shown in b and e. d and g are detailed images of ¢ and frespectively. The arrow in g indicates the oedematous periventricular region in the
neocortex. (h-k) Frontal (h, j) and sagittal (i, k) images from hyh mice at P30 (h, i) and P90 (j, k). h and j are T2 MR images. i and k are T1
MR images at the midline level after the intraventricular injection of a contrast agent. Abbreviations: 3v, third ventricle; ca, dilated caudal
cerebral aqueduct; hip, hippocampus; lv, lateral ventricle; ncx, neocortex. Scale bars: a, ¢, f, 1 mm; d, g, 500 pm.

development of the neocortex [33] could provide less reli-
able results than the hippocampus.

hyh mice with different severities of
hydrocephalus did not exhibit significant
differences in TGFB1 mRNA expression

To examine whether TGFB1 could be related to the differ-
ent magnitudes of hydrocephalus in the hyh mice, the
mRNA levels of TGFB1 in the hippocampus were quanti-
fied. No significant differences in the levels of TGF1 in the
hippocampus were detected between hyh and wt mice at
any age (P30, P90 and P180) examined (Figure 2d).

Significant differences in the levels of TNFo.
mRNA expression between hyh mice with
different severities of hydrocephalus

Examination of the association of TNFa, expression levels
with the aetiology of hydrocephalus of different severities
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in the hyh mice was performed as described for TGF§1. In
contrast to TGFB1, we found that the levels of TNFo
mRNA at P30 were significantly different in hyh mice
compared with the levels of TNFoo mRNA detected in wt
mice. There was a four-fold increase in the mean level of
TNFo. mRNA in hyh mice (Figure 3a), and in some cases,
the expression levels were up to eight-fold greater than
those found in wt mice. Although the mean TNFo mRNA
expression levels in hyh mice at P90 and P180 were found
to be two-fold greater than those observed in wt mice, the
difference was not significant (Figure 3a).

The expression of TNFa in reactive astrocytes in
the hyh mouse and in human foetuses
with hydrocephalus

The expression pattern of TNFo was examined by
immunolabelling frozen sections of the mouse brain-
cortex with three different antibodies. All of the
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Figure 2. The expression of GFAP and TGFB1 in the cerebral cortex of hyh and wt mice. (a, b) Immunolabelling with nickel intensification
of astrocytes against GFAP in the hippocampus (hip) of a wt (a) and a hyh (b) mouse at P30. Strongly immunoreactive astrocytes are
detected covering the ventricle surfaces of the hippocampus (white arrow, in b) and the external capsule below the neocortex (ncx; black
arrow, in b) of the hyh mouse. The broken lines in a and b denote the lateral ventricle space between the neocortex and the hippocampus.
(¢, d) GFAP (c) and TGFB1 (d) mRNA levels in the hippocampus of wt (red dots) and hyh mice (blue dots) at P30, P90 and P180. The red
and blue transversal lines represent the mean levels. Significant differences were detected in the levels of GFAP mRNA between wt and hyh
mice (*P < 0.02, Student’s t-test, unpaired data with unequal variance, F probability < 0.003; *P < 0.02, Student’s t-test, unpaired data with
unequal variance, F probability < 0.003; **P < 0.06, Student’s t-test, unpaired data with unequal variance, F probability < 0.0001) but not
in the levels of TGFB1 mRNA between wt and hyh mice at P30 (*P < 0.6, Student’s t-test, unpaired data with equal variance, F

probability < 0.5). Abbreviations: a, alveus; CA2; pyramidal cells of Cornu Ammonis area 2; ec, external capsule. Scale bars: a, b, 50 um.
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antibodies revealed similar results. During the first days of
postnatal life in wt and hyh mice, TNFo immunoreactivity
was only detected in the meninges and in a diffuse form in
the neighbouring brain parenchyma (Figure 4a—e). Later,
atthe end of the first postnatal week in hyh mice, as hydro-
cephalus became severe, it was also possible to detect
diffuse TNFoo immunoreactivity throughout the brain
parenchyma (Figure 4f-k). In agreement with the results
obtained from real-time PCR, the diffuse TNFor immu-
noreactivity could be detected more strongly in the sections
from hyh mice at P30 (Figure 5b,c,f) than from wt mice at
P30 (Figure 5a,e) or hyh mice at P90 (Figure 5d).
Periventricular reactive astrocytes were found to be
immunoreactive to the different TNFo antibodies in hyh
mice from P7 onwards. TNFo. immunolabelling was
detected in the reactive astrocytes in the neocortex and the
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alveus of the hippocampus (Figures 4f,g and 5f-i), as well
as other ventricle surfaces (not shown). The patches of
ependymal cells that resisted the process of denudation
did not display TNFo. immunoreactivity (Figure 5j). TNFo
immunoreactivity was not detected in the cell bodies or
the primary cell processes of the nonreactive astrocytes
located inside the brain parenchyma (Figure 5g). Some
Ibal+ periventricular microglia on the ventricle surface
of the neocortex (Figure 51) and, unusually, in the
hippocampus displayed immunoreactivity to TNFo anti-
bodies (Figure 5k).

Periventricular reactive astrocytes immunolabelled
with anti-TNFo were not detected in the human control
cases (Figure 6a). In neocortical sections of human
foetuses with primary hydrocephalus, anti-TNFo-labelled
reactive astrocytes in the periventricular region covered
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Figure 3. mRNA levels of TNFo (a) and its receptor, TNFoR1 (b), in the hippocampus of wt (red dots) and hyh (blue dots) mice at P30, P90
and P180. The red and blue transversal lines represent the mean levels. Correlation analyses revealed significant differences between wt and
hyh mice at P30 and between hyh mice at P30 and P90 (*P < 0.002, **P < 0.01, **P < 0.02, ***P < 0.001; Student’s t-test, unpaired data
with unequal variance, *F probability < 0.0001, **F probability < 0.004, **F probability < 0.02, ***F probability < 0.02). The correlation
probability was high (0.004) for the levels of TNFo. and TNFoR1 in each animal.

Figure 4. (a—k) TNFo expression in the neocortex (ncx; a—g, i—k) and hippocampus (hip; a, ¢, h) of wt (a, b) and hyh mutant mice (c-k) at
P4 (a—e) and P7 (f=k). Confocal microscopy of sections immunostained using rabbit anti-TNFo antibodies (TNFo., green) and counterstained
using the nuclear marker DAPI (blue). Immunoreactivity was detected in a diffuse pattern in the brain parenchyma and in the cells of the
meninges (thick arrows; in b, e, f, i, j). TNFo. labelling was also detected in astrocyte cell bodies and their endfeet in the glial limitans (thin
arrow, in j; colabelling with GFAP in red) as well as in reactive astrocytes in the ventricular surface (thin arrows, in f and g). The broken line
in a and c denotes the lateral ventricle space between the neocortex and the hippocampus. TNFo immunoreactivity was detected in the
astrocyte perivascular endfeet surrounding blood vessels near the meninges (asterisks, in k) and the ventricle in the neocortex.
Abbreviations: v, lateral ventricle lumen. Scale bars: a—e, g, i, 50 pm; f, 250 pm; h, 25 pm; j, 10 um; k, 7.5 um.
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Figure 5. TNFa expression in the neocortex (ncx; a, b, e, 1) and hippocampus (hip; a-k) of wt (a, e) and hyh (b—d, f-i) mutant mice at P30
(b, ¢, f-1) and P90 (d) with rat (a, b e, g-1) and mouse (c, d, f) monoclonal antibodies against TNFc. (a, b) Inmunoreactivity viewed under
light microscopy. (¢, d) Immunofluorescence (green) in the hippocampus. (e) Double immunofluorescence in neocortex and hippocampus
with anti-TNFo (red) and anti-GFAP (green). The broken line denotes the lateral ventricle space between the neocortex and the
hippocampus. (f) Immunofluorescence with anti-TNFa (green) in the hippocampus with DAPI (blue) counterstaining. Strong
immunoreactivity was detected in the meninges (thick arrow). The ventricle surface covered by reactive astrocytes was also immunolabelled
(arrows), but an ependymal patch was immunonegative (asterisk). (g—i) Double immunofluorescence against TNFo. (red) and either GFAP
(green, in g and h) or vimentin (vim; reactive astrocyte marker; green, in i) in the hippocampus. Reactive periventricular astrocytes (arrows,
in g—i) are colabelled (orange/yellow) with both TNFo. and GFAP or vimentin antibodies. Nonreactive astrocytes in the brain parenchyma
(arrowhead, in g) were not colabelled (reaction in green). (j=I) Double immunofluorescence against TNFa (red, in j and k; green, in 1) and
tubulin-BIV (tubBIV, ependymal cilia marker; green, in j) or Ibal (microglia marker; green, in k; red, in 1) in the ventricle walls of the
hippocampus (j, k) and neocortex (l). j represents a surface view from the ventricle of a thick frozen section displaying immunolabelling of
cilia belonging to a small patch containing ependymal cells (asterisk) that resisted denudation. Microglial Ibal+ cells were not labelled with
the TNFa antibody in the hippocampus (curved white arrows, in k), but some were found to be colabelled in the neocortical ventricle surface
(curved yellow arrows, in l). The reactive astrocytes covering the ventricle surfaces displayed anti-TNFo immunoreactivity (arrows, in j and
k). Abbreviations: hip, hippocampus; ncx, neocortex; v, ventricle lumen. Scale bars: a, b, 200 um; ¢, d, 100 um e, g, i, 50 um; f, 250 um;

h, 10 um; j, k, I, 25 um.

the denuded ependymal surfaces and the neighbouring
brain parenchyma (Figure 6¢-g). These cells were identi-
fied as astrocytes and microglia colabelled with GFAP and
Ibal (Figure 6h-k). In the Dandy-Walker case, which
lacked ependymal denudation in the fourth ventricle,
parenchymal astrocytes were also found to be immu-
nopositive for TNFo. (Figure 6b).

Significant differences in the levels of TNFoR1
mRNA expression between hyh and wt mice

The diffuse distribution of TNFo immunolabelling in the
brain parenchyma and its absence from microglia sug-
gested that this factor could be functioning via the
TNFoR1 receptor. For this reason, the levels of TNFoR1
mRNA were quantified in the same animals following the
same real-time PCR procedures as described for TNFo.. A
two-fold increased in the mean expression of TNFoR1
was detected in the hippocampus of hyh mice at P30
(Figure 3b) compared with wt mice. The TNFoR1 mRNA
levels displayed the same trend as TNFo in the hyh mice at
P90 and P180, although there no significant difference
was detected compared with the wt mice (compare with
Figure 3a). Furthermore, when the levels of TNFo. mRNA
and TNFoR1 mRNA were compared between each indi-
vidual mouse at P30, P90 and P180, a significant high
correlation probability (0.004) was found between them.
Thus, the animals with higher TNFo. mRNA levels also
expressed higher levels of TNFoR1 mRNA.

TNFoR 1 receptor expression in reactive
astrocytes in hyh mice

The expression of TNFoR1 in the brain parenchyma was
also studied in frozen sections with different antibodies. In

© 2013 British Neuropathological Society

the wt and hyh mice these antibodies immunolabelled the
cell bodies of astrocytes and their cell processes that con-
tribute to the pia mater (Figure 7a,b), as well as the astro-
cyte perivascular endfeet near the meninges (Figure 7e,f).
Similar to TNFa, and in agreement with the real-time PCR
results, TNFoR1 immunoreactivity was stronger in the
brain sections from hyh mice with severe hydrocephalus
at P30 than in those from wt mice (not shown). In mature
mice, TNFoR1 was found to be widely distributed
throughout the brain parenchyma in a punctate pattern.
In the hippocampus of wt and hyh mice, TNFoR1
immunoreactivity was primarily present in the layers
occupied by interneurones and in the dendrites of the
of the
hippocampal CA1, CA2, CA3 areas and the dentate gyrus.

pyramidal (Figure 7g) and granular cells
Specifically in hyh mice, the antibodies also labelled the
reactive astrocytes covering the ventricle surfaces of the
neocortex (Figure 7c¢,d) and hippocampus (Figure 7i), as
well as the cell bodies of neocortical neurones located
in the oedema at the external capsule (Figure 7d). The
TNFoR1 antibodies did not label the patches of
ependymal cells that resisted denudation in hyh mice
(Figure 7g,h)

Microglia in the brain cortex of hyh mice

In the present study, microglia were not detected as a
primary source of TNFa expression in the hippocampus
of hyh mice with congenital hydrocephalus. Because
TNFa is a cytokine implicated in inflammatory responses,
microglia at different stages of the development of
hydrocephalus in hyh mice were examined. Phagocytic
microglia/macrophages were only detected based on
staining with tomato lectin and the Ibal antibody at the

NAN 2014; 40:911-932
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Figure 6. TNFo immunolabelling in the lateral (a, c—k) and fourth (b) ventricle walls of human foetuses (hu), including one control case
with placental abruption at 29 weeks of gestation (a) and cases with primary forms of congenital hydrocephalus (b-k). Double-ended
arrows denote the thickness of the astroglial periventricular reaction in denuded ependymal surfaces. (b) A Dandy-Walker case at 40 weeks
of gestation displaying TNFa immunopositive astrocytes near the ventricular wall covered with ependyma. Insert shows magnified
immunolabelling of a parenchymal astrocyte. (¢, d) GFAP (c¢) and TNFo (d) immunostaining of a hydrocephalic foetus with cerebral
polymalformation at 33 weeks of gestation. A consecutive section of the area framed in ¢ is shown in magnification in d. TNFou
immunoreactive cells were present among the reactive astrocytes (arrows). (e-k) Immunostaining against GFAP (e; h, i, reaction in red),
Ibal (j, k, reaction in red) and TNFa (f, g; h-k, reaction in green) in consecutive sections from a foetus with Potter syndrome type IIb and
hydrocephalus at 40 weeks gestation. Cells were labelled with the TNFo. antibody in the area of the astrocyte reaction at the ventricular
surface (black arrows; in fand g). Other astrocytes deeper in the brain parenchyma were also labelled (blue arrows; in fand g). Some
GFAP-positive reactive astrocytes (white arrows, in h and i) and Ibal-positive microglia (arrowheads, in j and k) also displayed TNFo
immunoreactivity as shown in a 1-um confocal microscopy plane. Magnifications of the immunolabelled cells in h and j are shown in i and
the Insert in j respectively. Scale bars: a, b, e, 50 um; ¢, 100 um; d, 25 pum; f~k, 25 um.

early stages of hydrocephalus in hyh mice in the areas
with periventricular oedema, such as the external capsule
(Figure 8a,b). In contrast, phagocytic microglia were
scarce in the hippocampus at this age and were not detect-
able in any part of the brain parenchyma in mature mice.
Thus, in the hippocampus of hyh mice, Ibal+ microglia
appeared similar to wt mice, displaying a morphology that
did not resemble their phagocytic stage (Figure 8c—g).
Only in the periventricular oedemas covering the alveus of
the hippocampus and in the periventricular external
capsule in the neocortex of hyh mice was it possible to
detect the presence of any microglia extending thicker cell
processes but lacking their classical activated morphology
(Figure 8h). There were no significant differences in the
mRNA levels of iNOS, a factor that can induce microglial
activation, in the hippocampus between wt and hyh mice
(Figure 8I), which is a factor that can be related to the
activation of microglia. Nevertheless, some differences
between the microglial populations of wt and hyh mice
were revealed, indicating that microglia may be affected in
some way. In hyh mice, there were not significantly higher
numbers of Ibal+ cells in the hippocampus (Figure 8k),
but some cells displayed a significantly stronger
immunoreactivity to Ibal antibodies (Figure 8i.,j).

Discussion

In the present investigation, a significantly higher expres-
sion level of TNFoo mRNA in the hyh animals with severe
hydrocephalus was detected compared with wt mice and,
interestingly, even compared with hyh mice exhibiting a
compensated form of the disease. The qualitative observa-
tions obtained using TNFo antibodies to immunostain
brain sections agreed well with the mRNA expression
data. Two forms of immunoreactivity were detected using
different TNFo. antibodies: the labelling of individual cells,

© 2013 British Neuropathological Society

including reactive astrocytes that replace the absent
ependyma on most of the ventricular surfaces, and a
diffuse pattern of labelling that was widely distributed
throughout the brain parenchyma. The latter form of
immunoreactivity suggests the existence of a soluble form
of TNFo. with a wide effect. Accordingly, the levels of
TNFoR1 mRNA, which is the primary receptor for the
soluble form of TNFa, were found to tightly correspond
with the levels of TNFo in each individual animal. Results
from P30 mice with severe hydrocephalus displayed a
high degree of variance, ranging from TNFo. mRNA levels
similar to the control to eight-fold increases. However,
neither the controls nor the older hyh mice exhibited such
variance. According to Batiz et al. [34], half of the P30
mice show macrocephaly, declining to only 6% after 90
days. Macrocephaly reversion was never observed in hyh
mice. Only young mice lacking macrocephaly were able to
survive and go on to develop compensated hydrocephalus.
The frequency of marked macrocephaly and higher cer-
ebrospinal fluid (CSF) pressure in P30 mice could explain
the wide variations in TNFo expression, which were
absent from all mice examined from P90 onwards.

The present results in hyh mice indicate that TNFo is
associated with the pathophysiology of congenital hydro-
cephalus, likely through TNFaR1, and that TNFo may be
related to the severity of the disease in some manner. Our
results agree well with evidence obtained from other
animal models. In an experimental model of obstructive
hydrocephalus, injection of
kaolin in newborn rats, TNFoR1 receptor expression in
the parietal cortex is upregulated and is associated with
inflammatory responses [40]. In the H-Tx rat model,
which develops congenital hydrocephalus, there is higher
expression of ligands related to TNFa., indicating a role
for TNFoo in inflammatory responses, likely through
microglial and astroglial reactions [41]. Such a function of

involving intracisternal
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Figure 7. Immunofluorescence with a rabbit anti-TNFoR1 antibody (reaction in green) in the neocortex (a—f) and the hippocampus (g—i) of
hyh (a—i) mice at P30. a Panoramic view of the neocortex. The area containing the meninges framed in a is shown in b. The GFAP+
astrocytes (reaction in red) that anchor the pia mater of the meninges (arrow, in b) expressed TNFoR 1. Reactive astrocytes on the ventricle
surface of the hippocampus and neocortex expressed the receptor (white arrows, in ¢, d, h and i; colabelled with GFAP, orange/yellow, in c).
(¢’) Magnification of the area containing reactive astrocytes framed in b. (¢”, ¢””’). Separate channels corresponding to GFAP and TNFoR 1
immunoreactivity. (d) Yellow arrows denote neocortical neurones immunoreactive against TNFoR 1. The area of the neocortex in d displays
a poorly developed periventricular astroglial reaction (see reference [38]) (e, f) Blood vessels near the meninges in 1-um-thick confocal
planes. The processes of astrocytes and their perivascular endfeet (GFAP reaction in red; arrowheads; asterisk, vessel lumen) also displayed
immunoreactivity to anti-TNFoR 1 (reaction in green). (g, h) The ventricle surface of the hippocampus containing an ependymal patch
neighbouring the periventricular astrocyte reaction. Insert in g represents a magnification of the stratum pyramidale as a 1-um confocal
section. The ependyma-containing area framed in g is shown in h as a 1-um confocal plane. Abbreviations: as, reactive astrocyte; en,
endothelial cell; ep, ependyma; hip, hippocampus; ncx, neocortex; o, stratus oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum. v, lateral
ventricle lumen. Scale bars: a, d, g, i, 50 um; b, ¢, 25 um, e, f, h 7.5 pm.

TNFa has also been revealed after the experimental thera-
peutic administration of Infliximab or mesenchymal stem
cells in hydrocephalic animal models [42,43].

[44,45]
neurodegenerative reactions have been described in the

Inflammatory responses and different
neocortex and hippocampus of animal models with
[40,44],

neuronal death and metabolic alterations [46-54],

hydrocephalus, including glial reactions
hypoxic conditions [55,56] and oxidative stress [56].
These responses have also been found to be involved in
human foetal-neonatal hydrocephalus [57,58]. TNFa.
expression has been reported to be induced after
ischaemic insults in brain tissue, including the
hippocampus, and has been correlated with cell death
[59-61]. In rats with hydrocephalus induced with kaolin,
ischaemic conditions were reported in the brain cortex,
including the hippocampus [62,63]. Ischaemic conditions
would likely also be present in the hippocampus of hyh
mice due to a high intraventricular pressure, and there-
fore, induction of TNFo upregulation would be plausible.
Our observation of a more pronounced macrocephaly in
the hyh mice at P30 (severe hydrocephalus) than at P90
(compensated hydrocephalus) suggests that intraven-
tricular pressure may be higher in mice at P30 or during
development and that pressure could induce a more pro-
nounced cranial deformation. TNFoR 1 has been primarily
associated with programmed cell death and pro-
inflammatory pathways that occur during brain injury
[2]. We have also found that the receptor is widely distrib-
uted in the brain parenchyma; the presence of TNFoR1 in
periventricular neocortical neurones suggests a likely role
for TNFo in the degeneration of these neurones.

Reactive microglia and astrocytes are two cell popula-
tions involved in neurodegenerative and inflammatory
processes and the production of TNFo. The H-Tx rat with

congenital hydrocephalus exhibits a microglial response

© 2013 British Neuropathological Society

that varies with age and hydrocephalus severity [64] and
appears to be associated with higher CSF pressures [65].
In the case of the hyh mouse, ameboid stage microglia
are only present in neocortical white matter during the
first week of life ([33], present results), which is a period
of time during which the periventricular white matter
displays massive degeneration of myelin [33]. These
cells cannot be detected later ([33], present results). Our
present results concerning the microglial morphology
and iNOS expression indicate that microglia would likely
not be activated in mature hyh mouse. Although we did
not detect a higher number of microglial cell bodies,
some microglia expressed higher levels of Ibal, a
macrophage/microglial-specific calcium-binding protein
GTPase-dependent ruffling and
phagocytosis [66]. Thus, these findings suggest that
microglia could be alert or subtly activated in mature
hyh mice.

In hyh mice with hydrocephalus, there is a particular

involved in Rac

periventricular astrocyte reaction that replaces the
absence of ependyma in most of the ventricular system
[33,38,39]. In the present study we found that astrocytes
in those regions express both TNFo and the TNFaR1.
Astrocytes have been shown to be able to produce TNFo.
and TNFoR1 in vitro to induce the autocrine production
of nerve growth factor (NGF) and glial line-derived
neurotrophic factor (GDNF) [67]. It has been found that
injury or ischaemia in the central nervous system (CNS)
of rats can lead to upregulation of the p75 receptor
(TNaFR2) for NGF in astrocytes, which likely controls
astrocyte proliferation and, therefore, restricts the proper
astrocyte response [68,69]. In vitro experiments have
demonstrated the promotion and regulation of NGF by
TNFo [24,70-72]. A defect in GDNF production by
astrocytes has been suggested to mediate neuronal cell
death in ischaemic conditions [73,74]. As another

NAN 2014; 40:911-932



926  A.-]. Jiménez et al.

hyh P4TL™ R \ hyhPATL
J"’.. 2 : 5 v . .

W oak : R, o s \\;_ B 4%

& = i 4 y
b\ h|p 3 N g
Y ' R .

‘ : e = hip i ‘.. . - i - ] ¥ e g A ‘q
; 1 N h X
2 = a—— Tt T R b b e N
“WtP30lbai v “ hyh P30 ibat " Y. W
% . e ¥ o 3 ¥ 4 -k = i

..-' ] $ - v, i \
|y ]
ol T ; : ,
PN de), SP ‘ ' g -
R O TR . oY T :
% i sl o A ) . { A p S P R Sp & E
e 9 Baad A £ B
g - »r " 5 -M". . " R i P £y = S ," y ‘
| Yin g la g - O AF N -
e S e A b ATRT e N L ‘
; ¥ 4 e A . A, : » A s s ¢
WC e . _-:‘ d 8 ¥y R '.—"'_ 2 f —
LT . R ., - B

hyh P30 Iba1 hyh P30 Iba1

FL Iba1 (%)

hip \ , wt/hyh/hyh>wt
2.200,

1.500

750

| 10 10 10

>10° FL Iba1 (%) Iba1+ cells (%) iNOS mRNA
20 *%* 25
2
15
15
10 & v
1 — e
. 0.5 N :
0 0
wt hyh wt
|

25 *

1.5

-

0.5

wt hyh hyh

© 2013 British Neuropathological Society NAN 2014;40:911-932



TNF o in the aetiology of congenital hydrocephalus 927

Figure 8. Stage of microglia in the hippocampus (hip) and neocortex (ncx) of wt and hyh mice. (a, b) Tomato lectin (TL) histochemistry in
a hyh mouse at P4. Macrophagic cells are labelled (arrows, in a and b) in the periventricular oedematous area of the neocortex. (a’)
Adjacent section to that shown in a immunolabelled using the Ibal antibody that also displaying the presence of macrophagic cells in the
neocortex. The cells denoted with an arrowhead are magnified in the insert. (c—f) Ibal immunolabelling of microglia in the hippocampus of
wt (¢, d) and hyh mice (e, f) at P30 using nickel intensification. (g, h) Ibal immunolabelling of microglial cells in the hippocampus (g) and
neocortex (h) of a hyh mouse at P30. Microglia with the morphology shown in h were found in the periventricular region of the neocortex
but rarely in the hippocampus. (i-k) Flow cytometry analysis of Ibal immunopositive cells in the hippocampus of wt and hyh mice at P30
(n= 8 mice per condition). (i) Representation of the number of events (Y axis) and Ibal immunofluorescence intensity (FL, arbitrary units; X
axis) for a wt mouse (red) and a hyh mouse (green). The area in blue represents the difference in the numbers of immunopositive events
between the hyh mouse and the wt mouse. (j) Percentages of counts/total events with high ibal immunofluorescence intensity (>10°
arbitrary units) in wt and hyh mice (* P < 0.0001; Student’s t-test, unpaired data with unequal variance, F probability < 0.0005; bars
represent SEM). (k) Number of Ibal+ events counted in the hippocampus of wt and hyh mice (**P = 0.7; Student’s t-test, unpaired data with
equal variance, F probability < 0.5; bars represent SEM). (I) mRNA levels of iNOS in the hippocampus of wt (red dots) and hyh (blue dots)
mice at P30. The red and blue transversal lines represent the mean levels. Correlation analyses revealed that the differences were not
significant between wt and hyh mice (P = 0.9; Student’s t-test, unpaired data with equal variance, F probability < 0.8). Abbreviations:

sp, stratum pyramidale; v, lateral ventricle lumen. Scale bars: a, 200 pm; a’, ¢, d, 50 um; b, 20 pm; d, f, 10 pm; g, h, 8 um.

possible effect, the production of TNFo in astrocytes
could mediate the permeability of the endothelium of the
brain blood barrier. In fact, TNFo has been implicated in
the opening of epithelial tight junctions under different
pathological and inflammatory conditions [75—-80]. The
presence of the TNFoR2 receptor has been reported
in endothelial cells [60], where it could play a role in
the regulation of vascular permeability. We detected
the presence of TNFo and its TNFoR1 receptor in the
perivascular endfeet of nonreactive astrocytes and in the
meninges of the hyh mice, suggesting that TNFa could
also perform some unknown functions, including a role
in vascular permeability or an effect on the blood-brain
barrier.

In the present investigation, we detected TNFo in
periventricular reactive astrocytes and microglia in
necropsies of a small number of human foetuses with dif-
ferent forms of primary hydrocephalus. Thus, it could be
suggested that TNFo is also associated with human
primary hydrocephalus via glial reactions. In contrast to
hyh mice, the number of TNFo-expressing astrocytes
appeared to be low. This could be due to the difficulty in
achieving satisfactory fixation of human tissue. Previous
reports regarding the role of TNFa in different forms of
human hydrocephalus are limited and contradictory.
Moreover, those studies examined a different form of
hydrocephalus than those examined in the present inves-
tigation. For example, Tarkowski et al. [81] described high
levels of TNFa. in their study carried out in adult patients
exhibiting normal pressure hydrocephalus with different
causes, and they suggested that TNFo. could be a possible
biomarker of the disease. However, Leinonen et al. [82]
reported low levels of TNFa in idiopathic cases of normal
pressure hydrocephalus in elderly patients.

© 2013 British Neuropathological Society

TGFB1 has been described as playing a role in the patho-
genesis of posthaemorrhagic and communicant hydro-
cephalus [83-91]. TGFB1 has a fibrogenic effect that
induces scar formation around blood vessels, in the glia
limitans, and in the subarachnoid space, thus contribut-
ing to the impairment of CSF absorption and to the
perivascular drainage of interstitial fluid, reducing cer-
ebral compliance [92]. TGFB1 controls glial reactions by
inhibiting microglial and astroglial proliferation [26,93—
95]. TGFB1 has been implicated in the regulation of
GFAP expression in reactive astrocytes present in
neurodegenerative diseases and experimental injuries
[96—-99]. Upregulation of GFAP has been detected in the
present study in both the severe and compensated forms
of hydrocephalus in hyh mice. However, TGF1 levels in
hyh mice were not significantly different compared with
those in wt mice and were also not significantly different
between the severe and compensated disease forms. Thus,
it can be suggested that TGFJ likely does not play a key role
in the late development of congenital hydrocephalus in
hyh mice. Nevertheless, despite the results stated above,
the effects of TGFB1 on the generation of the astrocytic
response cannot be discounted during the initial stages of
the disease. Thus, it is possible that the levels of TGFB1
increased during the early stages of hydrocephalus, after
which they could decrease.

In conclusion, TNFa and TNFoR1 were found to be
upregulated in hyh mice with the severe form of hydro-
cephalus and may therefore be associated with disease
pathogenesis or progression. Our findings also suggest
that TNFo may be considered as a possible biomarker for
disease prognosis. Understanding the role that TNFo. plays
in hydrocephalus could potentially facilitate the develop-
ment of novel disease treatments.

NAN 2014; 40:911-932
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Abstract

Agenesis of the corpus callosum in association with hydrocephalus was investigated in
the hyh mouse model of congenital hydrocephalus. In this mouse, a defective program
in the development of the neuroepithelium selectively affects glial wedge cells, one of
the midline cell populations that guide the crossing of callosal axons. The consequence
of this defect was studied in organotypic slice cultures from normal and hyh mice
embryos. In slices from normal mice, the pioneering callosal axons arising from
neurons in the cingulate cortex were traced across the interhemispheric midline.
However, in the slices from hyh mice, these axons followed the wrong direction
towards the ipsilateral lateral ventricle. Agenesis of the corpus callosum in the
hydrocephalic hyh mouse is a malformative defect, which cannot be explained as a
consequence of ventriculomegaly. Therefore, the abnormal development of the
ventricular zone, which appears to be inherent to the etiology of some forms of

congenital hydrocephalus, can explain the origin of agenesis of the corpus callosum.



Introduction

The corpus callosum is the largest connective structure in the brain. Agenesis of the
corpus callosum is present in at least 1:4,000 live births (1,2). Approximately 3-5% of
neurodevelopmental disorders exhibit agenesis of the corpus callosum (3,4). In humans,
agenesis can be caused by genetic and environmental factors (5). Genetic factors
include chromosomal abnormalities and recognizable genetic syndromes (6).
Environmental factors include infections by viruses, toxic metabolic conditions, and
blockage of axon growth (5). Agenesis of the corpus callosum occurs in several human
congenital syndromes (7,8). In CRASH and Dandy-Walker syndromes, agenesis of the
corpus callosum coexists with hydrocephalus (9,10). In a clinicopathological study,

32% of cases with agenesis of the corpus callosum also presented hydrocephalus (7).

Early in development of the corpus callosum, which occurs in the mouse at E15.5 (E,
embryonic day), neurons located in the cingulate cortex project pioneering axons
towards the contralateral cortex (11,12). These axons delineate a pathway used by
neocortical axons to form the corpus callosum (12). Thus, from E16, these pioneering
axons guide subsequent callosal axons from the neocortex to cross the midline. In
human embryos, the pioneer axons cross at weeks 12-13 (13), and the corpus callosum

is formed between weeks 14-21 (8,14-17).

The development of the corpus callosum requires a correct midline patterning,
formation of telencephalic hemispheres, birth and specification of commissural neurons,
and axon guidance across the midline towards their final target in the contralateral
hemisphere (5). Midline cell populations play key roles in the formation of the corpus
callosum. These populations include the midline zipper glia, the glial wedge, the
indusium griseum glia, and the subcallosal sling (18) (Fig. 1A). These cells have been
described in human (8,19) and mouse (20-22) embryos, located rostral to the lamina
terminalis in the midline in continuity with the dorsal interhemispheric fissure (23). The
subcallosal sling and the midline zipper glia are most likely the equivalent of the massa
commissuralis at the tenth week of gestation in human development (13,24), which

becomes the bed for the commissural axons of the corpus callosum.

The glial wedge and the indusium griseum glial cells are located ventral and dorsal to

the corpus callosum, respectively (22). In the mouse, the glial wedge cells begin to be
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formed at E13 (25). They can be detected from E14 (23), and appear to be developed at
E15 (22), just before the projection of the callosal pioneering axons. In humans, the
glial wedge cells are detected by week 14 (8). The glial wedge cell bodies are located in
the ventricular zone of the lateral ventricles, at the corticoseptal boundary, and send
long radial-glial-like processes towards the brain midline. The glial wedge cells and the
indusium griseum glial cells are guidepost cells that act as sources of guidance cues that
prevent axons from leaving the tract and entering adjacent structures (18). The glial
wedge and the indusium griseum glial cells produce molecules such as the
chemorepellants Slit-2 (8,18-22,26-30), Wnt5a (31), and Draxin (32). Thus, these cells
generate a lane that is used by axons to cross the midline to form the corpus callosum
(8,19-21,26-29). When the glial wedge cells are experimentally excised, the corpus

callosum is not formed (22).

The hyh mutant mouse (hydrocephalus with hop gait) (33) exhibits agenesis of the
corpus callosum (34,35) and develops hydrocephalus with an interhemispheric cyst
(33,36). The origin of hydrocephalus in the hyh mouse has been associated with defects
taking place during the development of the ventricular zone (34,35,37,38). The aim of
the present study was to investigate, using the hyh animal model, the mechanisms that
underlie the etiology of congenital hydrocephalus and agenesis of the corpus callosum.
We found that, at the moment of the corpus callosum development, the glial wedge cells
in the hyh mouse were selectively affected by the defective developmental program of
the ventricular zone. The pioneering callosal axons arose from neocortical neurons in
the hyh mouse, but failed to enter the crossing lane that should be delimited by the glial

wedge and the indusium griseum glial cells.

Materials and methods

Animals

Hyh mutant mice (B6C3Fe-a/a-hyh/J) were obtained from The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME) and bred into a colony at the University of Malaga, Spain. Housing,

handling, care and processing of animals was carried out according to European and



Spanish laws (DC 86/609/CEE and RD 1201/2005) and following the regulations
approved by the council of the American Physiological Society. Gestational day 0.5
(E0.5) was designated when the presence of a vaginal plug was evident in a pregnant
female. Pregnant dams at gestational days between E15.5 to E18.5 were sacrificed by
cervical dislocation and the embryos were removed by laparotomy. All animals used in
this work were genotyped as described in Batiz et al (35). Mice homozygous for the
mutated a-SNAP protein (Snap-») were termed hyh mice, and normal mice (Snapt™)
termed wild type (wt). Heterozygous mice for a-SNAP were used only to obtain

homozygous hyh embryos.

Immunocytochemistry and immunofluorescence

Brains of hyh and wt fetuses (E15.5 to E18.5), and brains of hyh and wt mice at 1 to 4
postnatal days (P1 to P4) were processed for hematoxylin-eosin staining,
immunocytochemistry, and immunofluorescence using frontal and sagittal sections.
Sampling was as follows: E14.5, 10 hyh and 13 wt; E15.5, 10 hyh and 10 wt; E16.5, 10
hyh and 10 wt; E17.5, 8 hyh and 8 wt; E18.5, 8 hyh and 8 wt; P1, 8 hyh and 8 wt; P2, 8
hyh and 8 wt; P3, 8 hyh and 8 wt; and P4, 19 hyh and 14 wt. Whenever possible, mice
belonging to the same litter were processed simultaneously for comparing hyh and wt

mice at the same age.

Embryos and postnatal mice were decapitated. The brains were dissected out and fixed
for two to four days in Bouin fixative solution or 4% paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4. Bouin-fixed brains were embedded in paraffin and sections
(10 pm thick) were obtained. Paraformaldehyde-fixed brains were sliced with a

vibratome (50 pm thick sections).

Paraffin and vibratome sections were processed for
immunocytochemistry/immunofluorescence using the following primary antibodies: (i)
rabbit anti-GFAP (1:100 dilution, Biogenesis, Poole, UK); (ii) mouse anti-NCAM
(undiluted, 5B8 clone, Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB, lowa city, [A);
(111) mouse anti-radial glial cell marker (1:200 dilution; clone RC2, DSHB); (iv) mouse
anti-nestin (1:200 dilution, clone Rat-401, DSHB); (v) rabbit anti-nestin (1:4,000
dilution, ab5968 Abcam, Cambridge, UK); (vi) rabbit anti-calretinin (1:3,000 dilution,
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7699/4, Swant Antibodies, Bellizona, Switzerland); (vii) rabbit anti-BLBP (1:3,000
dilution, generously donned by Dr. N. Heintz); (viii) rabbit anti-pancadherin (N-
cadherin labeling; 1:500 dilution, C3678, Sigma, St Louis, MO). For
immunofluorescence, appropriate AlexaFluor (Molecular Probes, Carlsbad, CA) or
biotin-labeled secondary antibodies (Dako, Glostrup, Denmark) were used. Biotin-
labeled secondary antibodies were detected using ExtrAvidin-peroxidase (Sigma).
Histochemistry for peroxidase was developed wusing 3,3’-diamonobenzidine
tetrahydrochloride (DAB, Sigma) as electron donor. Ammonium nickel sulfate was
added to intensify the DAB reaction in some sections. The antibodies against calretinin
and RC2 were used only in vibratome-sliced sections. In the paraffin sections, heat-
induced antigen retrieval was performed in 50 mM citrate buffer at pH 6.0 prior to
immunolabelling. Omission of the primary antibody was used as a control for the

immunoreaction.

In situ hybridization

Embryos at E14.5 to E18.5 and newborns at 1 to 7 days of postnatal age (P1 to P7) were
processed for non-radioactive in situ hybridization using digoxigenin labeled
riboprobes. Sampling was as follows: E14.5, 18 hyh and 18 wt; E15.5, 18 hyh and 18
wt; E16.5, 15 hyh and 15 wt; E17.5, 15 hyh and 15 wt; E18.5, 15 hyh and 15 wt; P1, 15
hyh and 15 wt; P4, 12 hyh and 12 wt; P7, 12 hyh and 12 wt. Mouse embryos were fixed
by immersion or vascular perfusion with 4% buffered paraformaldehyde. Then, they
were kept at 4°C until dehydration in methanol/PBT (PBS, 0.1% Tween-20). After
rehydration, the telencephalon was dissected out and immersed into a gelatin/albumin
solution (30% albumin and 0.5% gelatin in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.3) containing
1.25% glutaraldehyde. Vibratome sections (200 pm thickness) were obtained,
dehydrated in methanol/PBT, and kept at -20°C overnight. Single in situ hybridization
was performed as described for whole-mount preparations (39). Probes were labeled
with digoxigenin-UTP (Boehringer, Ingelheim, Germany) using the Riboprobe Gemini
System II Kit (Promega, Madison, WI). Labeled probes were added to the hybridization
buffer at a concentration 1-2 mg/ml. Sections were hybridized at 70°C overnight. An
anti-digoxigenin-alkaline phosphatase-coupled antibody was used to detect the probes

(1:2,000; 11-093274916, Boehringer). Alkaline phosphatase activity was revealed using



NBT/BCIP as a substratum. In all cases, nonspecific signal was not observed with the
sense probes. Stained sections were flat-mounted on poly-L-Lysine-treated slides with
80% glycerol in PBT. Riboprobes for Tagl (transient axonal glycoprotein), Tbrl (T-
box, brain, 1), and Tis21 (TPA-inducible sequences 21) were produced as described by
Denaxa et al (40) and Bulfone et al (41), respectively. Tis21 is an anti-proliferative gene
involved in the control of cell cycle progression, specifically in the G1 to S transition,
and is specifically expressed in neurogenic precursor cells but not in postmitotic
neurons during embryonic neurogenesis. Tis21 protein switches neuroepithelial cells to
their non-proliferative stage (42). Sections were photographed under light microscopy
and in 1 um thick planes using confocal microscopy as described by Jékely and Arendt

(43).

Dil-tracing of callosal axons in fixed brains

Embryos were obtained as described above from E14.5 to E18.5: E14.5, 2 hyh and 2 wt;
E15.5, 4 hyh and 3 wt; E16.5, 4 hyh and 3 wt; E17.5, 4, hyh and 3 wt; E18.5, 2 hyh and
2 wt; and fixed in 4% buffered paraformaldehyde. Very small crystals of Dil (1,1-
dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine  perchlorate; D-3911, Molecular
probes) were carefully inserted into the frontal cortex of partially dissected fixed
embryos. Then, brains were immersed in fresh 4% buffered paraformaldehyde and
incubated at 37°C for 3 weeks. Finally, consecutive frontal sections (300 pm thick) were
sliced with a vibratome and stored at 4°C. Dil-tracing was observed under

epifluorescence.

Dil-tracing of the pioneering axons in organotypic culture of brain slices

Brains of embryos at E14.5 (9 wt and 9 hyh) and E15.5 (9 wt and 12 hyh) were
dissected out while immersed in ice-cold L15/F12 medium, pH 7.3 (50% Leibovitz’s
L15 medium, Life Technologies, Carlsbad, CA; 50% F12 nutrient mixture, Life
Technologies). Then, brains were immersed in 3% low-melting agarose (Gellyphor,
Euroclone, Siziano, Italy) to obtain frontal 300 pm thick slices with a vibratome.

Sections were collected in ice-cold L15/F12 medium and transferred onto filter inserts
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(31.5 wm diameter, 0.4 um pore size; Merck Millipore, Billerica, MA), in dishes
containing 1 ml of sterile filtered medium with serum (DMEM containing 8% F12
nutrient, 1% N-2 supplement, 15% glucose, 1% penicillin- streptomycin, 0.5% L-
glutamine, and 5% heat inactivated fetal calf serum). After 1 h in a sterile incubator
(37°C, 5% CQO,), the medium was substituted for neurobasal medium, pH 7.3 (Life
Technologies), containing 2% B27 supplement (Life Technologies), 15% glucose, 1%
penicillin-streptomycin (Sigma), 0.5% L-glutamine (Sigma), and 2.5% heat inactivated
fetal calf serum (Life Technologies). Immediately after this step, a very small crystal of
Dil was placed into the cingulate cortex of the brain slices, and they were incubated in
sterile conditions (37°C, 5% CO,) for 48 h. Finally, slices were fixed in 4% buffered
paraformaldehyde at 4°C for 24 h. Some fixed slices were processed for

immunofluorescence using the anti-GFAP antibody.

Results

Failed development of the corpus callosum in the hyh mouse with mild hydrocephalus

In the hyh mouse, between E15.5 and E16.5 when the corpus callosum develops,
hydrocephalus was mild. The lateral ventricles were not enlarged or collapsed, and a
cyst in the third ventricle between the telencephalic hemispheres was not perceptible
(Fig. 2F-J; compare with a wt mouse in Fig. 2A-E). In wt mice, the corpus callosum
was detectable at E16.5 (Fig. 2K, L), and appeared well developed at E17.5 (Fig. 20,
P). In contrast, while the anterior commissure was present in the hyh mouse at these
stages, the corpus callosum and the hippocampal commissure were absent (Fig. 2M, N,
Q, R). At postnatal ages in hyh mouse, the fibers that should form the corpus callosum
were observed in Probst’s bundles (Fig. 2V), or located in the midline white matter (Fig.
2V-Y; compare with a wt mouse in Fig. 2Z). Tracing the callosal fibers with Dil (Fig.
2S) in fixed tissue of hyh embryos at E17.5 showed the absence of contralateral
hemispheric connections, and therefore agenesis of the corpus callosum. In these hyh

embryos, most of the Dil-labeled fibers were found in the ipsilateral hemisphere



directed ventrally towards the lateral ventricle (Fig. 2U; compare with the wt in Fig.

27).

Presence of projecting neurons in the cingulate and frontal cortices of the hyh mouse

We then labeled neurons expressing Tbrl mRNA in the neocortex of wt and hyh mice at
E14.5 (Fig. 3B; compare with a normal mouse in Fig. 3A), a stage at which these
neurons should project pioneering axons. The probes for Tagl mRNA hybridized to
cortical neurons in both wt and hyh mice at E15.5 (Fig. 3C, D).

Selective disruption of glial wedge development in the hyh mouse

On the first postnatal days, when development of the corpus callosum has concluded,
the glial cells of the indusium griseum still remain detectable in wt and hyh mice (Fig.
4A, B). These glial cells appeared GFAP+, expressing Tis21 (Fig. 4F, G), and
displaying radial long basal processes (Fig. A, B, inserts).

The subcallosal sling cells were detected expressing calretinin, as described by Shu et al
(44). In wt and hyh mice, the subcallosal sling cells were detected as a row of cells

dorsally bordering the septum (Fig. 4D, E).

In the wt mouse at E15.5, the RC2 antibody and antibodies against GFAP, nestin, and
BLBP labeled the glial wedge cells, which display a radial arrangement and long basal
cell processes (Fig. SE, F, I). Later, during development of the corpus callosum and at
postnatal ages, radial cells in the glial wedge developed into GFAP+ astrocytes (Figs.
4A, 6D). In the hyh mouse at E15.5, the area of the glial wedge was specifically
disrupted, but not the neighboring ventricular zone at the lateral ventricle (Fig. 5B, C;
compare with the wt littermate in Fig. 5A). The pancadherin antibody, which labels the
N-cadherin cell adhesion molecule, revealed the disruption of the junctions between
glial wedge cells (Fig. 5D). Nestin labeling also revealed a disruption in the radial
organization of the glial wedge cells in the hyh mouse at E15.5 (Fig. 5G, H, J; compare
with the wt in Fig. SE, F, I). The disruption of the epithelial organization of the glial

wedge allowed the abnormal presence of tubulin BIII+ cell processes in the ventricular
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zone (Fig. 50, P; compare with the wt in Fig. 5M, N). In the wt mouse at E15.5, Tis21
was detected in the specialized cells of the glial wedge, similar to the neighboring
neuroepithelium (Fig. 5Q, R). The selective disorganization of the glial wedge was also
shown with the labeling of Tis21 riboprobes (Figs. 4G and 5S, T; compare with a wt in
Figs. 4F and 5Q, R).

Failure of interhemispheric midline crossing of pioneering axons in the hyh mouse

The pioneering callosal axons were labeled with anti GAP43, allowing their detection.
Axons arose from the cingulate cortex of wt and hyh mice at E15.5 (Fig. 6A-D). In the
hyh mouse, instead of directing towards the interhemispheric midline, several of the
callosal pioneering axons were abnormally found turning towards the disrupted glial
wedge (Fig. 6C, D; compare with the wt situation in Fig. 6A, B). Application of Dil into
the cingulate cortex of brain slices from wt and hyh mice, obtained at E14.5 and E15.5
and maintained under organotypic culture conditions (Fig. 6E), allowed the labeling of
the growing pioneering callosal axons. In wt brain slices, after 24 or 48 hours in vitro,
those tagged axons were detected crossing the midline (Fig. 6F). In contrast, in brain
slices from hyh mice, although these tagged axons were found elongating, at the level of
the corticoseptal boundary they turned towards the ipsilateral lateral ventricle, thus

failing to cross the midline (Fig. 6G).

Discussion

In the present investigation, we studied the hyh mutant mouse model, which presents
with congenital hydrocephalus with an interhemispheric cyst. We conclude that
agenesis of the corpus callosum is not due to the presence of an interhemispheric cyst or
ventriculomegaly. Instead, the development of the corpus callosum occurs at stages
when the interhemispheric cyst was not still present and the lateral ventricles were

collapsed. In fact, ventriculomegaly in the lateral ventricles occurs at postnatal ages in

10



the hyh mouse. However, alterations in glial wedge cell development in the

neuroepithelium can explain the corpus callosum agenesis.

The radial glial cells constitute a heterogeneous cell population located in the
neuroepithelium that supports cell migration during brain development (45,46). The
glial wedge cells are considered part of the radial glial cell scaffold of the cerebral
cortex, expressing markers such as the antigen recognized by the RC2 antibody, BLBP
and the GLAST glutamate transporter (25). In the present study, this subpopulation of
radial glial cells was found specifically affected by an intrinsic defective program of
development of the neuroepithelium, which has been previously described in the hyh
mouse (34,35,37,38). This program follows a temporo-spatial pattern according to the
cell differentiation in the neuroepithelium/ventricular zone (37). The cells of the glial
wedge differentiate earlier than the neighboring neuroepithelium, and express GFAP
prior to other regions of the dorsal telencephalon (22,25). The glial wedge cells can be
altered during the program of cell differentiation in the neuroepithelium differently from
the neighboring areas. In the hyh mouse at E15.5, glial wedge organization is disrupted
and these cells do not display radial morphology. Later, at postnatal ages, glial wedge
cells are absent. In the hyh mouse, the Napa gene that encodes the soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein alpha (alpha-SNAP) is
mutated (47,48). The exact mechanism by which this mutation causes defective
development of the neuroepithelium is not known. A possible explanation involves
problems in the location of cell junctions (47,49). It is plausible that such problems are
also implied in the disorganization of the ventricular zone in the glial wedge in the hyh

mouse before the neighboring areas.

In contrast to the glial wedge cells, the indusium griseum glial cells are astrocytes that
are not located in the neuroepithelium in the ventricular zone. Instead, they are placed
underneath the medial pial membrane. Indusium griseum glial cells originate at a later
developmental stage with respect to the glial wedge (25), from the translocation of
radial glial cells (18,50). Here, we found that the indusium griseum glial cells are

developed in the hyh mouse.

In the present study, we detected the presence of neocortical neurons in wt and hyh mice
expressing the Tbrl transcription factor, which is implied in their differentiation

(41,51). These neurons project pioneering axons into the callosal projection (11). In

11
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both wt and hyh mice, these neurons also express the Tagl molecule. Tagl is a member
of the immunoglobulin superfamily that plays a role in axon outgrowth, migration and
fasciculation during development (52). Tagl modulates the response to diffusible
guidance molecules (53), influencing growth cone behavior during axon pathfinding
(54), and is present in the fibers forming the corpus callosum (55,56). However, in the
hyh mouse, when the growth of callosal pioneering axons was experimentally tagged by
applying Dil in organotypic slice culture, the traced axons were not able to cross the
midline after 24 hours. In contrast, they turned in the wrong direction towards the
ipsilateral lateral ventricle. Accordingly, immunostaining of pioneering axons using
anti-GAP43 in fixed brain sections revealed the existence of incorrectly directed axons
in the hyh mouse. This body of evidence suggests the existence of guidance problems
for such axons. Both glial wedge cells and indusium griseum glial cells are known
sources of chemorrepellant molecules such as Slit-2 (28). Thus, they create a lane for
guiding axons to cross the midline (28). The presence of the repellant effect from glial
cells of the indusium griseum and its absence from the glial wedge could explain the

defective direction taken by the pioneering axons (Fig. 6H).

In humans, agenesis of the corpus callosum is an anatomical feature present in several
diseases (57). In fact, it is associated with over 50 different congenital human
syndromes (8) that can present different etiologies. There are a number of genes and
genetically uncharacterized human syndromes that are associated with corpus callosum
agenesis (57,58). Some of them also exhibit hydrocephalus. Therefore, it is plausible
that in some cases, molecules or mechanisms involved in corpus callosum formation are
also involved in hydrocephalus. For instance, the disruption or mutation of Nfia and
Nfib genes, which are essential for the midline glia involved in the development of the
corpus callosum, causes callosal agenesis, defects in the hippocampal commissure, and

hydrocephalus at the same stage of development (44,59,60).

Barkovich et al. (61) have described a classification of human cases with callosal
agenesis and interhemispheric cysts. These authors proposed the hyh mouse as a model
for studying the development of Type 1 cysts. The hyh mouse presents a moderate
communicating hydrocephalus during development (37) at the moment of the formation
of the corpus callosum. Later, the hyh mouse develops an interhemispheric cyst covered
with the ependyma that forms the dorsal third ventricle (36). The present results show

that ventriculomegaly and third ventricle cysts are formed when the main part of the

12



corpus callosum should already be developed. In fact, the symptoms of hydrocephalus
aggravation take place during the first postnatal week, when hydrocephalus in the hyh
mouse becomes non-communicating (38,62). Therefore, the absence of formation of the
corpus callosum can be considered malformative instead of a malformation due to the

development of an interhemispheric cyst or ventriculomegaly.

We propose that, in some human syndromes, a problem in the development of
ventricular zone cell populations may underlie the coexistence of hydrocephalus and

agenesis of the corpus callosum.

13
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Figure legends

Figure 1. Midline cell populations implicated in the development of the corpus
callosum. The pioneering callosal axons (blue) arise from the cingulate cortex and cross
the midline under the guidance of glial cells of the indusium griseum and the glial
wedge. These axons establish a pathway followed by the axons departing from the

neocortex (red) and that will constitute the corpus callosum.

Figure 2. The corpus callosum in wt and hyh mice. A-R. Hematoxylin-eosin
staining of frontal sections (A-K, M, O, Q) in the rostral to caudal direction and
midsagittal sections of the telencephalon (L, N, P, R), from wt (A-E, K, L, O, P) and
hyh (F-J, M, N, Q, R) mice at E15.5 (A-J), E16.5 (K-N), and E17.5 (O-R). The
anterior commissure (AC, in I) is developed in the hyh mouse at E15.5 and an
interhemispheric cyst is not yet formed (asterisks, in G and H). S-U Application of the
Dil tracer in the neocortex of fixed brains from wt and hyh mice at E17.5. The Dil
crystal was placed in the location indicated in S. In the wt mouse, callosal fibers are
detected crossing the midline (asterisk, in T) and therefore forming the corpus
callosum. These fibers are found directed towards the ipsilateral lateral ventricle in the
hyh mouse (arrow, in U), where the corpus callosum was absent. V Frontal section from
a hyh mouse at P3 immunostained for NCAM showing labeling of Probst bundles (PB)
and the absence of the corpus callosum. Some callosal fibers are directed towards the
midline without crossing it (arrowhead). X Sagittal section of the telencephalon from a
hyh mouse at P4 showing the callosal fibers in the midline not crossing (delimitated by
arrowheads). The broken line shows the level of the frontal section shown in Y.
Asterisk in X, cavum of the septum pellucidum. Y Frontal section of the telencephalon
from a hyh mouse at P2 with tubulin BII (7ub-fII) immunostaining showing the
presence of positive fibers in the ipsilateral white matter (delimitated with arrowheads),
which failed to cross the midline. Insert in Y corresponds to a detail of an adjacent
section with GFAP immunostaining. Z Equivalent level to that shown in Y but
corresponding to a wt mouse at P2 with tubulin BIII immunostaining. The bundle of
fibers in the white matter is absent. Abbreviations: 3V, third ventricle; AC, anterior
commissure; CC, corpus callosum; FX, fornix; HIC, hippocampal commissure; LV,
lateral ventricle. Scale bars: A-J, K, M, O-R, V, X, 200 um; L, N, T, U, Y, insert in Y,
Z, 100 pm.
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Figure 3. The presence of cortical neurons implicated in corpus callosum
formation in wt (A, C) and hyh (B, D) mice at E14.5 (A, B) and E15.5 (C, D). In situ
hybridization with mRNA probes in frontal sections. A, B The Tbrl probe labeled
neurons in the cingulate cortex in wt and hyh mice (arrowheads). C, D Projecting
neurons in the neocortex were labeled with the Tagl-probe in wt and hyh mice. Scale

bars: A-D, 50 pm.

Figure 4. Midline cell populations implicated in corpus callosum development.
A-C Frontal sections of the telencephalon from wt (A) and hyh (B, C) mice at P2 with
GFAP immunostaining (A, B) and hematoxylin-eosin staining (HE, C). B and C are
adjacent sections. The indusium griseum glial cells (/G, in A and B) are present in both
wt and hyh mice, but the glial wedge derived cells are absent in the hyh mouse (open
arrows, compare A and B). Midline zipper glia appears poorly developed in the hyh
mouse (black arrows, compare A and B). In the hyh mouse, there are Probst’s bundles
(PB, in B and C) and abnormal fibers in the midline (asterisks, in B and C). Inserts in A
and B show details of the indusium gruseum glial cells displaying GFAP
immunostaining in the wt and hyh mice at P2. D, E Frontal sections from wt (D) and
hyh (E) mice at E15.5 with calretinin immunostaining. Arrows point to the neurons of
the subcallosal sling. F, G Tis21 mRNA labeling of the indusium griseum glial cells
(IG) and the glial wedge (open arrows) in frontal sections from wt (F) and hyh (G)
mice at E15.5. Scale bars: A, B, 200 um; Inserts in A and B, 50 pm; C-G, 100 pm.

Figure 5. Glial wedge of wt and hyh mice at E15.5. A-C Frontal sections of the
telencephalon from wt (A) and hyh (B-D) mice with hematoxylin-eosin staining (HE;
A-C) and N-cadherin immunostaining (D). Insert in A corresponds to a detail of the
glial wedge framed in A. C and D are details of the area framed in B showing the border
of the disruption of the glial wedge (arrowheads). The antibody against N-cadherin
labels the adherent junctions at the apical pole of the neuroepithelial cells. E-J Nestin
immunofluorescence in frontal sections from wt (E, F, I) and hyh (G, H, J) mice. The
micrographs show the plane thicknesses corresponding to 10 pm, in E-H,and 1 pm, in I
and J. The frames in E and G delimitate the glial wedge, which is shown in detail in F
and H for wt and hyh mice, respectively. The organization of nestin positive cells in the

glial wedge of the hyh mouse is disrupted (arrows, in H and J). K, L BLBP
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immunostaining with hematoxylin counterstaining of the glial wedge (arrows) in wt (K)
and hyh (L) mice. The glial wedge (arrows) organization is disrupted in the hyh mouse.
M-P Tubulin BII (Tub-pFIII) immunostaining in frontal sections from wt (M, N) and
hyh (O, P) mice. The areas containing the glial wedge that are framed in M and O are
shown in detail in N and P, respectively. The ventricular zone (VZ, double-end arrow,
in N and P) in the hyh mouse is disrupted and occupied by tubulin BIII+ cell processes.
Q-T Tis21 mRNA expression in the neuroepithelium of wt (Q, R) and hyh (S, T) mice.
Arrowheads in Q and S point to the glial wedge, which is detailed in R and T under
confocal microscopy, overlapping the TMB/BCIP reaction (in red) in a 1 pm thick
plane with the background of the whole section plane (in green). Scale bars: A, B, E, G,
M, O, 200 um; insert in A, F, H, 50 um; C, D, I, J, R, T, 15 um; K, L, N, P, Q, S, 30

pm.

Figure 6. Routes of the pioneering callosal axons during the development of the
corpus callosum in wt and hyh mice. A-D Immunolabeling of the pioneering axons with
GAP43 in frontal sections from wt (A, B) and hyh (C, D) mice at E15.5. B and D are
details of the areas containing the glial wedge that are framed in A and C, respectively.
The route of the pioneering callosal axons in the hyh mouse turned into the ipsilateral
lateral ventricle, as showed in the area framed in C. B and D show colabeling with anti-
nestin (green reaction). Arrowheads in A and B point to the route of the callosal
pioneering axons. Arrows in D point to the pioneering axons near the ventricle surface
in the hyh mouse. E-G Dil experiments in organotypic slices culture from wt and hyh
mice. E Light microscopy of a brain slice from a wt mouse at E15.5 indicating the point
of Dil crystal application into the cingulate cortex. The routes followed in living tissue
in vitro by the Dil tagged axons are shown with red lines, and indicated with single and
double asterisks for the slices from wt and hyh mice, respectively. F, G Brain slices
from wt (F) and hyh (G) mice obtained at E15.5, after 24 hours of Dil application (thus
corresponding to E16.5), showing labeling of callosal pioneering axons (in red,
arrows). After finishing the experiment in vitro, the indusium griseum (/G) and glial
wedge (GW) cells were immunolabeled for GFAP (green reaction). The lane between
the glial wedge and the indiseum griseum glial cells can be observed. Note the absence
of glial wedge cells (triangle) in the hyh mouse slice. H Possible explanation for the
difference in the routes of pioneering axons followed in the wt and hyh mice based on

alterations in the glial wedge and the secretion of chemorepellent molecules.
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Abbreviations: LV, lateral ventricle. Scale bars: A, C, E,100 um; B, D, 50 um; F, G, 25

pum.
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