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1 RESUMEN

En el sistema nervioso embrionario las paredes del tubo neural estn constituidas por una capa de
celulas madre neurales (NSCs) conocida como zona ventricular (ZV). Las NSCs proliferan y
originan los progenitores neurales (NPCs) que se ubican debajo de la ZV constituyendo la zona
subventricular (ZSV). En las ZV y ZSV se originan todas las neuronas y células gliales que
forman el SNC. En animales mutantes y en humanos que desarrollan hidrocefalia de inicio fetal
existe una disrupcion de las ZV y ZSV que gatilla el proceso hidrocefélico y alteraciones en la
neurogénesis prenatal. Por ello, los animales mutantes y humanos hidrocefalicos nacen con un
marcado déficit neuroldgico. Sin embargo, casi nada se sabe si las alteraciones ocurridas en la
etapa embrionaria también afectan la neurogénesis postnatal, la cual en condiciones normales
continda en una zona discreta de la ZSV de los ventriculos laterales. El objetivo de la presente
Tesis fue investigar si en la rata H-Tx hidroceféalica la neurogénesis postnatal esta o no alterada.
La proliferacion de NSCs y NPCs y la migracion de neuroblastos fueron investigadas
administrando BrdU como pulso y casa 6 en dosis acumulativa. Para la cuantificacion de las
células BrdU+ la ZSV fue dividida en zona 1(Z1), una regién en forma triangular dorsal desde la
cual es originada la corriente migratoria rostral (CMR); y en zona 2 (Z2), una region ventral bajo
el epéndimo de la pared latero-externa del ventriculo. El estudio del nicho y CMR se realiz6 por
inmunofluorescencia doble BrdU/GFAP y BrdU/Cx43. Los hallazgos sustancian las siguientes
conclusiones: (1) La proliferacion de NPCs esta drasticamente reducida en la Z1 e incrementada
en la Z2; (2) el nicho neurogénico se encuentra desorganizado; (3) no existe migracion de
precursores proliferativos desde la Z2 ala Z1 y la CMR; (4) la migracion de neurablastos por la
CMR esté alterada; (5) La proliferacion de células en la ZV en ratas hidrocefélicas sugiere que

NSCs contintian presentes en la capa ependimaria o que hay células ependimarias que proliferan.



1.1 SUMMARY
In the embryonic nervous system the neural tube walls are constituted by a layer of neural stem
cells (NSCs) known as ventricular zone (VZ). NSCs proliferate and originate neural progenitors
(NPCs) that are located below the VVZ constituting the subventricular zone (SVZ). The VZ and
SVZ originate virtually all neurons and glial cells that form the CNS. In mutant hydrocephalic
animals and in humans with foetal onset hydrocephalus, a disruption of the VZ and SVZ triggers
the hydrocephalic process and alterations in the prenatal neurogenesis. Thus, mutant animals and
hydrocephalic humans are born with a marked neurological deficit. Very little is known whether
the alterations occurring during the embryonic stage also affect the postnatal neurogenesis that
under normal conditions occurs at a discrete region of the SVZ of the lateral ventricles. The aim
of the present Thesis was to investigate whether in H-Tx hydrocephalic rats postnatal
neurogenesis is altered. The proliferation of NSCs and NPCs and the migration neuroblasts along
the rostral migratory stream (RMS) were investigated by administrating BrdU using a pulse and
chase or cumulative protocols. For quantification of BrdU + cells the ZSV was divided into two
zones: zone 1 (Z1), a triangular shaped region located at dorsal most region of the latero-external
wall of the ventricles and from which the RMS originates; zone 2 (Z2), a ventral region of the
latero-external wall of the ventricles. The neurogenic niche and the RMS were studied by double
immunofluorescence for BrdU / GFAP and BrdU/Cx43. The findings led to the following
conclusions: (1) Proliferation of precursor cells is drastically reduced in Z1 and increased in Z2;
(2) the neurogenic niche is disrupted; (3) Migration of proliferative precursors from Z2 to Z1 and
to the RMS is impaired; (4) Migration of neuroblasts along the RMS is altered; (5) Proliferation
of cells in the VZ (ependyma) of hydrocephalic rats suggests that NSCs continued to be present

in the ependymal lining or, alternatively, that there are proliferative ependymal cells.



2 INTRODUCCION

2.1 Desarrollo del SNC

A medida que se desarrolla el embrion, el tubo neural sufre una serie gradual y controlada de
constricciones y dilataciones selectivas que daran origen a las distintas regiones del cerebro y de
la medula espinal. EI lumen central o cavidad neural corresponde al sistema ventricular
embrionario (Gilbert, 2000). Este sistema ventricular esta lleno de liquido cefalorraquideo (LCR)
y revestido por células neuroepiteliales en el periodo fetal y ependimarias en el periodo adulto
(Miyan et al., 2003). La corteza cerebral se origina mediante un proceso de proliferacion y
diferenciacion de neuronas y glias a partir de la zona ventricular (ZV) (neuroepitelio) y
subventricular (ZSV). Desde aqui los neuroblastos migran a través de la glia radial hacia la placa
cortical (Miyan et al, 2003). La ZSV es una importante capa germinal que se forma durante el
desarrollo, adyacente a la ZV telencefalica, siendo muy prominenete en la region ventral de los
ventriculos laterales (VL) donde constituyen las eminencias ganglionicas medial y lateral
(Doetsch et al, 1997). En la ZV del embrion, la glia radial mantiene contacto con la superficie
pial y la superficie ventricular. Poco después del nacimiento, la glia radial se transforma en
astrocitos parenquimales y una subpoblacion de la glia radial se trasforma en células
ependimarias inmaduras que reemplazan progresivamente al neuroepitelio y se diferencian

finalmente en epéndimo multiciliado maduro (Voigt, 1989).

2.2 Neurogénesis postnatal de la ZSV

En el cerebro maduro, la neurogénesis continua en una region circunscrita a la pared externa de
los VL, que corresponde a la ZSV (Tramontin et al., 2003). Esta region germinal, es un manto de

células que se extiende recubriendo las paredes laterales de los VL. Las células que nacen a lo



largo de la ZSV se agrupan en un corddn de neuroblastos migratorios que forman la corriente de
migracion rostral (CMR), que une la ZSV con el bulbo olfatorio (BO). En el BO los neuroblastos
se diferencian en dos tipos de neuronas inhibitorias, las granulares y las periglomerulares
(Chojnacki et al., 2009). La neurogénesis postnatal de la ZSV consta de tres etapas: proliferacion,
migracion y diferenciacion (Abrous et al., 2005). Los neuroblastos (células A) migran a lo largo
de una red compleja de astrocitos formando la CMR hacia el BO (Doetsch and Alvarez-Buylla,
1996) donde se diferencian en interneuronas las cuales son importantes para la discriminacion

olfativa y memoria en roedores (Chojnacki et al., 2009).

2.2.1 Nicho neurogénico de la ZSV

A nivel de la ZSV las células madre multipotentes que sostienen la autorenovacion se

organizarian en una estructura denominada “nicho neurogénico”.

Estudios mediante microscopia electrénica de la pared de los VL han revelado que la
organizacion del nicho de la ZSV se basa en cuatro principales tipos celulares: células
ependimarias, astrocitos de la ZSV (células B), células progenitoras amplificadores transitorios

(células C) y neuroblastos (células A) (Doetsch et al., 1997).

Las células A (neuroblastos), migran en cadena de células homologas, a través de un tanel
formado por astrocitos. Los astrocitos que rodean directamente a las células tipo A (células B1)
presentarian propiedades de células madres, con una prolongacién que llega al lumen ventricular
y un cilio Unico (parecido a la glia radial en el periodo embrionario) que tendria las caracteristica

de un cilio sensor (Doetsch et al, 1999; Chojnacki et al, 2009). En roedores se ha visto que estas



células B1 también presentarian una larga prolongacién basal que alcanzaria vasos sanguineos
(Mizadeh et al., 2008) (Figura 1). Formando parte de este nicho también se observan racimos de
células de division rapida (células C), por otra parte, la ZSV esta separada del ventriculo por una
capa de celulas ependimarias ciliadas. La secuencia seria, los astrocitos subventriculares (células
B1), con propiedades de célula troncal se autorregenerarian, y darian origen a las células C que se

dividen para dar las células A (neuroblastos) migratorias (Doetsch et al., 1997) (Figura 1)

Otra notable caracteristica de esta region es una especializada ldmina basal la cual se extiende
desde los vasos sanguineos en la ZSV y termina en pequefios bulbos adyacentes a las células

ependimarias y contacta con todos los tipos celulares de la ZSV (Doetsch, 2003).



BV

Figura 1. Organizacion del nicho neurogénico de la ZSV (Tavazoie et al., 2008). El dibujo de
la izquierda es una seccion frontal del cerebro anterior de roedor donde se muestra la localizacién
de la ZSV en la pared latero-externa del VL. A la derecha se muestran los tipos celulares y la
organizacion de la ZSV. Cadenas de neuroblastos (células A, en rojo) estan rodeadas por células
tipo B (astrocitos, en azul) que forman estructuras tubulares. Grupos de células C, altamente
proliferativas (células progenitoras, en verde) estan asociadas con las cadenas de células A. Las
células ependimarias (E) forman una lamina continua de células que separa a la ZSV del VL.
Vasos sanguineos (BV) son un componente integral del nicho neurogénico de la ZSV. Células B
y C estan en contacto con la vasculatura en las regiones en que los vasos sanguineos carecen de
“pies de astrocitos” (azul oscuro) y cobertura de pericitos dando acceso directo a las sefiales que
provienen de la sangre. Las células B generan a las células C, las que finalmente generan a las

células A. (Tavazoie et al., 2008)



2.2.2 Corriente migratoria rostral (CMR)

Tal vez una de las formas mas complejas de migracion de gran alcance ocurre en el cerebro
adulto: neuroblastos nacen en la ZSV y migran rostralmente al BO y ahi se diferencian en
interneuronas locales (Sawamoto et al., 2006). En roedores las neuronas jévenes primero migran
en la ZSV donde ellas forman redes de cadenas interconectadas de neuroblastos que se unen a la

CMR que las conduce hacia el centro del BO.

Dentro de la CMR neuroblastos (células A) con forma elongada son agregados en cadenas y
(Gritti et al., 2002) a través de tuneles de astrocitos (células B) (Lois, 1996). (Figura 2). Dada las
grandes distancias que las células A recorren a través de diferentes ambientes locales la vaina
glial proporcionaria soporte trofico para la migracién de estas células, las aislaria de la influencia
quimica y eléctrica del parénquima circundante (Doetsch, 1997). Estudios muestran que los
astrocitos que participan en el CMR se encontrarian acoplados a través de gap junctions, lo que
les permitiria proporcionar una rapida propagacién de las sefiales dentro del nicho de la ZSV

(Doetsch et al., 2003)

La CMR es un tipo de migracién tangencial que es independiente de la glia radial (Marin y
Rubenstein, 2003). Algunos de los factores que guian a los neuroblastos hacia el BO
corresponderian a quimiorepelentes presentes en el LCR (miembros de la familia Slit) y a un
flujo direccional del LCR, que forma un gradiente de concentracién de moéleculas de orientacion.

Este flujo depende de un correcto batido ciliar del epéndimo (Sawamoto et al., 2006).
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Figura 2. Migracion de neuroblastos en la CMR hacia el bulbo olfatorio. Nuevos
neuroblastos se generan en la ZSV y migran hacia el BO a través de la CMR. Los neuroblastos
(en rojo) forman cadenas de migracion las cuales se encuentra rodeadas por una vaina de

astrocitos (en azul) conocida como tubo o taneles gliales. (Kaneko y Sawamoto, 2009)



2.2.3 Bulbo olfatorio

Los neuroblastos al alcanzar el centro del BO se mueven radialmente hacia las capas granular y
periglomerular y se diferencian en interneuronas maduras esenciales para la percepcion olfativa
(Gritti et al., 2002). El nimero de células que alcanza el BO diariamente es de 10.000 a 30.000 y
se diferenciarian en células granulares y periglomerulares en una razon de 3:1 (Luskin 1993; Lois
y Alvarez-Buylla 1994). La continua generacion de nuevas neuronas en el BO, con la finalidad de
mantener el nimero total de células, surge en respuesta a una permanente pérdida de células.
Muerte celular programada se ha mostrado como una caracteristica regulatoria prominente en las
regiones neurogénicas del BO. (Bielbl et al., 2000). Aproximadamente un 50- 70% de las nuevas
neuronas dentro de la capa celular granular muere el dia 40-45 después del nacimiento neuronal.
Luego de este periodo el recambio de nuevas neuronas disminuye, sugiriendo que parte de la
poblacion de nuevas neuronas es integrada de forma permanente en el circuito funcional del BO

(Bagley et al., 2007).

2.2.4 Factores que regulan la neurogénesis postnatal

Las sefiales del microambiente y las interacciones célula — célula son criticas para el
mantenimiento del nicho de las células madre neurales. El fendmeno de neurogénesis postnatal
depende en gran medida de la presencia de un nicho neurogénico, en el cual participan diferentes
factores y tipos celulares. Dentro de estas Gltimas las células ependimarias parecen desempefiar
un rol importante (Lim et al., 2000). Los ependimocitos secretan noggina una proteina que
bloquea la accién de la proteina morfogénica 6sea (BMP) en el nicho ZSV, generando un
ambiente que favorece la neurogénesis por sobre la gliogénesis. Por otra parte, el factor derivado

del epitelio pigmentario secretado por las celulas ependimarias, especificamente estimula a las
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células B de la ZSV para mantener el pool de células madre neurales no diferenciadas en el
nicho neurogénico (Ramirez Castillejo, 2006). EI microambiente molecular del nicho
neurogénico tambieén es influenciado por la composicion del LCR. ElI LCR contiene varios
componentes que participan en el proceso neurogénico, por ejemplo el factor neurotrofico ciliar y
el factor inhibitorio de leucemia que juegan un papel importante en promover la actividad

proliferativa y en mantener los progenitores neurales indiferenciados (Jiménez et al., 2009).

Se ha determinado que la sefializacion mediada por diversos factores de crecimiento acta en
diferentes estados del linaje de las células madre neurales. Observindose que el factor de
crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), factor de
crecimiento insulinico (IGF), factor de crecimiento transformador alfa (TGF- «), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) afectan la capacidad proliferativa en las regiones
neurogenicas del cerebro adulto. Ademas las sefializaciones generadas de Eph/Ephrin, Shh,
prolactina, hormonas adrenales y el ejercicio, también tienen efecto sobre la neurogénesis. Sin
embargo, la forma en como acttian en cada célula del nicho neurogénico es desconocido (Doetsch
et al., 2003). Estudios in vitro muestran que el EGF y el factor de crecimiento fibroblastico 2
(FGF2) son factores importantes para el mantenimiento de las células madre neurales adultas. In
vivo, ambos factores promueven proliferacion en la ZSV, pero solo FGF2 incrementa el nimero

de nuevas neuronas en el BO (Zhao et al., 2008).

Otro fendmeno importante que afecta la neurogénesis de la ZSV, lo constituyen las interacciones
célula-célula que son abundantes en las regiones neurogénicas del cerebro adulto, contribuyendo
en la mantencion, activacion y diferenciacion del las NSCs a través de sefalizacion y

determinando el modo de division celular (simétrica, asimétrica).



11

La lamina basal especializada y los componentes de la matriz extracelular en la ZSV adulta forma

una parte importante del nicho. (Doetsch et al., 2003).

2.3 Hidrocefalia: generalidades

La hidrocefalia es una alteracion del SNC etiologicamente heterogénea; se caracteriza por una
acumulacién del LCR en el sistema ventricular debido a un desbalance entre la produccion y su

reabsorcion o a un obstaculo en su circulacion (Jones et al., 1987; Oi and Di Rocco, 2006).

La incidencia en humanos es aproximadamente 1 a 3 por cada mil nacidos vivos (Jiménez et al,
2001). La hidrocefalia se puede clasificar en comunicantes y no comunicantes (Dandy, 1919). En
la comunicante la causa de la acumulacion del LCR se encuentra generalmente a nivel de las
vellosidades aracnoideas (alteracion en la absorcion) o en anormalidades del drenaje linfatico.
Mientras que en la no-comunicante la causa de la alteracion en el flujo del LCR se encuentra
dentro del sistema ventricular. La causa principal de obstruccion en el flujo del LCR es la

estenosis del Acueducto de Silvio (AS).

La hidrocefalia congénita representa una de las condiciones neuropatoldgicas mas frecuentes en
la pediatria (Bruni y Del Bigio, 1997). Entre el 70 a 80% de ellas son por estenosis y/u

obliteracion del acueducto cerebral (Jones et al., 2000).

En los ultimos afios estudios realizados en la cepa de ratones mutantes hyh (hydrocehalus with
hop gait), que desarrollan hidrocefalia congénita, han mostrado que la estenosis del AS es
producto del denudamiento neuroepitelio/epéndimo de la ZV, que sigue patrones espaciales y

temporales determinados (Paez et al., 2007; Jiménez et al., 2001). Este denudamiento tendria un
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inicio temprano durante el desarrollo (E12) y se iniciaria a nivel del epéndimo ventral del IV
ventriculo, progresando caudalmente al canal central de la médula espinal y rostralmente al
epéndimo ventral del AS y 11 ventriculo (Jiménez et al., 2001). En el caso del ratdn mutante hyh
la disrupcion de la ZV del AS resulta en (i) un aumento del flujo en masa desde el tejido
nervioso hacia las cavidades ventriculares (Jiménez 2001), (ii) alteraciones en la dindmica del
flujo del LCR , (iii) la aproximacion y fusion de las neuropilas denudadas en el AS y finalmente,
hidrocefalia (Wagner et al., 2003). La disrupcion de la ZV que ocurre en el telecefalo del raton
hyh durante la vida fetal conduce a la pérdida de la glia radial/células stem y a la desorganizacion
de la ZSV, lo cual resulta en una alteracion del proceso neurogénico. Estos hallazgos han llevado
a proponer que la hidrocefalia y una alteracion en la neurogénesis tienen una etiologia comun

(Rodriguez et al., 2012).

2.4 Hidrocefalia en la rata H-Tx

La rata de la cepa H-Tx, es la Unica rata que desarrolla hidrocefalia hereditaria, la cual comienza
a partir del E18 de la vida fetal e involucra la estenosis del AS. Estas ratas desarrollan una
hidrocefalia severa, no sobreviviendo mas de las 4-6 semanas de edad (Kiefer et al, 1998). Entre
E18 y E19 ocurre la estenosis del AS, producto del mal desarrollo del tercio medio caudal del
6rgano subcomisural (OSC) (Ortloff, 2008). Bajo condiciones normales este érgano secreta
activamente glicoproteinas de alto peso molecular y altamente sialiladas hacia la cavidad del
tercer ventriculo. Diferentes investigaciones proponen que el mal desarrollo del OSC vy
alteraciones de su actividad secretoria anteceden y conllevan al desarrollo de hidrocefalia. La alta

carga negativa de las glicoproteinas secretadas por el OSC concederia una alta carga negativa lo
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que provocaria un efecto repulsivo entre las paredes de regiones tan estrechas como el AS. La
alteracion del OSC también ha sido observada en el raton hyh, fendbmeno que antecede al
desarrollo de hidrocefalia en este animal (Wagner et al. 2003; Ortloff, 2008). Una vez que ocurre
la estenosis del AS, comienza una rapida dilatacion de los VL. En este mismo periodo, el
neuroepitelio del techo de los VL comienza a desorganizarse y a denudarse. A medida que ocurre
este fendmeno, la superficie ventricular y ZSV se ve infiltrada por un gran nimero de macréfagos
ventriculares. Los macrofagos no se distribuyen al azar en el ventriculo dilatado, sino que sobre
las células de la ZV alterada (Ortloff, 2008). En esta rata el denudamiento de la ZV en el
telencéfalo sigue un patron excepcional: se inicia como un foco pequefio de disrupcion que
progresa radialmente, convirtiéndose en un foco redondo grande de ZV desorganizada; varios
focos en diferentes estados de progresion de la disrupcidon coexisten, constituyendo un buen
modelo de estudio de la enfermedad. A traves de cada uno de los focos de denudamiento, las
células precursoras neurales de la ZSV protruyen al ventriculo (Ortloff, 2008). En E19 la
superficie dorsal de los VL esta recubierta completamente por NSCs por lo que una pérdida de la

ZV implica pérdida de NSCs (Ortloff, 2008, Lichtin, 2012)

En los fetos de rata H-Tx hidrocefalicos hay una disminucion de la neurogénesis, lo que resulta
en un adelgazamiento de la corteza cerebral y una alteracion de la estratificacion de las neuronas

(Mashayekhi et al., 2002)
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2.5 LCR e hidrocefalia

El sistema ventricular estd revestido por células neuroepiteliales y ependimarias en el periodo
fetal y adulto respectivamente. Este sistema comprende cuatro cavidades ventriculares y por el

circula el LCR (Miyan et al., 2003).

El LCR ha sido reconocido como un componente clave del sistema homeostatico del cerebro y un
modulador fisiologico de la funcidn cerebral, tanto en etapas tempranas del desarrollo como en la
etapa adulta (Mashayekhi et al., 2002; Miyan et al., 2003). En la vida postnatal, cerca del 70-80
% del LCR es producido por los plexos coroideos ubicados en los VL, tercero y cuarto. El
porcentaje restante lo produce otras fuentes que intercambian continuamente liquido y sus
componentes desde y hacia el lumen ventricular: el parénquima cerebral a través del
neuroepitelio y epéndimo ventricular, capilares de la piamadre y aracnoides (Miyan et al., 2003).
La formacion de LCR se da por una activa secrecion por células coroidales, que involucra
bombas, cotransportadores y antitransportadores, canales idnicos y acuaporinas. Este proceso esta

sometido a modulacién neuroendocrina y hormonal (Johanson et al., 2007).

El flujo del LCR ocurre en direccion rostro-caudal a través del sistema ventricular y comienza
desde los VL, bafiando el epitelio germinal de la corteza cerebral, y pasa hacia el tercer ventriculo
a través del foramen de Monro y desde aqui al cuarto ventriculo por el AS. La circulacion del
LCR se externaliza, pasando desde el cuarto ventriculo hacia la cisterna Magna para después
sequir hacia el espacio subaracnoideo, donde una parte del LCR asciende por sobre los
hemisferios cerebrales y otra bafia la medula espinal. Finalmente el LCR es reabsorbido a traveés
del seno sagital superior, linfaticos nasales, por mecanismos que incluyen acuaporinas y las

bombas de sodio-potasio ATPasa. (Mashayekhi et al., 2002; Miyan et al, 2003).
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Aunque el LCR ha sido estudiado historicamente en el contexto del cerebro adulto, siendo
asociado, como se menciono, con funciones mecanicas y funciones fisiologicas complejas, esta
cada vez mas claro que el LCR tiene un rol fisiolégico fundamental tanto en el periodo
embrionario como en el postnatal. (Owen-Lynch et al, 2003; Mashayekhi et al, 2002; Miyan et

al, 2001 ; Rodriguez et al., 2010)

La fraccion proteica del LCR, durante la etapa embrionaria, es mucho més compleja y tiene una
concentracion mayor que en el LCR adulto, lo que ha conducido a algunos investigadores a
sugerir que el LCR embrionario (LCR-E) esta involucrado en la regulacién del comportamiento
de las NSCs (Dziegielewska et al., 2000; Miyan et al., 2003; Gato et al., 2004). En numerosas
publicaciones se ha sugerido que el neuroepitelio presenta un comportamiento auténomo, el cual
seria realizado por secrecion autocrina y/o paracrina de moléculas difusibles (Vaccarino et al,
1999). Sin embargo, estos factores no son capaces por si solos de mantener la sobrevida,
proliferacion y neurogénesis de las células madre neuroectodermales, sino que requieren de

factores troficos exdgenos aportados desde el LCR embrionario (Gato et al, 2005).

La importancia del LCR durante el desarrollo del SNC queda de manifiesto cuando existe alguna
anormalidad en el flujo del LCR, como pérdida (espina bifida) o bloqueo (hidrocefalia) de su
circulacion, donde estas alteraciones se ven asociadas a anormalidades en el desarrollo del SNC,

en particular de la corteza cerebral (Miyan et al, 2001; 2003).

Estudios indican que las alteraciones en la composicion del LCR hidrocefalico podrian interferir
en el proceso neurogeénico y gliogénico durante el desarrollo del cerebro fetal (Johanson y Jones,

2001; Mashayekhi et al., 2002). Anélisis de la protedmica del LCR de la rata H-Tx realizado en
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nuestro laboratorio, muestran cambios en la composicion proteica entre ratas normales e

hidrocefalicas (Jaramillo, 2009).

Estudios realizados en rata mutante H-Tx, han establecido un deterioro en el desarrollo de
su corteza cerebral. Tal defecto en el desarrollo de fetos hidrocefalicos, aparece después de que el

flujo del LCR es obstruido en el dia E18 (Mashayekhi et al, 2002).

2.6 Relacion entre neurogénesis postnatal de la ZSV e hidrocefalia.

La organizacion de las células madre en el nicho de la ZSV es fundamental para la neurogénesis
postnatal, permitiendo que las NSCs (células B1): (i) mantengan el contacto con el LCR (ii)
compartan complejos de union apicales (uniones adherentes y en hendidura) entre si y con células
ependimarias, lo cual es esencial para las divisiones simétricas y asimétricas, y (iii) estar
expuestas a sefiales apicales que en gran medida derivan de las células ependimarias (Chenn and
Walsh, 2002). Por lo tanto, las células ependimarias son un componente clave para el nicho
neurogénico de la ZSV postnatal. Animales y probablemente humanos nacidos con una
disrupcion de la ZV, carecen del componente ependimario del nicho neurogénico (Del Bigio,

2001; Jiménez et al., 2009).

Como se sefial6 anteriormente, el raton mutante hyh, presenta un programa de denudamiento de
la ZV que sigue patrones espaciales y temporales definidos (Péez et al., 2007; Jiménez et al.,
2001). Este programa incluye las paredes de los VL y, en particular lo que en adulto sera la ZSV,
por lo que una alteracion en la neurogénesis postnatal de estos ratones es previsible.
Efectivamente estudios realizados en esta cepa de ratones mostro: (i) una desorganizacion del
nicho de la ZSV, (ii) una marcada reduccion de ceélulas proliferativas en la ZSV, (iii) una

migracion andmala de neuroblastos hacia la cavidad ventricular y, (iv) una drastica reduccion en
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la migracion de neuroblastos a través de la CMR. En este estudio se concluy0d que en este
modelo de hidrocefalia existen alteraciones en la neurogénesis postnatal causados por la

disrupcion de la ZV del nicho neurogénico (Jiménez et al., 2009).

Las células troncales de la ZSV presentan una prolongacion que atraviesa la capa ependimaria
que termina en el lumen del VL, donde proyecta un cilio 9+0, lo que ha sido interpretado como
una organizaciéon de la célula troncal para recibir estimulos provenientes del LCR (Doetsch,
1997). Por otra parte, se ha demostrado que la direccion de la migracion de los neuroblastos en la
ZSV se correlaciona con el flujo del LCR y que este flujo es necesario para su correcta
orientacion hacia el BO (Sawamoto et al., 2006) lo cual constituye una evidencia que las células
de la ZSV pueden responder in vivo a sefiales del LCR. Segin Mashayekhi (2002), el LCR puede
contener factores que estimulan la proliferacién y diferenciacion celular, compuestos inhibitorios
y otras “sefiales” requeridas para una normal actividad de la capa germinal del cerebro en
desarrollo; de esta forma la acumulacion o desequilibrio de estos compuestos puede inhibir la

actividad proliferativa y/o alterar el destino de las células progenitoras.

Considerando los antecedentes antes expuestos que muestran i) que la disrupcion de la ZV
cuando ocurre en el AS gatilla su estenosis e hidrocefalia, y cuando ocurre en el telencéfalo
implica pérdida de NSCs y, consecuentemente, alteraciones en la neurogénesis, ii) que la
composicion proteica y flujo del LCR de la rata H-Tx esté alterado, iii) que normalmente factores
presentes en el LCR participan en la regulacion de la proliferacién de las NSCs y NPCs, y iv)
que el flujo del LCR es importante para la migracion de los neuroblastos. Nos planteamos la

siguiente hipotesis:
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2.7 Hipétesis

En la rata H-Tx la neurogénesis postnatal de la ZSV esté alterada.

2.8 Objetivo general

Investigar en la rata mutante H-Tx hidrocefalica probables alteraciones en la neurogénesis

postnatal.

2.9 Objetivos especificos

1. Analizar en la ZSV de ratas H-Tx normales e hidrocefélcas la proliferacién de los
progenitores neurales.

2. Analizar la organizacion del nicho neurogénico de la ZSV de ratas H-Tx normales e
hidrocefalicas.

3. Analizar la corriente migratoria rostral en ratas H-Tx normales e hidrocefalicas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos

De Sigma Chemical Co. se adquirieron los siguientes reactivos: Triton X-100 (X-100), lamda-
carragenano (C-3889), gelatina, 3-3-diaminobenzidina (D-5637), anti-lgG de rata, tetroxido de

osmio (75632). LAB. Biosano S.A. se adquirio el siguiente reactivo: Heparina Sodica.

En Merck Quimica Chilena se adquirieron los siguientes reactivos: Cloruro de sodio, etanol,

metanol, peroxido de hidrogeno, fosfato de sodio, acetona, glutaraldehido.

El kit abidina biotina para inmunohistoquimica se adquiri6 de Dako (K0690). Alcoholes
utilizados en la técnica histolégica se adquirieon en Winkler Ltda. y la parafina

(PARAPLASTTM) en Monoject Scientific.

Los anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia se adquirieron de INVITROGEN.

3.1.2 Material bioldgico

Ratas mutantes H-Tx de 7 y 30 dias postnatales (PN7 y PN30) de la colonia del Instituto de
Anatomia, Histologia y Patologia de la Universidad Austral de Chile. Las ratas son mantenidas
mediante la cruza entre hermanos fenotipicamente normales, obteniéndose una incidencia de
crias con el fenotipo hidrocefalico de alrededor 30-40%. En el bioterio de este Instituto, son
mantenidas bajo régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con alimentacion y bebida

ad libitum a base de pellet para roedores y agua potable. La temperatura se mantiene constante a
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25°C. Para todos los experimentos se utilizaron ratas H-Tx hidrocefalicas para el estudio y ratas

H-Tx normales de la misma camada como control.

3.2 Métodos

3.2.1 Marcaje con Bromodeoxiuridina (BrdU)

Para marcar células en proliferacion en el cerebro de ratones postnatales se utilizd 5-bromo-2-
desoxiuridina (BrdU), un anadlogo de la timidina que se incorpora al DNA de las células en

divisién durante la fase S del ciclo celular.

La BrdU fué administrada mediante inyeccién intraperitoneal en ratas H-Tx PN7 y PN30
(hidrocefalicas y controles) a una dosis de 100mg/Kg. Se realizaron dos protocolos de inyeccion:
A) Marcaje por pulso que consiste en la inyeccion de una sola dosis de BrdU (10 A.M), siendo
las ratas sacrificadas 1 hora después de la inyeccion. Este protocolo permite identificar las
células que se encuentran en division en ese momento. Se inyectaron ratas PN7 y PN30 con este
protocolo, pero s6lo se procesaron las muestras de ratas PN7. B) Marcaje acumulativo que
comprende la inyeccion de 3 dosis diarias durante 3 dias (8, 12 y 16 hrs.), siendo sacrificadas las
ratas una hora después de la Gltima inyeccion. Este protocolo permite hacer un seguimiento de la
actividad proliferativa y evaluar migracién de los neuroblastos desde la ZSV. Este protocolo fue
aplicado en ratas PN7 y PN30. Inmediatamente después del sacrificio las ratas se procesaron
histol6gicamente para inmunocitoquimica utilizando el anticuerpo primario anti-BrdU. Para
cuantificar el nidmero de células BrdU (+) en ratas hidrocefélicas y sus correspondientes

hermanos no hidrocefalicos, se examinaron cortes coronales comparables.
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3.2.2 Obtencion de muestras de encéfalo postnatal en animales tratados con BrdU

Para analizar la ZSV de ratas H-Tx, se utilizaron en total 26 ratas para estudios de proliferacion y
migracion: 8 ratas normales y 8 ratas hidrocefalicas PN7, y 4 ratas normales y 4 hidrocefalicas

PN30 para cortes coronales y 1 rata control y 1 hidrocefalica para cortes sagitales de cada edad.

Estas ratas fueron clasificadas como normales o hidrocefalicas mediante observacion clinica,
siendo clasificadas como hidrocefalicas las ratas que presentaron la cabeza en forma de domo y

confirmada por la técnica de transiluminacion.

En el dia del sacrificio los animales fueron anestesiados y perfundidos vascularmente con
solucion salina y luego con fijador Bouin. Los cerebros fueron procesados y mantenidos en Bouin
durante 2 dias. Los cerebros se procesaron para obtener cortes frontales y sagitales. El telencéfalo
se monto para obtener cortes frontales de los VL y sagitales para ver la corriente de migracion
rostral hacia el bulbo olfatorio. Posteriormente las muestras se deshidrataron en una bateria de
alcoholes de concentracion creciente y se incluyeron en Paraplast. Cortes de 8 micras de espesor

se procesaron para estudios con Hematoxilina y Eosina (H/E) e inmunocitoquimica.



22

3.2.3 Inmunocitoquimica

Los cortes se inmunotifieron mediante tres procedimientos: el método peroxidasa-antiperoxidasa
de Sternberger y col. (1970), el método del complejo abidina-biotina (ABC) e inmunocitoquimica

indirecta utilizando segundos anticuerpos marcado con fluorocromos (inmunofluorescencia).

Exposicion de antigenos.

Una vez que los cortes estuvieron desparafinados e hidratados (previo a la incubacion con el
anticuerpo primario), se incubaron en buffer citrato 0,02M pH 6,0 y se trataron en microondas a
90°C, procedimiento repetido tres veces, durante 4 minutos cada repeticion. Esto se llevo a cabo

para el siguiente anticuerpo primario: GFAP

Para la inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-BrdU los cortes desparafinados e hidratados

fueron incubados previamente con HCI 1M en la estufa a 45°C durante 30 minutos.

Método ABC: los cortes desparafinados e hidratados fueron incubados con el primer anticuerpo
durante 13 horas en cdmara hiumeda. Posterior a la incubacién con el anticuerpo primario, los
cortes se lavaron en Buffer Tris-HCI pH 7.4 y se incubaron por 30 minutos con una mezcla de
anticuerpos secundarios (anti-lgG de conejo, cabra y ratén) biotinilados, y luego se incubaron 30
minutos con el complejo avidina peroxidasa (Kit Dako). Finalmente la reaccion de la peroxidasa
se visualizé incubando los cortes en 3,3 -diaminobenzidina (DAB) en oscuridad durante 15
minutos (0,2% DAB en Tris-HCI y 0,007% perdxido de hidrégeno). Posterior al procedimiento

inmunocitoquimico, las secciones se analizaron mediante el uso de microscopio de campo claro.
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3.2.4 Inmunofluorescencia

Los cortes desparafinados e hidratados fueron incubados con el primer anticuerpo durante 13
horas. Las secciones se lavaron en buffer Tris-HCI pH 7,4 y se incubaron por 30 minutos en el
anticuerpo secundario 1:500 (invitrogen) correspondiente, conjugado con un fluoroforo Alexa
Fluor 488 anti-conejo o Alexa Fluor 594 anti-ratén (Invitrogen). Para la inmunofluorescencia
doble se incubo con una mezcla de los anticuerpos primarios (Tabla I) en las diluciones
requeridas para cada anticuerpo y luego se incubo también con una mezcla de anticuerpos
secundarios 1:500 (invitrogen) ambos conjugado con su fluoréforo correspondiente y realizados
en especies diferentes segun el primer anticuerpo. Posteriormente, los cortes fueron montados en

medio para fluorescencia (S3023, Dako).

Como control de la inmunorreaccion, en algunos cortes se omitié la incubacion con el primer

anticuerpo.
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Tabla 1. Detalle de anticuerpos utilizados en el estudio de neurogénesis postnatal de la ZSV.

Anticuerpo | Antigeno Especie | Dilucién
Anti-BrdU Bromodeoxiuridina. Anélogo de la timidina que se | Raton 1:100
(Banco  de | incorpora al ADN en la fase S del ciclo celular.

Hibridoma) | Marcador de proliferacion celular.

Anti-GFAP | Proteina acidica fibrilar glial, un filamento | Conejo 1:500
(Dako) intermedio. Marcador de astrocitos.

Anti-Cx 43 Conexina 43. Proteina de union celular en Conejo 1:750
(Aportado

por Dr. Juan | hendidura

Carlos Saez)
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3.2.5 Cuantificacion de células BrdU positivas

A partir de inmunocitoquimicas anti- BrdU realizadas en seriados (1 cada 20) de la zona de
neurogénesis postnatal se escogieron para la cuantificacion 4 cortes frontales por condicion
considerando estructuras del cerebro como puntos de referencia. Se tomo registro fotogréfico de
los 4 cortes y se procedié a cuantificar las células inmunoreactivas para BrdU utilizando el
programa ImageJ. La cuantificacion de los nlcleos inmunoreactivos se realiz6 sin considerar el

tamarfio, forma e intensidad de la tincion.

Para la cuantificacion la pared ventricular fue dividida en 2 zonas: Zona 1 (Z1), correspondiente a
la region triangular dorsal desde la cual se origina la CMR de neuroblastos; y zona 2 (Z2),
region de la pared latero-ventral del VL (Figura 3). También se realizé una cuantificacion total,
es decir la sumatoria de la Z1 y Z2. Los valores se presentan como el promedio de los valores

obtenidos en 4 animales por condicion.
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Figura 3. Esquema que muestra la division realizada para los analisis cuantitativos de las
células BrdU + en los ventriculos laterales. A: Dibujo que muestra la organizacion de la ZSV
en el VL (adaptado de Brazel et al., 2003), el cual fue dividido en dos zonas: zona 1 (Z1)
correspondiente a la regidn dorso-lateral del VL desde donde se origina la CMR y zona 2 (Z2)
que corresponde a la pared latero-ventral del VL. B: Corte frontal que muestra el VL de una rata
H-Tx normal PN7. Inmunocitoquimica anti-BrdU. Se observan células inmunorreactivas para el
anticuerpo anti-BrdU. Imagen para ejemplificar la division en Z1 y Z2 para el andlisis
cuantitativo de la ZSV. C: Detalle de la Z2 de un VL de una rata H-Tx normal PN7.
Inmunocitoquimica anti-BrdU. Se observan bien delimitadas la ZV y la ZSV. D: Detalle de la Z1
de un VL de una rata H-Tx normal PN7. Inmunocitoquimica anti-BrdU. Se observan numerosas

células marcadas con el anticuerpo anti-BrdU a nivel de la ZSV, orientadas hacia la CMR.
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3.2.6 Analisis estadistico

ANOVA 'y test de t-student fueron realizados con el programa STATISTICA 7.

Los resultados fueron considerados significativos cuando los valores de p fueron menores a 0,05

(** p<0,05) 0 a 0,01 (* p<0,01)

3.2.7 Adquisicion de imagenes

Fotos de campo claro e inmunofluorescencias obtenidas con el Microscopio Zeiss Axioscope,
software de captura de iméagenes AxioVision versién 4.6.3.0, camara Canon modelo Powershot

A640.

Algunas fotos de las inmunofluorescencias fueron adquiridas en un Microscopio Confocal
LSM700, Zeiss, software de captura de imagenes Zen600 (Zeiss), Agradecimiento: Dr. Francisco

Nualart, Centro de microscopia avanzada Bio-Bio, Universidad de Concepcion.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados Capitulo I: Alteracion en la distribucion de las células proliferativas de la

ZSYV de los ventriculos laterales de la rata mutante H-Tx

Se analizaron ratas H-Tx de PN7, pues corresponde a una etapa postnatal temprana,
representando un periodo de transicion entre el estadio embrionario y el adulto. Ademas se
analizé el proceso de neurogénesis postnatal en ratas adultas PN30 (sobrevida promedio de las
ratas H-Tx hidrocefalicas). A esta edad la actividad proliferativa del los VL corresponde

netamente al fendmeno de neurogénesis postnatal.

En la rata H-Tx normal de 7 y 30 dias de edad se observé que la ZSV de la pared externa de los
VL donde se lleva a cabo el proceso de neurogénesis postnatal esta altamente organizada,
mostrando una mayor concentracion de células troncales y de precursores neurales en la region
dorso-lateral de los VL donde se origina la CMR, formando un “tridngulo” de células
proliferativas. Esta organizacién del nicho coincide con lo ya descrito por otros investigadores
(Doetsch et al., 1997) (Figura 4A y 5A). Las ratas hidrocefalicas a estas mismas edades,
presentaron una gran dilatacion de los VL, observandose ademas la presencia de focos de
denudamiento ependimario a nivel del pallium (Figura 4B y 5B). Al analizar la ZSV de la rata
hidrocefalica en los cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina y eosina, se observd que la
células stem/progenitores neurales se distribuian de manera irregular, destacando una reduccion
en la regién dorso-lateral de los VL, perdiendo la organizacién de la ZSV en esta region de forma
triangular que caracteriza al animal normal. A nivel de la pared lateral- ventral del ventriculo,
tanto en PN7 como en PN30 se observo una mayor densidad de células en la rata hidrocefélica al

ser comparada con la rata normal (Figura 4B y 5B).
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Figura 4. Seccion frontal de encéfalo de rata H-Tx PN7 teiiidos con H/E: A Corte frontal de
cerebro de rata normal PN7. Se observa que la ZSV posee gran cantidad de células distribuidas
en forma de “tridngulo”. Estas células forman parte de la corriente migratoria rostral (flecha).
Ventriculos laterales (VL), cuerpo calloso (cc), estriado (st). B: Corte frontal de cerebro de rata
hidrocefalica PN7. Se observa la gran dilatacion ventricular. En la pared dorsal se ve que existen
zonas donde el epéndimo se ha denudado (recuadro). Se observa anormalidad en las zonas del

nicho neurogénico de la ZSV y la corriente migratoria dorsal (flecha).
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Figura 5. Seccion frontal de encéfalo de rata H-Tx PN30 teiiidos con H/E: A Corte frontal de
cerebro de rata normal PN30. Se observa que la ZSV posee gran cantidad de células distribuidas
en forma de “tridngulo”. Estas células forman parte de la corriente migratoria rostral (flecha).
Ventriculos laterales (VL), cuerpo calloso (cc), estriado (st). Existe una organizacion de las
células de la ZSV hacia la CMR. B: Corte frontal de cerebro de rata hidrocefalica PN30. Se
observa la gran dilatacion ventricular. En la pared dorsal se ve que existen zonas donde el
epéndimo se ha denudado (recuadro). Se observa anormalidad en las zonas del nicho

neurogénico de la ZSV vy la corriente migratoria dorsal (flecha).
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Para evaluar la capacidad proliferativa y la distribucion de estas células en la ZSV, se llevd a
cabo un protocolo de marcaje con pulso de BrdU que nos permitio observar las células que

estaban en fase S del ciclo celular en ese instante.

4.1.1 Analisis de la capacidad proliferativa de la ZSV de ratas H-Tx mediante un pulso de

BrdU en ratas H-Tx PN7.

El marcaje con una sola dosis de BrdU (pulso y caza) nos permitié identificar las células que en
ese momento estan proliferando, ya que la BrdU es incorporada durante la fase S del ciclo
celular, por lo tanto las células marcadas con BrdU representaran células que se encuentran en
ese estadio premitotico. Este protocolo consiste en la inyeccion intraperitoneal de una dosis de
BrdU vy sacrificio de la rata 1 hora postinyeccion. Todas las ratas fueron inyectadas a la misma
hora (10:00 AM). En la presente tesis sélo se muestra el analisis de ratas normales e
hidrocefalicas PN7 que recibieron este protocolo de inyeccidn, dado que el analisis preliminar de
una rata normal e hidrocefalica de PN30 mostrd escasas células BrdU positivas. En la rata normal
de PN7 las células inmunotefiidas con el anticuerpo anti-BrdU fueron observadas en toda la ZSV
de los VL, destacando la presencia de una gran cantidad de células BrdU+ en la ZSV de la region
dorso-lateral de los VL. A este nivel las células se distribuyeron formando un “triangulo” de
células proliferativas orientadas hacia la CMR. Bajo esta condicién normal se observé una baja
concentracion de células proliferativas (BrdU +) en la ZSV de la pared latero-ventral de los VL.
A esta edad en la rata normal también fue posible observar células BrdU + a nivel cortical. El
estudio comparativo con la rata hidrocefalica de la misma edad mostré una dréstica reduccion en

el nimero de células que incorporaron BrdU a nivel de la region dorso-lateral de los VL de las
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ratas hidrocefalicas comparadas con las ratas normales (Figura 6A y B). En cambio, en la pared
lateral externa del VL de la rata hidrocefalica se observé un aumento de células BrdU+ (Figura
6B). Sin embargo, la cuantificacion del nimero total de células que incorporaron BrdU no mostro
una diferencia significativa, entre las ratas normales e hidrocefalicas. (Figura 6C). En la rata
hidrocefalica PN7, también fue posible encontrar células inmunopositivas para BrdU a nivel

cortical.

Considerando este resultado y dada la notoria diferencia observada en la distribucion de las
células proliferativas de la ZSV del VL, para realizar el estudio cuantitativo de las células BrdU
positivas se decidio dividir la zona neurogénica del VL en 2 zonas, a las cuales designamos: zona
1 (Z1) correspondiente a la regién dorso-lateral desde donde se origina la CMR, y zona 2 (Z2)

que corresponde a la pared latero externa ventral del VL (ver materiales y métodos Figura 3).
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Figura 6. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de un VL de ratas H-Tx PN7
mediante marcaje con pulso de bromodeoxiuridina (BrdU). Inmunocitoquimica con anti-
BrdU. A: Corte frontal de encéfalo de rata que muestra una imagen panordmica de los VL de
una rata normal PN7. Se observa una gran cantidad de células en la zona de neurogénesis
postnatal de la ZSV que presenta inmunorreaccion positiva para BrdU (flecha). B: Corte frontal
de encéfalo de rata que muestra una imagen panoramica de los VL de una rata hidrocefalica
PN7. Se observa una reduccion de las células BrdU positivas en la ZSV que origina la corriente
migratoria dorsal (flecha) y un mayor nimero de estas en la ZSV de la pared lateral del VL. C:
Analisis cuantitativo del numero total de células BrdU + en la ZSV del ventriculo completo
(recuadro blanco en Ay B). No se observaron diferencias significativas. entre las ratas normales

e hidrocefalicas.
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4.1.2 Cuantificacion de células proliferativas en la Z1 y Z2 del ventriculo lateral de ratas

H-Tx PN7 que recibieron marcaje con un pulso de BrdU.

Los mismos cortes de los cerebros de las ratas que recibieron el protocolo de pulso y caza de
BrdU que fueron utilizados para realizar la cuantificacion del numero total de células BrdU+ a
nivel de la ZSV del VL, se utilizaron para una cuantificacion por zona a nivel del VL. Las ratas
hidrocefalicas mostraron a nivel de la Z1 una reduccién considerable en el nimero de células
BrdU positiva en ZSV, representando solo un 28% del total de células inmunopositivas para
BrdU a nivel de la ZSV de los VL (Figura 7B, C). En la rata normal las células BrdU positivas
alcanzaron el 80% del total de células BrdU positivas de la ZSV de los VL (Figura 7A, C). Este
resultado concuerda con el hecho que la Z1 corresponde a la zona con mayor cantidad de células
proliferativas, por que representa la region donde se origina la CMR. El andlisis cuantitativo
demostrd una reduccidn significativa (p<0,05) en la Z1 de la rata hidrocefalica respecto de la rata

normal (Figura 7C).

Al analizar la actividad proliferativa en la region designada como Z2 se observé un fenémeno
distinto. En la rata normal de PN7 un 20% de las células que incorporaron BrdU se ubicaron en la
ZSV de la Z2 (Figura 8A, C) a diferencia de la rata hidrocefalica que presentd un incremento de
células proliferando en la ZSV de la Z2 correspondiendo al 72% del total de células proliferativas
en la ZSV (Figura 8B, C). El estudio cuantitativo mostré un incremento significativo de células
proliferando a nivel de la Z2 en la rata hidrocefalicas H-Tx (* p<0,01) respecto de la rata normal

(Figura 8C).
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Figura 7. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de la Z1 de los VL de ratas H-Tx
PN7 mediante marcaje por pulso de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU. A: Detalle de la
Z1 del VL de una rata normal PN7. Se observa una gran cantidad de células de la ZSV que
presenta inmunorreaccién positiva para BrdU, orientadas hacia la CMR, formando un triangulo
de células proliferativas. B: Detalle de la Z1 del VL de una rata hidrocefalica PN7. Se observa
una reduccion de las células BrdU positivas hacia la CMR. Pérdida de la distribucién de las
ceélulas proliferativas en forma de tridngulo (linea negra discontinua). Se observa una mayor
densidad de células proliferativas en la region mas cercana al VL, con una poblacion heterogénea
de células BrdU+. En la extension hacia la CMR disminuye la densidad de células BrdU +
(asterisco). C: Andlisis cuantitativo del nimero de células BrdU + en la ZSV de la Z1 del VL de
ratas H-Tx PN7 que recibieron marcaje con pulso de BrdU. Se obtuvieron diferencias

significativas (** p<0,05 Student’s t-test)
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Figura 8. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de la Z2 de ratas H-Tx PN7
mediante marcaje por pulso de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU. A: Detalle de la Z2 del
VL de una rata normal PN7. Se observan pocas células de la ZSV de la Z2 inmunopositiva para
BrdU. B. Detalle del recuadro en A: Microscopia por contraste de interferencia diferencial (DIC)
de Nomarsky. Se observa la ZV y ZSV bien delimitadas. La linea discontinua representa el VL.
Pocas células dieron inmunoreaccion para BrdU. C: Detalle de la Z2 del VL de una rata
hidrocefalica PN7. Se observa un notorio aumento de las células BrdU + respecto al animal
normal. Presencia de células inmunorreactivas alejadas de la ZSV de la Z2 (asterisco). D. Detalle
del recuadro en B: Microscopia por contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. La
imagen de la esquina superior izquierda muestra una panordmica del VL detallando la region de
donde se obtuvieron las fotos de la Z2 (recuadro). Se observan células BrdU+ en la ZV del VL
(flecha). Presencia de gran cantidad de células proliferativas en la ZSV. Se muestra en mayor
detalle en la figura insertada en el lado derecho E: Analisis cuantitativo del namero de células
BrdU + en la ZSV de la Z2 del VL de ratas H-Tx PN7 que recibieron marcaje con pulso de BrdU.

Se obtuvieron diferencias significativas (* p<0,01 Student’s t-test).
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En la vecindad de la ZSV hacia el estriado se observaron algunas células positivas para BrdU en
las ratas hidrocefalicas (Figura 8C). Ademas destaca la presencia de células que incorporaron

BrdU en la ZV en ratas mutantes H-Tx, resultado que seré discutido més adelante.

Para investigar si la gran cantidad de células proliferativas ubicadas en la Z2 en ratas mutantes
migraban hacia algin lugar o se quedaban en esa region, decidimos realizar marcaje acumulativo

con 3 pulsos diarios de BrdU durante 3 dias.

4.1.3 Analisis de la capacidad proliferativa de la ZSV de ratas H-Tx mediante marcaje

acumulativo de BrdU en ratas H-Tx PN7 y PN30.

El protocolo acumulativo consistio en la inyeccion de 3 dosis diarias durante 3 dias y sacrificio
de las ratas 1 hora después de la ultima inyeccidn, este protocolo permite hacer un seguimiento de
la actividad proliferativa y evaluar migracion de los neuroblastos desde la ZSV. Ratas PN7 y

PN30 recibieron este protocolo de inyeccion.

Al comparar la capacidad proliferativa de las ratas normales de PN7 y PN30, se observd que bajo
condiciones normales existe una reduccion en el nimero de células proliferativas a nivel de la
ZSV de los VL con el transcurso de la edad, encontrandose un bajo namero de células BrdU

positivas en PN30 (Comparar Figura 9A y Figura 6A).

El andlisis cuantitativo del numero total de células BrdU+ de la ZSV del VL completo realizado
en PN7 y PN30 de animales normales e hidrocefalicos, mostré resultados similares en ambas
edades. La Figura 9, muestra imagenes representativas de lo observado en PN30, en que se
observa que no hay diferencia en el nimero total de células BrdU + entre la condicion normal e

hidrocefalica.
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Figura 9. Analisis cuantitativo de las células proliferativas de la ZSV de un VL de ratas H-
Tx PN30 mediante marcaje acumulativo de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU. A: Corte
frontal que muestra un VL de una rata normal PN30. Se observan células en la zona de
neurogénesis postnatal de la ZSV y CMR que presenta inmunorreaccion positiva para BrdU
(flecha). A diferencia de los animales PN7 con marcaje acumulativo (Figura 4A) no se observan
células BrdU+ en zonas adyacentes a la ZSV. B: Corte frontal que muestra el VL de una rata
hidrocefalica PN30. Se observa una reduccion de las células BrdU positivas hacia la CMR
(asterisco) y un mayor nimero de estas en la ZSV de la pared lateral del VL. C: Anadlisis
cuantitativo del nimero total de células BrdU + en la ZSV del ventriculo completo (recuadro
blanco en A y B). No se observaron diferencias significativas entre las ratas normales e

hidrocefalicas.
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En PN30 también fue posible observar alteraciones a nivel de la ZV, observandose las células

ependimarias de la ZV de las ratas hidrocefalicas de forma alargada o estirada.

4.1.4 Cuantificacion de células proliferativas de la Z1 y Z2 del ventriculo lateral en ratas H-

Tx que recibieron marcaje acumulativo de BrdU en ratas PN7 y PN30.

Al realizar el protocolo de marcaje acumulativo de BrdU en ratas PN7, se obtuvo un mayor
numero de células inmunopositivas para BrdU a nivel de la ZSV, comparado con el protocolo de
marcaje por pulso descrito anteriormente. Los analisis cuantitativos realizados para ratas de PN7
que recibieron marcaje acumulativo con BrdU mostraron un fendmeno similar a los resultados
obtenidos para el marcaje con pulso en cuanto a la distribucion de las células proliferativas a lo
largo del VL. En la rata H-Tx normal de PN7 se observé una gran cantidad de células
proliferativas en la ZSV de la Z1 orientadas hacia la CMR, representando un 78% del total de
células proliferando de la ZSV de los VL (Figura 10A, C). En cambio, en la rata hidrocefalica se
encontrd una reduccion drastica y significativa del nimero de células BrdU positivas a nivel de la
Z1, representando solo un 17% del total de células inmunopositivas para BrdU a nivel de la ZSV
de los VL (p<0,05) (Figura 10B, C). La figura 10A y B muestran imagenes representativas de

la Z1 de cada condicion en ratas PN7.

En la rata normal un 22% de las células que incorporaron BrdU se ubicaron en la ZSV de la Z2 a
diferencia de la rata mutante que present6 un notorio incremento de células BrdU positivas en la
ZSV de la Z2, correspondiendo a un 83% del total de células proliferativas en la ZSV (Figura
11). Este incremento del nimero de células inmunotefiidas para BrdU a nivel de la Z2 en la rata

mutante H-Tx fue significativo (* p<0,01) (Figura 11C). En la vecindad de la ZSV hacia el
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Figura 10. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de la Z1 de ratas H-Tx PN7
mediante marcaje acumulativo de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU.A: Panoramica del VL
izquierdo de una rata H-Tx hidrocefélica. B: Detalle de la Z1 (recuadro en A) del VL de una rata
hidrocefalica PN7. Se observa una reduccion de las células BrdU positivas hacia la CMR se
pierde la distribucion de las células en forma triangular (asterisco), caracteristica del animal
normal. Notese la diferencia que existe en la organizacién de las células BrdU + en la ZSV de la
Z1 del VL de ratas H-Tx PN7. C: Panordmica del VL izquierdo de una rata H-Tx normal D:
Detalle de la Z1 (recuadro en C) del VL de una rata normal PN7. Se observa una gran cantidad
de células heterogéneas de la ZSV que presenta inmunorreaccion positiva para BrdU. Se
visualiza la correcta orientacion de las células positivas para BrdU hacia la CMR. E: Analisis
cuantitativo del nimero de células BrdU + en la ZSV de la Z1 del VL de ratas H-Tx PN7 que
recibieron marcaje acumulativo de BrdU. Se obtuvieron diferencias significativas (** p<0,05

Student’s t-test)
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Figura 11. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de la Z2 de ratas H-Tx PN7
mediante marcaje acumulativo de bromodeoxiuridina (BrdU). Inmunocitoquimica anti-BrdU.
A: Panoramica del VL izquierdo de una rata hidrocefalica PN7 B: Microscopia por contraste de
interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. Corte frontal que muestra la Z2 del VL de una rata
hidrocefalica PN7 (detalle del recuadro en A). Se observan células de la ZSV de la Z2
inmunopositiva para BrdU. Existe inmunorreactividad para algunas células de la ZV (flechas).
En el insert se observan las células BrdU+ en la ZV y en la ZSV se encuentran formando grupos
y en la cercania de vasos sanguineos (vs) B: Corte frontal que muestra la Z2 del VL de una rata
hidrocefalica PN7. Se observa un notorio aumento de las células BrdU + respecto al animal
normal. Destaca la presencia de células BrdU + en la ZV de la Z2 del VL de ratas hidrocefalicas
a diferencia de los animales normales (flechas). Se observan células inmunoreactivas en la zona
del estriado (asterisco) C: Panoramica del VL derecho de una rata normal PN7 D: Microscopia
por contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. Corte frontal que muestra la Z2 del
VL de una rata normal PN7 (detalle del recuadro en C). Se observan células proliferando a nivel
de la ZSV y solo pocas células se marcan en la ZV (flecha) E: Analisis cuantitativo del nimero
de células BrdU + en la ZSV de la Z2 del VL de ratas H-Tx PN7 que recibieron marcaje

acumulativo de BrdU. Se obtuvieron diferencias significativas (* p<0,01 Student’s t-test).
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estriado se observaron algunas células positivas para BrdU tanto en las ratas normales e

hidrocefélicas, siendo més notorio en la rata hidrocefalica (Figura 11A y B).

El andlisis cuantitativo por zonas en PN30 utilizando marcaje acumulativo de BrdU, revel6 un
fendmeno similar a lo observado en ratas H-Tx de PN7. A esta edad se encontr6 que la mayor
cantidad de células con capacidad proliferativa (BrdU +) se ubican en la Z1 en ratas normales,
representando un 82% del total de células proliferativas de la ZSV de los VL (Figura 12A y C).
En cambio, la rata hidrocefalica presenté una reduccion en el nimero de células con capacidad
proliferativa a nivel de la Z1, lo cual representa un 29% del total de células inmunopositivas para
BrdU a nivel de la ZSV de los VL (Figura 12B y C). El andlisis cuantitativo demostr6 una
reduccion significativa (p<0,05) en la Z1 en la rata hidrocefalica de PN30 (Figura 12C). La
figura 12 muestra imégenes representativas de la Z1 del VL de ratas de PN30 normal e

hidrocefalica.

En la rata normal de PN30 un 18% de las células que incorporaron BrdU se ubicaron en la ZSV
de la Z2 (Figura 13A y C) a diferencia de la rata mutante que presentd un incremento en el
namero de células BrdU positivas en la ZSV de la Z2 correspondiendo al 79% del total de células
proliferativas de la ZSV de los VL (Figura 13B y C). El andlisis cuantitativo mostr6 un
incremento significativo de células con capacidad proliferativa a nivel de la Z2 en la rata

hidrocefalica H-Tx de PN30 (* p<0,01) (Figura 13C).
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Figura 12. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de la Z1 de ratas H-Tx PN30
mediante marcaje acumulativo de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU. A: Detalle de la Z1
de una rata normal PN30. Se observan células de la ZSV que presenta inmunorreaccion positiva
para BrdU. Se visualiza la correcta orientacion de las células positivas para BrdU hacia la CMR
(formacion del triangulo). Pc: plexos coroideos. B: Se observa la ZV y ZSV bien delimitadas, con
células inmunopositivas para BrdU en la ZSV. Las células proliferativas se disponen formando el
triangulo que dirige a estas células hacia la CMR C: Detalle de la Z1 de una rata hidrocefalica
PN30. Se observa una reduccién de las células BrdU positivas hacia la corriente migratoria
rostral, se pierde la distribucion de las células en forma triangular caracteristica del animal
normal (asterisco). D: Detalle del recuadro en C. Microscopia por contraste de interferencia
diferencial (DIC) de Nomarsky. Nétese la diferencia que existe en la organizacién de las células
BrdU + en la ZSV de la Z1 del VL de ratas H-Tx PN30. La ZV esta compuesta por células
ependimarias elongadas, se observan las cilias (flecha). Las células BrdU+ en la ZSV se agrupan
formando nddulos (circulo). Células proliferativas se encuentran en la cercania de un vaso
sanguineo (vs). Las células cercanas a la superficie ventricular se disponen en “nidos” de células
proliferativas que podrian migrar y salir de esos nddulos (flecha discontinua) E: Analisis
cuantitativo del nimero de células BrdU + en la ZSV de la Z1 del VL de ratas H-Tx PN30 que
recibieron marcaje acumulativo de BrdU. Se obtuvieron diferencias significativas (** p<0,05

Student’s t-test).
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Figura 13. Analisis de la actividad proliferativa en la ZSV de la Z2 de ratas H-Tx PN30
mediante marcaje acumulativo de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU. A: Detalle de la
zona proliferativa Z2 de una rata normal PN730 Se observan células de la ZSV de la Z2
inmunopositiva para BrdU. En el insert se muestra en detalle las células BrdU+ presentes en la
ZSV del VL. La linea discontinua muestra la parte del VL que se encuentra unido en la Z2. B:
Andlisis cuantitativo del nimero de células BrdU + en la ZSV de la Z2 del VL de ratas H-Tx
PN30 que recibieron marcaje acumulativo de BrdU. Se obtuvieron diferencias significativas (*
p<0,01 Student’s t-test) C: Montaje del VL de una rata hidrocefalica PN30. En las imagenes
insertadas en la figura se muestra el detalle de los recuadros ubicados en el montaje del VL
(Microscopia por contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky), mostrando en
detalle la Z2 de una rata hidrocefalica PN30. Se observa una gran densidad de células
proliferativas a nivel de la Z2. Presencia de grupos o nédulos de células proliferativas a nivel de
la ZSV (circulos). Células ependimarias que presentan sus cilias (flecha) muestran una forma
alargada. Destaca la presencia de ‘“cavidades” (asterisco) donde se ubican las células
proliferativas de la ZSV cercanas a la superficie ventricular. El recuadro inferior de la derecha
muestra un gran nédulo ubicado en la pared contralateral del VL, en esta region las células

ependimarias no se presentan elongadas (ZV).
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Interpretacion de los resultados: (1) En la Z1 del nicho neurogénico de la rata hidrocefalica H-
Tx hay una drastica reduccion del namero de NSCs/NPCs que incorporan BrdU y un notable
incremento de las mismas en la Z2. Esto origina algunas preguntas: Los neuroblastos de la Z1 se
incorporan a la CMR y migran al BO ¢Cual es el destino, en condiciones normales de los
neuroblastos de la Z2? ;Migran a la Z1 y desde alli se incorporan a la CMR? ¢Migran a otros
sitios, como el cuerpo estriado? ¢Se traslocan al LCR? ;Mueren por apoptosis? (2) EL aumento
del numero de NSCs/NPCs BrdU+ en la Z2 indica que en la rata hidrocefalica y probablemente
en la rata normal, los neuroblastos no migran de la Z2 a la Z1. (3) ¢Cual es el significado del
aumento del nimero de NSCs/NPCs BrdU+ en la Z2 de la rata hidrocefalica? ;Cual es el destino

de estos precursores neurales?
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4.1.5 Cuantificacion de células proliferativas en la ZV del ventriculo lateral en ratas H-Tx

PN7 y PN30 que recibieron marcaje acumulativo de BrdU.

En roedores, la maduracion de las células ependimarias, incluyendo la aparicién de los cilios y la
expresion de proteinas funcionales tal como el transportador de glucosa-1 (GLUT-1) es
principalmente un evento postnatal (Batiz et al., 2011). En ratas H-Tx PN7 normales la
maduracion de las células de la glia radial /NSCs de la ZV continua, observandose que todas las
células NSCs de la pared dorsal y latero-interna del VL se han diferenciado a epéndimo ciliado,
pero aun no se diferencian completamente en la pared lateral externa del VL (Lichtin, 2012). En

PN30 la ZV esté tapizada completamente por epéndimo maduro.

La utilizacion del marcaje acumulativo con BrdU no solo permitio observar un incremento en el
namero de células BrdU positivas, tanto en condiciones normales como patoldgicas respecto al
marcaje por pulso de BrdU, sino también la identificacion de células con capacidad proliferativa
en otras regiones tales como la ZV. Ratas normales de PN7 que recibieron marcaje acumulativo
con BrdU presentaron células con actividad proliferativa a nivel de la ZV (Figura 14A). Estas
células proliferativas en la ZV con toda probabilidad corresponderian a NSCs que aun no se han
diferenciado a epéndimo en la pared lateral externa del VL. La presencia de células BrdU
positivas en la ZV fue mayor en la rata H-Tx hidrocefélica. (Figura 14B). El estudio cuantitativo

reveld incremento significativo en las ratas mutantes H-Tx PN7 (p<0,05) (Figura 14A, By C).

En ratas normales de PN 30 el marcaje acumulativo de BrdU, no revelo la presencia de células
con capacidad proliferativa en la ZV. Sin embargo, sorprendentemente se encontraron células
BrdU positivas en la ZV de ratas H-Tx hidrocefélicas a esta edad, mostrando diferencias

significativas (p<0,01) en relacion a la rata normal (Figura 14D, E y F).
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Figura 14. Analisis de la actividad proliferativa en la ZV del VL de ratas H-Tx PN7 y PN30
mediante marcaje acumulativo de BrdU. Inmunocitoquimica anti-BrdU. Microscopia por
contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. A: Detalle de la Z2 de una rata H-
Tx normal PN7. Normalmente existe proliferacion a nivel de la ZV en ratas PN7 B: Detalle de la
Z2 de una rata H-Tx hidroceféalica PN7. Existe un incremento en el nimero de células BrdU+ en
la ZV de ratas hidrocefalicas PN7 C: Analisis cuantitativo del nimero de células BrdU + en la
ZV del VL de ratas H-Tx PN7 que recibieron marcaje acumulativo de BrdU. Se obtuvieron
diferencias significativas (** p<0,05 Student’s t-test). D: Detalle de la Z2 de una rata H-Tx
normal PN30. Normalmente no existe proliferacion a nivel de la ZV en ratas PN30 E: Detalle de
la Z2 de una rata H-Tx hidrocefalica PN30. Se observa la presencia de células proliferando en la
ZV (flecha) de ratas hidroceféalicas PN30 F: Analisis cuantitativo del nimero de células BrdU +
en la ZV del VL de ratas H-Tx PN30 que recibieron marcaje acumulativo de BrdU. Se obtuvieron

diferencias significativas (* p<0,01 Student’s t-test).
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4.2 Interpretacion capitulo I: Alteracion en la distribucion de la actividad proliferativa de

la ZSYV de los ventriculos laterales en la rata mutante H-Tx

Diversos estudios muestran la existencia de diferentes fenOmenos que parecen estar intimamente
asociados a la etipatogenia de la hidrocefalia y que corresponden a alteraciones: (i) del
neuroepitelio, (ii) del epéndimo ciliado (Jiménez et al., 2001, Wagner 2003), (iii) del epéndimo
secretorio: el OSC (Wagner et al., 2003), (iv) de la composicion del LCR (Mashayekhi et al.,

2002).

La ratas hidrocefalicas H-Tx nacen con una alteracion del neuroepitelio/epéndimo, que provoca
focos de denudamiento de estas células en la ZV del techo de los VL, fendmeno que ocurre
inmediatamente posterior (o simultdneo) a la estenosis del AS y comienzo de la dilatacién
ventricular e hidrocefalia (Ortloff, 2008). EI denudamiento del neuroepitelio/epéndimo de la ZV
gue ocurre en estas ratas deja expuestas las células de la ZSV a la cavidad ventricular y al LCR.
La ZSV corresponde a una de las regiones donde la neurogénesis continta en la etapa adulta

(Doetsch et al., 1999).

La actividad neurogénica postnatal de la ZSV esta regulada por diferentes factores que
determinan el nicho neurogénico. Las sefiales del microambiente, la especializada lamina basal,
los componentes de la matriz extracelular y las interacciones célula —célula son criticas para
mantener el nicho de las células madre neurales (Doetsch et al., 2003). Incluso el batido ciliar del
epéndimo es requerido para un flujo normal de LCR, la formacion de un gradiente de
concentracion de moléculas de orientacion del LCR y una migracion direccional de neuroblastos

(Sawamoto et al., 2006).
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Los resultados expuestos en la presente tesis, muestran que la tasa de proliferacion de precursores
neurales en ratas H-Tx controles e hidroceféalicas es similar. La alteracion del proceso
neurogénico se encuentra en la distribucion de las células proliferativas de la ZSV de los VL, lo
cual arrojé que en ratas H-Tx hidrocefalicas la actividad proliferativa estd drasticamente
reducida en la Z1 e incrementada en la Z2. EI cambio en la actividad proliferativa en la Z1 'y Z2
en las ratas hidrocefélicas en estadio PN 7 y 30, podria corresponder a: i) cambios en la actividad
proliferativa de las Z1 y Z2, como mecanismo compensatorio del dafio producido en la Z1 y/o ii)
a una alteracion en el proceso migratorio de los progenitores neurales desde la Z2 a la Z1.

La unica publicacion sobre hidrocefalia y neurogénesis postnatal se encuentra realizada en la
cepa de ratones mutantes hyh (Jiménez et al., 2009). En este estudio se concluyd que existe una
disminucion de la proliferacion en la ZSV en los ratones hidrocefalicos la cual es causada por la
disrupcion de la ZV del nicho neurogénico, componente importante para el funcionamiento de
este nicho (Jiménez et al., 2009). En el caso de la rata H-Tx el defecto encontrado en la actividad
proliferativa de la ZSV no podria ser vinculado directamente a la pérdida de células ependimarias
de la ZV, como fue descrito por Jiménez (2009) en el ratén hyh., debido que la pérdida del
componente ependimario en la rata H-Tx se presenta en la pared dorsal de los VL y no en la zona

donde se lleva a cabo el proceso de neurogénesis postnatal.

. Cual es el mecanismo que conlleva al cambio en la actividad proliferativa de la Z1 y Z2 en

la rata H-Tx hidrocefalica?

Diversos estudios indican que las alteraciones en la composicion del LCR hidrocefalico podrian
interferir negativamente en el proceso neurogénico y gliogénico durante el desarrollo del cerebro

fetal (Johanson y Jones, 2001; Mashayekhi et al., 2002). EI LCR ha sido reconocido como un
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componente clave del sistema homeostatico del cerebro y un modulador fisioldgico de la funcién
cerebral, tanto en etapas tempranas del desarrollo como en la etapa adulta (Mashayekhi et al.,
2002; Miyan et al., 2003). Estudios realizados en nuestro laboratorio sobre la composicion
proteica del LCR de la rata H-TX normal e hidrocefalica han mostrado cambios significativos en
la protedmica del animal hidrocefalico (Jaramillo, 2009). Por lo tanto, en el contexto de todos
los antecedentes expuestos sobre hidrocefalia y los factores que regulan el fendmeno de
neurogénesis postnatal, podria existir una influencia directa de las alteraciones en la composicion
y flujo del LCR presentes en la hidrocefalia de la rata H-Tx mutante sobre el defecto en la

distribucion de la actividad proliferativa de la ZSV en las paredes de los VL de ratas adultas.

Otra posibilidad para explicar la acumulacion de células proliferativas en “nidos” en la Z2 es la
presencia de un defecto en la migracion de neuroblastos. Este fendmeno podria estar relacionado
a alteraciones en la composicion y flujo del LCR observado en ratas H-Tx hidrocefalicas
(Mashayekhi et al., 2002; Sawamoto et al., 2006). Por otra parte, estudios recientes muestran que
en condiciones de lesion, isquemia o hipoxia, existe un aumento de la neurogénesis en la ZSV y
hay un redireccionamiento de los neuroblastos generados a los sitios de dafio en el estriado. Estos
estudios sugieren que la neurogénesis de la ZSV tendria un poder regenerativo (Kojima et al.,
2010; Yamashita et al., 2006; Young et al., 2011). No se descarta la posibilidad de que dada las
numerosas lesiones que presenta el cerebro de la rata hidrocefalica, exista una migracion lateral
de los neuroblastos hacia el estriado, desde la Z2. Esta posibilidad deberia ser investigada en
estudios futuros. Ademas seria interesante evaluar apoptosis y/o diferenciacion local de estas
células a nivel de la Z2 que podrian estar siendo afectadas por algunos componentes alterados del

LCR hidrocefalico.
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Es importante considerar también que la presencia de tubos gliales que envainan a los
neuroblastos migratorios da la posibilidad de utilizar a estos como un sustrato para una
migracion orientada (Ghashghaei et al., 2007), por lo tanto, una organizacion de los astrocitos en
tuneles es necesaria para una migracion adecuada de neuroblastos. En los siguientes capitulos se

analiza la organizacion del nicho neurogénico y la CMR.
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4.3 Resultados Capitulo II: Desorganizacion del nicho neurogénico postnatal de la ZSV en

la rata H-Tx hidrocefalica

4.3.1 Caracterizacion del nicho neurogénico mediante inmunofluorescencia doble

BrdU/GFAP

Después de evaluar la actividad proliferativa de la ZSV, en que se encontré una alteracién en la
distribucion de las células con capacidad proliferativa, se procedid a estudiar la organizacién del
nicho neurogénico mediante inmunofluorescencia en ratas normales e hidrocefalicas de H-Tx

PN30.

Los neuroblastos nacidos de la ZSV se unen y forman cadenas envainadas por astrocitos que
conforman los tdneles para formar la CMR conducida hacia el BO (Doetsch, 2003). Se realiz6
una inmunofluorescencia doble con anticuerpos primarios contra BrdU/GFAP para evaluar la
conformacién de los taneles de astrocitos (GFAP+) y la ubicacion de las células proliferativas
(BrdU +) dentro de ellos. Los resultados revelaron importantes diferencias entre la rata normal e
hidrocefalica. En la Z1 y la CMR de la rata normal se observaron astrocitos GFAP+. Estas
células se organizan formando “nidos” en la Z1 y cadenas en la CMR conteniendo en su interior
células BrdU+, que con toda probabilidad corresponden a neuroblastos migratorios (Figura
15A). En contraste, la rata hidrocefalica mostré una organizacion anémala de las células GFAP
positivas, encontrandose de manera dispersa y laxa en la ZSV. A nivel de la CMR s6lo algunas
células son inmunorreactivas con GFAP, pero que no logran constituir una organizacion tubular.
En esta region no se lograron identificar células BrdU positivas conformando cadenas. Las pocas

células encontradas en esta region se disponen de forma aislada (Figura 15B).
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Figura 15. La conformacion de las cadenas migratorias y de los tuneles de astrocitos esta
alterada en hidrocefalia. Microscopia confocal. Fotografias panoramicas de secciones frontales
de encéfalo de rata que muestran un VL de una rata normal y una hidrocefélica.
Inmunofluorescencia doble anti-BrdU (rojo)/ anti-GFAP (verde). EI Inmunomarcaje muestra las
cadenas de células proliferando (BrdU en rojo) que con toda probabilidad corresponden a
neuroblastos que migran a lo largo de los tlneles de astrocitos marcados con GFAP (verde) en la
ZSV y CMR. A: Corte frontal de cerebro de rata normal PN30. Se observa a nivel de la ZSV un
gran numero de células proliferando (BrdU + en rojo) que se presentan agrupadas dentro de
tuneles de astrocitos GFAP +. Las cadenas de neuroblastos se encuentran envainadas por células
GFAP+. Abundantes células GFAP+ en la extension de la ZSV hacia la CMR B: Corte frontal de
cerebro de rata hidrocefalica PN30. Notese la gran dilatacion ventricular. A nivel de la ZSV
cercana a la superficie ventricular células BrdU+ se observan dispersas y no ordenadas en
cadenas como en la rata normal. Pocas células en relacion al animal normal expresan GFAP.
Existe una alteracion en la conformacion de los tuneles de astrocitos. Pocos neuroblastos se
observan a lo largo de la CMR. A nivel de la pared latero-ventral del VL se observan cluster o

nidos de células proliferando.
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La rata hidrocefélica muestra varias anormalidades tanto a nivel de la conformacion de los
tuneles como de las cadenas migratorias de células BrdU+, estos resultados pueden verse en mas
detalle en la Figura 16. En el nicho de la ZSV a nivel de la Z2 (pared lateral) de la rata normal
se observan pocas células proliferativas, en cambio en la rata hidrocefalica se encontré que las
células BrdU positivas formaban clusters focalizados (nidos de neuroblastos) (Figural6B). Tanto
en la rata normal como hidrocefélica los clusters se encontraron rodeados por unos pPocos
astrocitos GFAP positivos (Figura 16B). En la Figura 17 se muestran iméagenes en detalle del
nicho neurogénico presente en la Z1 de cada condicion. Estas imagenes revelan importantes y
claras diferencias. EI nicho neurogénico normal esta constituido por NSCs que proyectan su cilio
sensor al LCR, estas NSCs corresponderian a astrocitos (Doetsch, 2003). Es posible visualizar
reaccion positiva para GFAP en la superficie ventricular (Figura 17A, B) pudiendo esto
corresponder al cilio sensor de las NSCs presentes en la ZSV. Gran cantidad de astrocitos
GFAP+ se encuentran constituyendo los tuneles por los cuales viajan las células proliferativas
(Figura 17A, B). En la rata hidrocefalica se observan varias diferencias respecto a la rata normal.
El nicho neurogénico de la rata hidrocefalica present6 una baja cantidad de células con reaccién
positiva para GFAP a nivel de la ZV (Figura 17C, D). Pocos neuroblastos logran agruparse en
cadenas, y una baja cantidad de astrocitos se encuentran en la zona neurogénica. Los astrocitos no
se disponen en forma de tUneles como en la rata normal (Figura 17C, D). Al analizar la
conformacién del nicho a nivel de la Z2 (pared lateral), en la rata normal se encontré que las
células BrdU positivas formaban nidos de neuroblastos rodeados por unos pocos astrocitos GFAP
positivos (Figura 18A, C). En la rata hidrocefalica estos nidos de células BrdU positivas fueron
maés evidentes y abundantes (Figura 18). Los nidos de neuroblastos en la rata hidrocefalica se

orientan hacia el estriado en algunos casos (Figura 18D).



69

(=}
on
2
Q.
2

x
=
51

HTxH PN30




70

Figura 16. Detalle de la conformacion de las cadenas de neuroblastos y los tineles de
astrocitos en la ZSV y CMR del ventriculo lateral. Inmunofluorescencia doble anti-BrdU
(rojo)/ anti-GFAP (verde). EI inmunomarcaje muestra las cadenas de células proliferando (BrdU
en rojo) que con toda probabilidad corresponden a neuroblastos que migran a lo largo de los
tuneles de astrocitos marcados con GFAP (verde) en la ZSV y CMR. A: Corte frontal de cerebro
de rata normal PN30. Se observa la presencia de un gran numero de células proliferando (BrdU +
en rojo) con una correcta organizacion en cadenas que migran a través de tuneles de astrocitos
GFAP +. Las cadenas de neuroblastos se encuentran envainadas por células GFAP+. B: Corte
frontal de cerebro de rata hidrocefalica PN30. Noétese la gran dilatacién ventricular. Células
BrdU+ se observan dispersas y no ordenadas en cadenas como en la rata normal. A nivel de la
pared latero-ventral del VL se observan cluster o nidos de células proliferando como se muestra

en el cuadrado en mayor aumento. El nicho neurogénico esta desorganizado en hidrocefalia.
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Figura 17. El nicho neurogénico de la ZSV esta alterado en la rata H-Tx hidrocefalica.
Microscopia confocal. Inmunofluorescencia doble BrdU/GFAP. A: Detalle del nicho
neurogenico de la ZSV de una rata H-Tx normal PN30. Se observa de manera clara la disposicion
de los astrocitos GFAP + (verde) envolviendo a las cadenas de células proliferativas (rojo). Los
astrocitos generan verdaderos tineles (circulo) B: Reconstruccién en 3D del nicho neurogénico
de una rata H-Tx normal, abundantes astrocitos conforman los tlneles por los cuales se lleva a
cabo la migracion de neuroblastos. En A y B se destaca la presencia de reaccion positiva para
GFAP en la ZV. C: Detalle del nicho neurogénico de la ZSV de una rata H-Tx hidrocefalica
PN30. Se observa la disposicion de los astrocitos GFAP + (verde) sin conformar tuneles. Las
células BrdU+ no son capaces de formar cadenas migratorias, se presentan de manera aislada en
la ZSV (flechas). D: Reconstruccion en 3D del nicho neurogénico de una rata H-Tx
hidrocefalica. Pocos astrocitos se ubican en la zona del nicho neurogénico en la rata

hidrocefalica.
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Figura 18. Ndodulos de células proliferativas (neuroblastos) a nivel de la Z2 de animales
hidrocefalicos PN30. A: Inmunofluorescencia doble anti BrdU (rojo)/ GFAP (verde). Se
muestra una seccion de la Z2 de una rata normal PN30. Se observan los clusters de ceélulas
BrdU+ rodeados por células GFAP+ (astrocitos). B: Inmunofluorescencia BrdU/GFAP. Se
muestra una seccion de la Z2 de una rata hidrocefalica PN30. Se observa que el nimero de
células proliferativas esta altamente concentrada a nivel de la ZSV de la Z2. Estas células se
encuentran conformando nodulos de células proliferativas (recuadro). C: Inmunocitoquimica
anti-BrdU. Microscopia por contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. Se
observan pocas células BrdU+ que ubicadas en la Z2 de una rata normal. D: Inmunocitoquimica
anti-BrdU Microscopia por contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. Se observa
una poblacion heterogénea de células proliferativas en su mayoria agrupadas formando clusters
dentro de unas “cavidades” (circulo) cerca de la superficie ventricular. Células proliferativas
también se observan en la ZSV mas alejada de la cavidad ventricular, orientadas hacia el estriado

(flecha discontinua) Celulas ependimarias multiciliadas se encuentran elongadas (ZV).
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4.3.2 Los astrocitos de la ZSV expresan Cx43

Los astrocitos estan unidos por uniones en hendidura (gap junctions), lo que les permite
proporcionar una rapida propagacion de sefiales dentro del nicho de las células madre (Doetsch,
2003). Por otra parte, se ha reportado que Cx43 es expresada en explantes de ZSV (Marins et al.,
2009). Considerando estos antecedentes, se realizd una inmufluorescencia doble anti BrdU/Cx43.
El anélisis inmonocitoquimico reveld que los astrocitos que forman los tuneles por los que
migran los neuroblastos en el nicho neurogénico y en la CMR expresan conexina 43 (Figura
19A). Concordante a lo observado con GFAP, en la rata normal se encontré una correcta
organizacion de las células que expresan Cx43, envolviendo a las células proliferativas (BrdU+)
(Figura 19A). En la Z1 de la rata hidrocefalica se observo que las células inmunopositivas para
Cx43 se disponen formando una malla laxa que contiene unas pocas células BrdU+. En la zona
correspondiente a la CMR las células Cx43 positivas no se organizaron formando tuneles (Figura

19B).
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Figura 19. Los astrocitos que forman los tineles por los que migran los neuroblastos en el
nicho neurogénico que se encuentra en la ZSV de los ventriculos laterales expresan
conexina 43. Inmunofluorescencia doble anti BrdU (rojo)/ Cx-43 (verde). El inmunomarcaje
muestra las cadenas de células proliferando (BrdU en rojo) que con toda probabilidad
corresponden a neuroblastos que migran a lo largo de los tineles de astrocitos que expresan Cx43
(verde) en la ZSV y CMR. A: Corte frontal de cerebro de rata normal PN30. Se observa la
presencia de un gran namero de células proliferando (BrdU + en rojo) que migran a traves de
tuneles de astrocitos que expresan Cx43. Se observa una organizacion de las cadenas de
neuroblastos envainados por células Cx43 positivas (astrocitos). B: Corte frontal de cerebro de
rata hidrocefalica PN30. Notese la gran dilatacion ventricular. Células BrdU+ se observan
dispersas y no ordenadas en cadenas como en la rata normal. Se observan células BrdU+
individuales en la ZSV. El patron de distribucion de los astrocitos que expresan Cx43 esta

alterado en la rata hidrocefalica. El nicho neurogenico se observa desorganizado en hidrocefalia
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4.4 Interpretacion capitulo II: Desorganizacion del nicho neurogénico de la ZSV de la rata

H-Tx hidrocefalica

El nicho neurogénico de la ZSV se caracteriza por presentar una organizacion de los neuroblastos
generados en “cordones celulares” contenidos dentro de tineles de astrocitos (Alvarez-Buylla and
Garcia-Verdugo, 2002; Alvarez-Buylla and Lim, 2004). La organizacion del nicho ademas cuenta
con células ependimarias que separan a la ZSV de la cavidad ventricular, y con ceélulas
progenitoras (células C) que se ubican distribuidas a lo largo de la red de cadenas de
neuroblastos (Doetsch, 2003). Nuestros resultados de las inmunofluorescencias dobles
BrdU/GFAP y BrdU/Cx43 del nicho neurogénico nos dan cuenta de la organizacién de los
astrocitos (GFAP+ y Cx43+) y células proliferativas (BrdU+), los cuales arrojaron importantes

diferencias entre la rata normal e hidrocefélica.

Se ha sugerido que el rol de los astrocitos, es modular la migracién de los neuroblastos mediante
la secrecion de factores solubles que estimulan y conforman una barrera que evita que los
neuroblastos abandonen la CMR e invadan el tejido nervioso adyacente, aislando estas células de
la influencia quimica y eléctrica del parénguima circundante. (Doetsch et al., 1997). En el
presente trabajo se encontré una organizacion anomala de los astrocitos GFAP y Cx43 positivos
enla ZSV de la Z1 y en la CMR de las ratas H-Tx hidrocefélicas (Figura 14, 15 y 16). Este
hallazgo resulta relevante dado que una alteracion en ellos afecta directamente la migracién de
los neuroblastos hacia el BO, lo cual podria estar causando a su vez la desorganizacién observada

en la conformacion de las cadenas de neuroblastos.

Los astrocitos estan extensamente acoplados por gap junctions, lo que les permite proporcionar

una rapida propagacion de sefiales dentro del nicho de las células madre (Doetsch, 2003). Por lo
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tanto, un correcto acoplamiento de los astrocitos en la ZSV permite un correcto funcionamiento
del nicho neurgénico. Se ha demostrado que existe una expresion andmala de Cx43 en células
que estan a punto de someterse al denudamiento ependimario (Sival et al., 2010; Rodriguez et al.,
2012), lo cual fue descrito por nuestro grupo, definiendo a la hidrocefalia como una patologia de
las uniones celulares de las NSCs, lo cual gatillaria hidrocefalia y una neurogénesis anormal
(Rodriguez et al., 2012). Seria importante estudiar en detalle, la localizacion subcelular de estas

uniones celulares de los astrocitos de la ZSV formadas por Cx43.

Se ha descrito que los astrocitos que constituyen las células madre del nicho de la ZSV presentan
una prolongacion que alcanza el ventriculo cumpliendo funciones receptoras que sensan los
componentes del LCR (Doetsch et al., 1999). Por lo tanto, la organizacion de la ZSV esta
disefiada para recibir sefiales via LCR. Numerosos compuestos presentes en el LCR podrian
afectar la neurogénesis de la ZSV. Algunos de ellos son secretados por el OSC (OSC-espondina,
TTR, FGFb), ademas de hormonas o factores de crecimiento. Como fue discutido en el capitulo |
diversos estudios indican que las alteraciones en la composicion del LCR hidrocefélico podrian
interferir negativamente en el proceso neurogénico y gliogénico durante el desarrollo del cerebro
fetal (Johanson y Jones, 2001; Mashayekhi et al., 2002). Factores presentes en el LCR podrian
estar causando esta desorganizacion que observamos en el nicho neurogénico de ratas

hidrocefalicas adultas.

Otro aspecto importante a destacar, es la presencia de un mayor nimero de células proliferativas
a nivel de la ZV (Figura 13, capitulo I). Si bien, este resultado fue presentado en el capitulo |
como parte de las cuantificaciones de las células BrdU+, es relevante mencionarlo en este

capitulo, dado que las células ependimarias son un componente importante del nicho
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neurogénico. Estds células se caracterizan por presentar una forma elongada en el animal
hidrocefalico, esto puede ser causado como un mecanismo compensatorio al aumento del
volumen ventricular. Un estudio realizado recientemente en el raton hyh (Batiz et al., 2011)
mostré que células ependimarias podian nacer postnatalmente desde células nestina+
monociliadas en regiones discretas de las paredes ventriculares del cerebro. En este trabajo se
concluyé que la ependimogénesis postnatal se encontraba aumentada en el raton hyh,
proponiendo esto como un mecanismo adaptativo que opera en la hidrocefalia, junto con la
elongacion de las células ependimarias, lo cual también podria explicar lo observado en la
presente tesis en ratas H-Tx hidrocefalicas. Ademas se ha descrito que la pared dorsolateral de los
VL tiene un potencial ependimogénico que se activa durante el envejecimiento, o después del
denudamiento ependimario inducido por neuroaminidasa (Luo et al., 2008). Esta reparacién
podria tener soporte en los astrocitos de la ZSV asociados al epéndimo, donde se describe que
existe una insercion de astrocitos en el epéndimo, lo cual esta asociado a la edad como una forma
de reparacion gatillada por el desgaste o deterioro de la superficie ependimaria y/o por la
expansion de los VL debido a la hidrocefalia relacionada con la edad (Luo et al., 2008). Este
mecanismo de reparacion descrito por Luo et al., (2008), también podria explicar lo que
observamos en la rata H-Tx hidrocefélica, en donde las células que incorporan BrdU ubicadas en
la ZV podrian corresponder a los astrocitos de la ZSV que estan en division y que se inserten en
el epéndimo estableciendo uniones adherentes con células ependimarias vecinas y adquiriendo las
caracteristicas ependimarias. Estudios futuros son necesarios para determinar la naturaleza de las

células BrdU+ ubicadas en la ZV de animales hidrocefalicos.
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4.5 Resultados Capitulo III: La corriente migratoria rostral se encuentra reducida y

desorganizada en la rata H-Tx hidrocefalica

4.5.1 Caracterizacion de la CMR mediante inmunofluorescencia doble.

Considerando los hallazgos encontrados en la rata H-Tx hidrocefalica que involucran un mayor
numero de células con capacidad proliferativa en la Z2 que en la Z1 donde se localiza la CMR y
la alteracion de la organizacion del nicho neurogénico de la ZSV y de su extension en la CMR, se
realizd un estudio preliminar del proceso migratorio de los neuroblastos desde la CMR de la ZSV

de los VL hacia el BO.

Analizando las inmunofluorescencia doble BrdU/GFAP e inmunohistoquimica con anti-BrdU
realizadas en cortes frontales de ratas H-Tx normales de PN30, fue posible observar la CMR
originada en Z1 (Figura 20). El andlisis mediante el marcaje con BrdU revelo que en la rata
normal las células BrdU+ forman cadenas dentro de la CMR (Figura 20). En cambio, en la rata
hidrocefalica las células BrdU+ son escasas y dispersas dentro de una red laxa de células que
expresa Cx43 y GFAP (Figura 21) Estos hallazgos sugieren que la CMR hacia el BO estaria
afectada en la rata hidrocefalica y que el niUmero de neuroblastos migratorios esta drasticamente

disminuido.
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Figura 20. Detalle de la CMR de cortes frontales de encéfalo de ratas H-Tx normales PN30.
Microscopia confocal (inmunofluorescencia BrdU-GFAP), Microscopia por contraste de
interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky (campo claro Inmunocitoquimica anti-BrdU). A:
Imagen panoramica de un VL de una rata normal H-Tx PN30, se muestra la organizacion de las
cadenas de neuroblastos (rojo) a través de los tineles de astrocitos (verde) a nivel de la ZSV y la
CMR B: Inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-BrdU, se muestran células inmunopositvas en
la region de la CMR. La organizacion es clave para una buena migracion en cadenas de
neuroblastos C: Detalle del recuadro en A. Se observa en detalle la CMR en cortes frontales. En
la rata normal la CMR es posible observar verdaderos tineles de astrocitos (GFAP+) por donde
migran las células generadas en la ZSV (rojo) D: Inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-
BrdU, se muestran células inmunopositivas conformando las cadenas de neuroblastos en la CMR
(6valo). Vasos sanguineos (vs) se encuentran presentes como un componente importante en la

migracién de neuroblastos.
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Figura 21. Detalle de la CMR de cortes frontales de encéfalo de ratas H-Tx hidrocefalicas
PN30. Microscopia confocal (inmunofluorescencia BrdU-GFAP), Microscopia por contraste de
interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky (campo claro). A: Imagen panoramica de un VL de
una rata hidrocefalica H-Tx PN30, se muestra que las células BrdU+ no son capaces de formar
cadenas de neuroblastos (rojo) para migrar en la CMR, pocos astrocitos (verde) se encuentran en
esta region B: Inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-BrdU, se muestran células
inmunopositvas en la region de la CMR. Casi no hay neuroblastos BrdU+ en la CMR C: Detalle
del recuadro en A. Se observa en detalle la CMR en cortes frontales. La rata hidrocefalica
presenta la CMR alterada ya que los pocos astrocitos presentes en relacién a la rata normal no
conforman los tlneles de astrocitos (GFAP+) por donde migran las células generadas en la ZSV
(rojo). Las células BrdU+ se distribuyen de manera aislada (flechas). Células proliferativas
escasas y dispersas dentro de una red laxa de células que expresan GFAP. D: Inmunocitoquimica
con el anticuerpo anti-BrdU, se muestran pocas células proliferativas aisladas que se ubican en la

CMR.
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4.5.2 Estudio de la CMR mediante H/E en cortes sagitales de ratas H-Tx PN30.

Cortes sagitales de ratas de PN30 teflidos con hematoxilina/eosina mostraron que bajo
condiciones normales la CMR que se origina en la ZSV del VL se extiende hacia el BO, lo cual
se ve representado por una gran densidad de células con ndcleo pequefio y esféricos formando
una corriente que llega a la zona central del bulbo (Figura 22A). En la rata hidrocefalica de
PN30, la gran dilatacion ventricular provoca que la ZSV de los VL sea mas amplia y que la
extension en longitud de la corriente de neuroblastos migratorias hacia el BO sea méas corta que

en la rata normal (Figura 22A y B).

Un analisis cuantitativo preliminar (se estudiaron sélo dos ratas por condicion) a nivel del BO

mostrd una reduccion del nimero de neuroblastos en la rata hidrocefélica (Figura 22B).
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Figura 22. Corriente migratoria rostral en cortes sagitales de ratas H-Tx PN30 teiiidos con
H/E. A: Corte sagital de encéfalo de rata normal PN30. Se observa una gran cantidad de células
con nucleos pequerfios, esféricos y densos migrando por la CMR hacia el BO. Se observa la
estructura del BO de forma alargada. B: Corte sagital de encéfalo de rata hidrocefalica PN30. Se
observa una cantidad reducida de células con nucleos pequefios, esféricos y densos migrando por
la CMR hacia el BO comparado con el animal normal. La gran dilatacion ventricular hace que el
camino de la CMR se acorte. La estructura del bulbo olfatorio se observa colapsada debido a la

dilatacion ventricular.
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4.5.3 Estudio preliminar de la CMR en el BO de ratas H-Tx PN30

El BO es la estructura que constituye el principal destino de las células que se generan en el nicho
neurogénico de la ZSV (Gritti et al., 2002; Whitman y Greer, 2009). Al comparar el BO in vivo
de ratas H-Tx de PN7 normal e hidrocefalica se encontr6 una reduccion del tamafio del BO de la
rata hidrocefalica (figura 23A, B). Este mismo hallazgo fue observado al comparar cortes
frontales de BO tefiidos con Hematoxilina/Eosina de regiones equivalentes de cerebro de ratas
normales e hidrocefalicas. En estos cortes también se observé una notoria diferencia en la forma

y tamarfio de esta estructura (Figura 23C, D).

Como una primera aproximacién para evaluar el proceso de migracion de los neuroblastos
generados en la ZSV hacia el BO, se realizaron estudios cuantitativos de células BrdU positivas
que logran llegar al BO de ratas de PN30, que recibieron marcaje acumulativo de BrdU. Para este
estudio se escogieron 3 cortes de zonas equivalentes de ratas normales e hidrocefalicas para
realizar la cuantificacion (n= 2 por condicién). Este estudio revelé un menor numero de células
BrdU positivas en el BO de ratas hidrocefélicas (Figura 24). A pesar de que el bajo nimero de
ratas no nos permitio realizar un estudio estadistico, estos resultados sugieren fuertemente una

alteracion del proceso de migracion rostral en la rata hidrocefélica H-Tx
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Figura 23. Bulbo olfatorio de ratas H-Tx. A. Vista dorsal de cerebro de rata H-Tx normal PN7.
B. Vista dorsal de cerebro de rata H-Tx hidrocefalica PN7. Notese la diferencia en el tamafio del
BO (recuadro en A y B). C. Hematoxilina- eosina de un corte frontal de BO de una rata normal
PN30. D. Hematoxilina- eosina de un corte frontal de BO de una rata hidrocefalica PN30. Se

destaca la notoria diferencia en la forma y tamafio entre el BO normal e hidrocefalico.
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Figura 24. Analisis cuantitativo de las células BrdU+ en el bulbo olfatorio.
Inmunocitoquimica anti-BrdU. A. Seccién frontal de BO de rata normal PN30. B. Detalle de la
zona de llegada de células BrdU +, aumento del recuadro en A. C. Seccion frontal de BO de rata
hidrocefalica PN30. D. Detalle de la zona de llegada de células BrdU +, aumento del recuadro en

C. E. Cuantificacion de células BrdU+ en BO (n= 2 animales por condicion).
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4.6 Interpretacion capitulo III: La corriente migratoria rostral se encuentra reducida y

desorganizada en la rata H-Tx hidrocefalica

Los astrocitos GFAP+ y Cx43+ que conforman los tuneles por los que se lleva a cabo la
migracion en cadena de neuroblastos, mostraron alteraciones en su organizacion en ratas H-Tx
hidrocefalicas. Los astrocitos son el andamiaje de la migracion de neuroblastos a lo largo de la

CMR. Una alteracion en ellos afectaria la migracién de neuroblastos hacia el BO.

En fetos humanos con hidrocefalia y espina bifida se ha observado que la expresion de proteinas
que forman uniones comunicantes (gap junctions) en el neuroepitelio/epéndimo que tapiza el
acueducto cerebral se encuentran alterados. Una de ellas es Cx43 cuya alteracion en su expresion
conlleva a una falla en el batido ciliar y por tanto en la circulacion del LCR, generando
turbulencias a los largo de su trayecto (Sival et al., 2010). A este antecedente se suma lo
observado por Sawamoto et al., (2006) quienes observaron que el flujo del LCR en el nicho
neurogénico es fundamental para la orientacidén de la migracion de los neuroblastos, y atribuyen
una funcion importante al batido ciliar para la formacion de un gradiente de concentracién de
moléculas que participarian en la correcta orientacion y migracién de los neuroblastos. Defectos
en el flujo y composicion del LCR en hidrocefalia podrian estar afectando la CMR en ratas H-Tx
hidrocefalicas, la cual con toda probabilidad se encuentra alterada, ya que las evidencias
expuestas en esta tesis lo sugieren fuertemente, debido a las anomalias en la organizacion de la

CMR vy a los resultados preliminares obtenidos en BO.

Para mantener y guiar la migracion de neuroblastos en el cerebro adulto se requieren de un
patrén coordinado de interacciones entre sefiales de la matriz extracelular, que secreta sefiales de

direccion, moléculas de adhesion celular, y receptores de sefializacion celular de superficie
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(integrina y tirosina quinasa). Una sefial esencial para la organizacion de las cadenas de
migracion de neuroblastos en la CMR es la PSA-NCAM (Ghashghaei et al., 2007). Seria
interesante evaluar la expresion de PSA- NCAM, ya que los neuroblastos en la rata hidrocefalica
a nivel de ZSV de la Z1 y la CMR se encuentran en su mayoria aislados sin formar cadenas como

en el animal normal.
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5 DISCUSION GENERAL

5.1 Las ratas H-Tx hidrocefalicas presentan una alteracion de la neurogénesis postnatal que
implica un cambio en la distribucion de las células troncales neurales/progenitores neurales
de la ZSV Una alteracion primaria del neuroepitelio/epéndimo que ocurre en algunos modelos
animales y en humanos, puede conducir tanto a hidrocefalia como a trastornos de la
neurogenesis, dependiendo si se produce en el AS o en el ZV del pallium (Wagner et al., 2003;

Ferland et al., 2009; Rodriguez et al., 2012).

En fetos humanos con hidrocefalia y espina bifida se ha observado que la expresion de proteinas
que forman uniones comunicantes (gap junctions) en el neuroepitelio/epéndimo que tapiza el
acueducto cerebral se encuentran alterados. Una de ellas es Cx43 cuya alteracion en su expresion
conlleva a una falla en el batido ciliar y por tanto en la circulacion del LCR, generando
turbulencias a los largo de su trayecto (Sival et al., 2010). Los hallazgos obtenidos en la presente
tesis mostraron una alteracién en la distribucion de las células proliferativas a nivel de la ZSV de
los VL, destacando una drastica disminucion a nivel de la Z1 y un incremento a nivel de la Z2 en

ratas hidrocefalicas.

Jiménez y colaboradores (2009) mostraron que en el ratdon hyh la neurogénesis postnatal se
encuentra disminuida debido al denudamiento del neuroepitelio/epéndimo que se produce en el
nicho neurogénico, siendo este un componente importante para el nicho. En la rata H-Tx el
denudamiento de la ZV en el telencéfalo sigue un patrén excepcional: se inicia como un foco
pequefio de disrupcion que progresa radialmente, convirtiéndose en un foco redondo grande de
ZV desorganizada; varios focos en diferentes estados de progresion de la disrupcion coexisten,

este denudamiento se circunscribe al techo (pallium) de los VL (Ortloff, 2008) sin alcanzar la
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zona del nicho neurogénico que esta en la pared lateral de los VL. Por lo tanto, las alteraciones de
la ZSV observadas en la presente tesis no pueden ser atribuidas a la ausencia del componente
ependimario, como si ocurre en el ratén hyh. Una explicacion en el cambio de la distribucion de
las células con capacidad proliferativa podria deberse a alteraciones en la composicion del LCR.
El LCR juega un papel fundamental en la integracion de las funciones del SNC. Segun
Mashayekhi et al.,(2002), el LCR puede contener factores que estimulan la proliferacion y
diferenciacion celular, compuestos inhibitorios y otras “sefnales” requeridas para una actividad
normal de la capa germinal del cerebro en desarrollo, de esta forma, la acumulacion o
desequilibrio de estos compuestos puede inhibir la actividad proliferativa y/o alterar el destino de

las células progenitoras.

La idea de que la composicion del LCR hidrocefélico influye negativamente en la neurogénesis
postnatal llevando a un cambio en la distribucion de la células BrdU positivas en la ZSV, se
encuentra apoyados en los siguientes hechos: i) hay cambios en la composicion proteica del LCR
de la rata hidrocefalicas H-Tx, que implican el aumento de algunas proteinas (transtirretina) y la
disminucion de otras (Jaramillo, 2009), ii) hay una alteracion en el flujo normal del LCR por la
estenosis del AS, lo que se demostr6 por la falta de circulacion de peroxidaza inyectada en el VL
(Ortloff, 2008). , iii) LCR obtenido de fetos hidroceféalicos H-Tx tiene un efecto inhibitorio sobre
la capacidad proliferativa de células corticales normales (Mashayekhi et al., 2002). A estos
antecedentes se suma los hallazgos realizados por Sawamoto et al., (2006) quienes observaron
que el flujo del LCR en el nicho neurogénico es fundamental para la orientacion de la migracion
de los neuroblastos, y atribuyen una funcion importante al batido ciliar para la formacion de un
gradiente de concentracion de moléculas que participarian en le correcta orientacion y migracion

de los neuroblastos.
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La disminucion de las células BrdU positivas en la Z1 y el aumento de estas en la Z2 de la ZSV
de las ratas hidrocefalicas H-Tx también podria deberse a factores liberados durante un proceso
inflamatorio. Una de las principales lesiones asociadas a la hidrocefalia congeénita, tal vez la mas
importante por las consecuencias que provoca, es el dafio y reduccion en el tamafio cortical, que
implicaria reduccién en el numero y funcionalidad neuronal (Boillat et al.,1997). Dentro de estos
dafos también se han descrito, cavitaciones o pérdida de la sustancia blanca e infiltrado
macrofagico/microglial en la region dafiada (Ulfig et al., 2004). Se ha demostrado que las
citoquinas secretadas por los macréfagos pueden afectar la neurogliogénesis y angiogénesis
(Elkabes et al., 1996), ademas de las quimiocinas clasicas, los macréfagos/microglia activados
secretan VEGF el cual tiene propiedades neurogénicas, angiogénicas y quimioatrayentes (Young
et al., 2011). Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio han mostrado un aumento de
células IBAL positivas (que reconoce microglia activada y macréfagos) en ratas hidrocefalicas en
estadios postnatales tempranos (PN1 y 7). Es importante sefialar que estas células se encuentran
localizadas cercanas a la ZSV de los animales hidrocefalicos, incluso en la cavidad ventricular
asociadas a las células ependimarias de la ZV. En estos mismos estudios se ha observado el
aumento de IL6, de los receptores Toll 4 y del factor IRF7 en los animales hidrocefalicas,
sugiriendo fuertemente la existencia de un proceso inflamatorio en la rata hidrocefalica H-Tx
(Tesis Paulina Araya, en ejecucién). En la Tesis doctoral de Alexander Ortloff, 2008, se mostro
que en la etapa inicial de la disrupcién de la ZV algunas células neuroepiteliales del pallium
exhiben anormalidades en su superficie, las cuales estimulan la interaccion con macrofagos
ventriculares, posteriormente estas células se desprenden y dejan expuestas a las células de la
ZSV. Es importante destacar que en esta etapa también existe una gran cantidad de macrofagos

en la ZSV dorsal. Sorprendentemente en este caso las células que dibujan el “tridngulo”
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caracteristico del animal normal son los macréfagos. Por lo tanto, los macrofagos se ubicarian en

la ZSV desde donde se origina la CMR (Z1).

En la region del nicho neurogénico nunca hay disrupcion de la ZV, ésta ocurre en el pallium de
los VL, dejando en contacto las células de la ZSV con el LCR, esto permitiria que los
macrofagos ademas de interactuar con NSCs interactien con NPCs en la etapa embrionaria. Si
consideramos que los macrofagos presentan “memoria” y que fueron sensibilizados al interactuar
con NSCs y NPCs, y que este sistema contintia funcionando en etapas adultas, en el Unico lugar
donde van a encontrar estos tipos celulares es en la ZSV. Si en la etapa de desarrollo de la
disrupcion de la ZV (entre E19 y PN7) los macrofagos jugarian un rol en el inicio de la
disrupcion, en la etapa adulta postnatal, estos mismos macrofagos sensibilizados podrian inducir
la “disrupcion” de la ZSV, de la Z1 en particular. Ello explicaria lo ubicacion selectiva de
macréfagos en la ZSV de ratas hidrocefélicas adultas. Una posible explicacién de por qué los
macrofagos se ubican en esta region podria corresponder a que en esa region algunas células
sufran apoptosis, ya que se sospecha de sefiales quimiotacticas que son liberadas cuando las

neuronas, células de la glia y ependimarias mueren.

Considerando estos antecedentes no se puede descartar la posibilidad de que dicho proceso
inflamatorio puede estar implicado en la disminucion del nimero de células que proliferan a nivel

de la Zona 1.
5.2. La hidrocefalia afecta la organizacion del nicho neurogénico de la ZSV.

El cerebro de mamiferos adultos posee NSCs multipotentes, las cuales residen y participan en
nichos especializados que sostienen el autorenovamiento y la diferenciacion (Alvarez —Buylla

and Lim, 2004). El nicho neurogénico de la ZSV se organiza en cadenas de neuroblastos que
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estdn rodeadas por células tipo B las cuales tienen caracteristicas de astrocitos y forman
estructuras tubulares. Grupos de células C o células progenitoras estan asociadas a las cadenas de
neuroblastos. Las células ependimarias forman una lamina continua de células que separa la ZSV
del VL. Las células B (astrocitos) originan a las células C (progenitores) las que finamente
generan células A (neuroblastos) (Alvarez- Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Toda esta
organizacion esta gobernada por una serie de sefiales que conforman un ‘“microambiente”
especial, las cuales estan dadas por factores solubles y la composicion de la matriz extracelular,
por sefiales que se transmiten a través de interacciones célula-célula, la vasculatura, factores de
crecimiento y componentes del LCR (Doetsch, 2003; Gonzélez, 2007). Normalmente las células
GFAP positivas que contactan el ventriculo (NSC) son escasas. Se ha descrito que la
prolongacion que alcanza el ventriculo posee un cilio unico que carece del par de microtibulos
centrales, siendo inmdviles y cumplen funciones receptoras que censan los componentes del LCR
(Doetsch et al., 1999) En la presente tesis se encontrd que la organizacion del nicho neurogénico
de la ZSV se encuentran alterada en ratas H-Tx.hidrocefalicas. Esta desorganizacion incluye una
alteracion en la conformacion de los tuneles de astrocitos, a diferencia de lo observado en el
animal normal donde se distingue la conformacion de estas células formando verdaderos tineles
que envainan cadenas de neuroblastos. Otro aspecto que destaca en el animal hidrocefélico, es
que pocas células BrdU+ (neuroblastos) logran conformar “cadenas” o grupos de células en la
extension de la ZSV, sino que se disponen de manera aislada. Las pocas cadenas que se forman
en la rata hidrocefalica es posible observarlas en la cercania del espacio ventricular. Esta
alteracion observada en el nicho neurdgenico podria ser causada por los macrdéfagos

sensibilizados en la etapa embrionaria, como se menciond en la seccion anterior.
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Importante fue encontrar abundantes células formando “clusters” de neuroblastos a nivel
subependimario de la pared ventral del VL (Z2) de las ratas hidrocefalicas. La organizacion de
los clusters de neuroblastos a nivel de la Z2 también se ha observado en otras condiciones,
donde se describe un cambio en la migracion de los neuroblastos hacia zonas de dafio cerebral
como el estriado (Baker et al., 2006; Yamashita et al.,, 2006). Este aumento de células
proliferativas a nivel de la Z2 podria deberse, a que estas células estarian migrando hacia las
regiones lesionadas presentes en los cerebros de ratas hidrocefalicas, y asi contribuir a su
reparacion. Esto podria ser estudiado en futuras investigaciones, utilizando protocolos de
inyeccion de BrdU por periodos mas largos, lo que permitiria observar el destino de las células

generadas en la Z2.

5.3 La alteracion de la CMR en la rata hidrocefalica, implica una menor llegada de

neuroblastos al bulbo olfatorio.

Los tubos gliales que envainan a los neuroblastos migratorios son un andamiaje para esta
migracion que es distinta a la migracion radial y a la tangencial. Ademas se les atribuye un rol en
modular el estado migratorio y mit6tico de los neuroblastos dentro de CMR, a través de
interacciones célula — célula, y por la secrecién de proteinas que tendrian la actividad de

favorecer la migracion (MIA) (Ghashghaei et al., 2007).

Una sefal esencial para la organizacién de las cadenas de migracion de neuroblastos en la CMR
se ha establecido que seria la molécula PSA-NCAM (Ghashghaei et al., 2007). Seria interesante
evaluar la expresion de esta molécula, ya que en ratas hidrocefalicas se observé que pocas células
proliferativas serian capaces de formar cadenas y se presentaban aisladas en una superficie laxa

de la ZSV.
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La explicacion mas potente de la alteracion que observamos en el nicho neurogénico puede
corresponder al hecho de que los macréfagos solo se encuentran en el “triangulo” donde hay
neurogénesis postnatal, tal como se discutio en la seccion anterior. Los macrofagos parecen estar
ligados al inicio de la disrupcion de la ZV, este mismo sistema probablemente estaria ocurriendo
en la ZSV, por lo tanto, estarian realizando un trabajo no correctivo, causando una disrupcion de

la ZSV, lo que se refleja en las alteraciones observadas en la Z1.

Hay evidencias que la ZSV es una fuente importante de neuroblastos que migran hacia regiones
lesionadas del cerebro. Luego de un infarto cerebral por isquemia cerebral (modelo de oclusion
de la arteria cerebral media, MCAO) en la cual ellos se diferencian en neuronas maduras en el
estriado (Yamashita et al., 2006). Sin embargo, no esta claro qué tipo neuronal es generado y
ademas el nimero de neuronas que recuperaria las funciones neuroldgicas seria pequefio. Esta
migracion lateral se estaria Ilevando a cabo a través de vasos sanguineos desde la ZSV hacia las
regiones isquémicas en el estriado. Se considera que los vasos sanguineos jugarian un rol crucial
en la sobrevivencia de los neuroblastos y/o migracion de estos, por la liberacién de factores
difusibles, tal como BDNF, el cual se conoce que promueve la proliferacion (Kojima et al., 2010;
Yamashita et al., 2006; Young et al., 2011). Proteinas de la MEC asociadas a vasos sanguineos
tales como la laminina serian importante para mantener a los precursores neurales (Young et al.,
2011). Considerando estos antecedentes se podria pensar que el aumento de células BrdU
positivas en la Z2 de la ZSV de la rata hidrocefalica podria deberse a una reorientacion de los
neuroblastos con la finalidad de llevarlos a los lugares de lesion localizados cerca de la pared
lateral de los ventriculos de la rata hidrocefalica. La evidencia preliminar obtenida en esta tesis,
que muestra la presencia de neuroblastos en el espacio perivascular de vasos proximos a la Z2,

apoyan esta posibilidad (Figura 25).
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Figura 25. Células proliferativas ubicadas en el espacio perivascular en la ZSV de la Z2 de
los VL de una rata H-Tx hidrocefalica PN30. Inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-BrdU.
Microscopia por contraste de interferencia diferencial (DIC) de Nomarsky. Se observala ZV y la
ZSV bien delimitadas. Presencia de células BrdU+ en la ZSV destacando su ubicacion en el

espacio perivascular (flechas). Vs: vaso sanguineo.
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Existen evidencias que precursores neurales podrian migrar a través de fibras mielinicas y
procesos astrogliales hacia los sitios de dafo, utilizando sefiales tales como SDFla. Estos
factores serian liberados por neuronas o glia localizadas en los sitios dafiados o por expresion de
metaloproteinasas de la matriz (por ejemplo, MMP9) que modularian componentes de la MEC

del cerebro en el camino de la migracién (Ghashghaei et al., 2007; Okano y Sawamoto, 2008).

No se puede descartar la posibilidad de que los neuroblastos “migren” anémalamente al LCR a
través del epéndimo. Esta posibilidad podria ser investigada recolectando LCR de ratas adultas
hidrocefalicas y utilizarlo para cultivo celular, evaluando la formacion de neuroesferas. De este
modo se podria corroborar la posibilidad de encontrar células con capacidad proliferativas libres
en el LCR. Estudios recientes de nuestro laboratorio han mostrado la presencia de células con
capacidad proliferativa en muestras de LCR de ratas H-Tx hidrocefalicas de PN1. Interesantes
serian estos resultados, si pensamos que en el humano se presenta la hidrocefalia normotensiva o
hidrocefalia cronica del adulto. Se podria pensar en la posibilidad de encontrar en el LCR de
humanos adultos NSCs y NPCs, que nos permitirian investigar probables alteraciones de la

neurogénesis postnatal y a la vez servir como un método diagnostico de esta enfermedad.

En la presente tesis se aportd evidencia de que en la rata H-Tx se altera: i) la distribucion de las
precursores neurales en el nicho neurogénico de la pared del VL, ii) la organizacion del nicho
neurogénico y, iii) la organizacion de la CMR, lo cual resultaria en una drastica reduccién de los

neuroblastos que arriban al BO.

Un claro entendimiento de los mecanismos involucrados en la alteracion de la neurogénesis

postnatal en la hidrocefalia es critico para mejorar opciones diagndsticas y terapéuticas.
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6 CONCLUSIONES

La proliferacion de NPCs esta dréasticamente reducida en la Z1 e incrementada en la Z2.

El nicho neurogénico se encuentra desorganizado.

No existe migracion de precursores proliferativos desde la Z2 ala Z1.

La migracion de neuroblastos por la CMR no esté organizada en tubos de astrocitos.

El nimero de neuroblastos que migran por la CMR y que llegan al BO esta drasticamente

disminuido.

La proliferacién de células en la ZV en ratas hidrocefalicas sugiere que: (i) NSCs
continan presentes en la capa ependimaria; (ii) hay proliferacion de células

ependimarias.
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