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ABREVIATURAS

AMPS- persulfato amoénico

BSA- albumina sérica bovina

BHE- barrera hematoencefalica

BHT- 2,6-di-ter-butil-4-metilfenol

bHIH- basic Helix loop Helix

BLBP- proteina de union a acidos grasos

BrdU- bromo-deoxiuridina

CC- cuerpo calloso

cDNA- DNA complementario

CP- plexo coroideo

18-Crown- 1,4,7,10,13,16-hexaxociclooctadecano
Cy3- cianina 3

DAPI- 4,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro
DEPC- dietilpirocarbonato

DIV- dias in vitro

DMEM- medio de Eagle modificado por Dulbecco
DNA- acido desoxirribonucleico

dNTPs- desoxirribonucleotidos trifosfato

DTT- ditiotreitol

E- dia embrionario

FBS- suero fetal bovino

GABA- acido y-aminobutirico

GAP-43- proteina asociada al crecimiento 43
GAPDH- gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GFAP- proteina acida fibrilar de la guia

HPLC- cromatografia liquida de alta eficiencia
IGF- factor de crecimiento de la insulina

IPTG- isopropil-B-D-galactopiranosido

kDa- kilodalton

LB- Luria Bertani

LCR- liquido cefalorraquideo

LGE- eminencia ganglionar lateral



LV- ventriculo lateral

MAP-2- proteina asociada a microtubulos 2
MGE- eminencia ganglionar medial

mRNA- acido ribonucleico mensajero

NBT /BCIP- cloruro de tetrazolio nitro-azul/5-bromo-4cloro-3-indolil fos-
fato

N-CAM- molécula de adhesion celular neuronal
NGF- factor de crecimiento nervioso

NT-siRNA

P- dia postnatal

pb- pares de bases

PBS- tampon fosfato salino

PBPB- 2,4-dibromoacetofenona

PCR- reaccion en cadena de la polimerasa
PDH- piruvato deshidrogenasa

PKC- proteina kinasa C

PMSF- fenil metil sulfonil fluoruro

PPARs- receptores activados por proliferadores de peroxisomas
p/v- peso/volumen

RE- reticulo endoplasmatico

RGC- células de la glia radial

RNA- acido ribonucleico

RT- retrotranscripcion

SCD- estearil-CoA desaturasa

SDS- dodecilsulfato sodico

SEM- error estandar de la media

siRNA- RNA de interferencia corta

SNC- sistema nervioso central

SNP- sistema nervioso periférico

SREBP- proteina que se une al elemento regulado por estrogenos
SSC- tampo6n citrato sédico

STR- estriado

SVZ- zona subventricular

TAE- tris acetato



TBS- tampon Tris salino

TEMED- N,N,N’,N’.tetrametiletilendiamina
TNF- factor de necrosis tumoral

TUJ-1- tubulina 3-1II especifica de neuronas
UTR- region no traducible

VZ- zona ventricular

X-Gal- 5-bromo-4-cloro-3-idolil-B-D-galactopiranosido
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1.1 DESARROLLO CELULAR DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

El sistema nervioso se origina a partir del ectodermo durante la fase embriona-
ria. Este proceso es conocido como neurulaciéon y tiene como inicio la invaginacién
de la blastula, que origina la placa neural. Esta placa se pliega formando una estruc-
tura alargada y hueca denominada tubo neural que esta compuesto por una capa de

células neuroepiteliales, los neuroblastos o células madre neurales (esquema 1).

Durante el desarrollo las células madre neurales dan lugar a todas las células
del sistema nervioso central, neuronas, células macrogliales del SNC, astrocitos y

oligodendrocitos.

/m
Ectodermo \/\—,\
Mesodermo / \

Endodermo

Surco neural

Mesodermo
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Tubo neural

Mesodermo
paraaxial
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Esquema 1. Formacion del tubo neural.

Cambios morfoldgicos que tienen lugar durante la nerulacion.
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INTRODUCCION

1.1.1 Células madre neurales y progenitores celulares

Se aplican dos criterios para definir una célula como célula madre, es decir,
multiplicidad para un numero ilimitado de divisiones celulares y multipotencialidad,
que es la capacidad de generar diferentes tipos de células diferenciadas. La multi-
plicidad puede ocurrir tanto por divisiones simétricas, generando dos células total-
mente iguales, o asimétricas, produciendo una célula que es idéntica a la madre y
una segunda de diferente tipo celular. Estas divisiones asimétricas pueden dar lugar

a una neurona o un progenitor celular (esquema 2).
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Esquema 2. Linaje de la neurogénesis.

Estos dos arboles genealdgicos muestran de una forma sencilla la neurogénesis en
la zona ventricular (VZ) (A) y en la zona subventricular (SVZ) (B). Abreviaturas: NE,
células neuroepiteliales, RG, células de la glia radial, BP, progenitores basales y N,

neuronas. (Esquema modificado de Gétz, 2005).




De acuerdo con estas caracteristicas, en el SNC podemos distinguir:

Células Neuroepiteliales. Antes de la neurogénesis la placa neural y el tubo
neural estd compuesto por una unica capa de células, las células neuroepiteliales,
las cuales forman el neuroepitelio. El neuroepitelio parece estar pseudoestratificado
porque el nucleo de las células neuroepiteliales migra arriba y abajo en el eje apico-
basal durante el ciclo celular (migracion intercinética nuclear) (esquema 3) (Gotz y

Huttner 2005).

A Células neuroepiteliales B Glia radial C Progenitores basales

Lamina basal

Capa neuronal

Lamina basal

il

— — Zona ventricular

Cara apical

Gl 5 G2 M

C Ndcleo == \lembrana plasmatica basolateral

E Uniones adherentes === Membrana plasmatica apical

Esquema 3. Migracion intercinética nuclear.

La figura muestra la organizacion polarizada y la migracion intercinética nuclear de
las células neuroepiteliales (A), glia radial (B) y progenitores basales (C). A, en las
células neuroepiteliales, la migracion intercinética nuclear abarca el eje apico-basal
entero de la célula. B, en la glia radial, la migracion intercinética nuclear esta confina-
da a la region existente entre la cara apical y el limite de unién de que separa la zona
ventricular de la zona subventricular (no mostrado). C, en los progenitores basales, el
nucleo migra desde la cara apical al limite de unién de zona ventricular con la zona
subventricular (no mostrado) durante la fase S y M, y esto es concomitante con la re-
traccion que sufren las células respecto de la cara apical. Los procesos basales de
las células neuroepiteliales y glia radial contindan durante la mitosis. Modificado de
Go6tz y Huttner, 2005.

Las células neuroepiteliales estan altamente polarizadas a través de su eje api-
co-basal debido a la organizacién de su membrana plasmatica. Proteinas de mem-
brana tales como la prominina-1 o las uniones estrechas “tight junctions” y ad-
herentes “adherens juntions”, estan presentes en la cara apical de la membrana
plasmatica; mientras que algunos receptores, tales como la integrina o6 estan con-

centrados en la lamina basal.
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Glia radial. Con la generacion de neuronas el neuroepitelio se transforma en
un tejido con numerosas capas. La capa que linda con el ventriculo (capa mas api-
cal que contiene la mayoria de progenitores celulares) es la denominada zona ven-
tricular. Cuando se inicia la neurogénesis, las células neuroepiteliales disminuyen
la expresion de ciertas caracteristicas epiteliales y el reparto apico-basal de ciertas
proteinas de la membrana plasmatica. Concomitantemente, aparecen en ellas ca-
rateristicas astrogliales. En esencia, después del comienzo de la neurogénesis, las
células neuroepiteliales dan lugar a un tipo de células distintas (glia radial) que exi-
ben propiedades residuales neuroepiteliales, como la intercinética nuclear, aunque
también las astrogliales. Como consecuencia de esto, la mayoria de neuronas del ce-
rebro derivan, directamente o indirectamente, de las células de la glia radial (Gotz y

Huttner 2005).

En términos de potencialidad, a diferencia de las células neuroepiteliales, la
mayoria de la glia radial no se autorenueva y esta restringida a la generacion de de-
terminados tipos celulares, tales como astrocitos, oligodendrocitos y, en la mayoria

de los casos, da origen a neuronas.

Progenitores basales o de la zona subventricular. Junto con la glia radial,
aparece otro tipo de progenitores neuronales que contribuyen a la neurogénesis, lla-
mados progenitores basales. Proceden de las células neuroepiteliales y de la glia ra-
dial. Los progenitores basales se diferencian de las células neuroepiteliales y de la
glia radial, en que su nucleo migra de la cara apical a la basal durante durante la
fase S hasta la M originando células que se retraen de la cara apical. Debido a esto,
durante las etapas tardias de la neurogénesis, los progenitores basales forman la
zona subventricular, una capa de células mitoticas, basal a la zona ventricular (Gotz
y Huttner 2005). Los progenitores basales contribuyen a la neurogénesis mediante

la division celular simétrica generando dos células hijas neuronales.

1.1.2 Neuronas de la corteza cerebral

En la corteza cerebral se han descrito decenas de tipos neuronales atendien-

do a su morfologia. A pesar de esta diversidad, las neuronas de la corteza se pue-

den agrupar en dos clases principales: las neuronas excitadoras, la mayoria de las



cuales tienen morfologia piramidal y son también denominadas neuronas de pro-
yeccion o células piramidales, y las neuronas inhibidoras, también conocidas como
interneuronas (DeFelipe y Farinas 1992). Las neuronas excitadoras utilizan como
neurotransmisor el glutamato (Thomson y Deuchars 1994); por el contrario, las in-
terneruronas emplean el acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor prin-
cipal (McCormick 1989; Thomson y col. 1996). En los ultimos anos se ha puesto de
manifiesto que el funcionamiento de los circuitos corticales requiere la perfecta coor-

dinacion de las neuronas excitadoras y de las inhibidoras (McBain y Fisahn 2001).

Neuronas glutamatérgicas. La mayor parte de las neuronas glutamatérgicas
de la corteza cerebral son piramidales (esquema 4). Constituyen alrededor del 80%
del total de la poblacion neuronal de la corteza cerebral y se encuentran en todas
las capas corticales excepto en la capa I. Una neurona piramidal tipica se caracteri-
za por tener un cuerpo celular con forma piramidal de cuyo polo apical emerge una
prominente dendritica apical que se extiende radialmente hacia la superficie pial. De
la base del soma emergen dendritas basales, que, tipicamente, se extienden lateral o
ventralmente. La dendrita apical generalmente alcanza la capa I, aunque la mayoria
de las células piramidales localizadas en capa IV y alguna de capa V no la alcanzan.
La superficie dendritica esta cubierta de espinas. El axén de estas neuronas sale de
la base del soma o de una dendrita basal, con direccion a la sustancia blanca, y en
su camino, emite diversas ramificaciones o “colaterales”. Aunque poseen una mor-
fologia similar, las neuronas piramidales de las diferentes capas se diferencian en-
tre ellas por su arbol dendritico, la densidad de sus espinas, el patréon de colaterales

axonicos y el lugar hacia donde proyectan.

Esquema 4. Neurona de proyeccion.
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Interneuronas GABAérgicas. Las interneuronas (esquema 5) o neuronas inhi-
bidoras representan aproximadamente el 20% del total de las neuronas corticales.
Constituyen un grupo altamente hetereogéneo de células con una gran diversidad
morfologica, fisiologica, molecular y sinaptica (DeFelipe 1997; Kawaguchi y Kubota
1996; Markram y col. 2004). A pesar de esta enorme diversidad, las interneuronas
también tienen propiedades comunes: asi carecen de espinas dendriticas, pueden
recibir sinapsis tanto inhibitorias o excitatorias en su soma, dendritas y axon, y tan-
to su axon como su arbol dendritico se encuentran siempre confinados en la neocor-
teza (Kawaguchi y Kubota, 1996). Aunque con frecuencia el axon de las interneuro-
nas GABAérgicas contacta con neuronas situadas en su proximidad, se han descrito
algunas poblaciones de neuronas GABAérgicas con largas proyecciones hacia otras

zonas de la corteza (Somogyi y Klausberger 2005).

Esquema 5. Interneurona.

1.1.3 Células gliales

En el SNC existen fundamentalmente tres grupo de células: neuronas, células
macrogliales y células microgliales. Las células macrogliales se pueden subdividir, a

su vez, en astrocitos y oligodendrocitos.

Astrocitos. Los astrocitos son la glia mayoritaria del SNC. Constituyen una
poblacion celular muy hetereogénea, habiéndose clasificado en astrocitos protoplas-
maticos y astrocitos fibrosos. Los protoplasmaticos son mas grandes, poco ramifi-
cados y se localizan, fundamentalmente, en la sustancia gris. Los fibrosos son mas
ramificados y se localizan en la sustancia blanca. Ademas, desde el punto de vista

inmunocitoquimico, los astrocitos se han clasificado como astrocitos tipo-1 y astro-



citos tipo-2 (Raff 1989). Esta clasificacion se ha realizado en astrocitos en cultivo pri-
mario. De hecho, la presencia de astrocitos tipo-2 in vivo es controvertida, detectan-
dose en las proximidades de los nodulos de Ranvier, por lo que se han considerado
funcionalmente como astrocitos fibrosos de las fibras mielinicas (French-Constant y
c0l.1996). También se han detectado astrocitos tipo-2 en las lesiones cerebrales pro-
ducidas por la epilepsia experimental inducida por acido kainico (Niquet y col. 1994;

Represa y col. 1993).

Los astrocitos llevan a cabo una gran variedad de funciones en el SNC. Asi, in-
ducen la formacion de la barrera hematoencefalica (BHE), desempenan un impor-
tante papel durante el desarrollo y la neurogénesis, mantienen una cooperacion me-
tabolica con las neuronas, regulan la composicion idénica del liquido extracelular del
SNC, recaptan neurotransmisores, ejercen una importante funcion neuroprotectora

y presentan excitabilidad en respuesta a la actividad neuronal.

Los astrocitos disponen de apéndices bastante largos, algunos de los cuales
forman los pies terminales que rodean los capilares cerebrales. A diferencia de lo
que ocurre en otros tejidos, las células endoteliales de los capilares cerebrales estan
fuertemente conectadas por las uniones estrechas “tight junctions” lo que impide la
diapédesis y el paso indiscriminado de solutos. De hecho, los astrocitos inducen en
las células endoteliales la formacion de estas uniones, asi como la sintesis de los
transportadores y de las enzimas caracteristicos de la BHE (Janzer y Raff 1987). La
principal funcion de la BHE es regular el movimiento de nutrientes y de otras molé-

culas entre la sangre y el cerebro.

Oligodendrocitos. Los oligodendrocitos constituyen el otro subgrupo mas im-
portante de la macroglia. Se distinguen morfolégicamente de los astrocitos por sus
pequenos cuerpos celulares, en los que el nucleo ocupa una gran proporcion de vo-
lumen. Como su propio nombre indica tienen, relativamente, pocos apéndices, de
los que surge una extensa red de finisimas ramificaciones y membranas en forma
arborescente. El principal papel de los oligodendrocitos es formar y mantener la vai-
na de mielina alrededor de los axones en el SNC. La mielina es la membrana de los
oligodendrocitos en su mayor grado de diferenciacion. Esta compuesta, aproxima-

damente, por un 30% de proteinas y un 70% de lipidos. Este enriquecimiento carac-

r

NOIOONAOYLNI



z

INTRODUCCION

teristico en lipidos se debe, sobre todo, al colesterol, los cerebrosidos y la fosfatidi-
letanolamina (Bradford 1986). Parece ser que la clave del aislamiento efectivo de los
axones por la mielina es el alto grado de compactacion de las capas de mielina, que

excluye el fluido extracelular (Bradford 1986).

A pesar de que la sintesis de mielina es altamente dependiente del contacto
axonal, los oligodendrocitos pueden regular algunas actividades eléctricas en las
neuronas. Se ha descrito que los oligodendrocitos inducen el agrupamiento de los
canales de sodio en las neuronas (Kaplan y col. 1997). Por otra parte, la actividad
eléctrica de los axones vecinos controla la produccion, y/o liberacion, de factores de
crecimiento, que son responsables de la proliferacion de las células progenitoras de
los oligodendrocitos y, por tanto, ayudan a controlar el nimero de oligodendrocitos
que se desarrollan en una definida region (Du y Dreyfus 2002). Por tanto, los oligo-

dendrocitos y las neuronas pueden modular su respectiva diferenciacion.

Microglia. Las células microgliales constituyen, aproximadamente, entre el 5
y el 12% de las células gliales. Considerando que hay diez veces mas de células de
la glia que de neuronas en el SNC hay, por tanto, como minimo, tantas células mi-
crogliales como neuronas. Fueron descritas por primera vez por Rio-Ortega en 1921
y se pueden encontrar en tres estados diferentes: reposo (tal y como se encuentran
en condiciones normales en el SNC), acticadas (microglia reactiva, presente en si-
tuaciones patologicas) y microglia fagocitica (macrofagos cerebrales) (Streit 1995).
Cada estado esta caracterizado por una morfologia diferente, que abarca desde una
forma muy ramificada a una forma ameboide. Como consecuencia de una situacion
patologica, las células microgliales en reposo se convierten en células activadas y
se comportan como el sistema de defensa inmune del SNC. Estas células expresan
antigenos MHC de las clases [ y II, que son las moléculas que normalemente encon-
tramos en el sistema inmune. Ademas, muestran una gran actividad fagocitaria y
liberan citokinas como, por ejemplo, algunas interleukinas o el factor de necrosis

tumoral (TNF).
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1.2 DESARROLLO NEURONAL DEL SNC

El desarrollo del sistema nervioso de los mamiferos comprende una sucesion de
fenéomenos interrelacionados entre si que, clasicamente, se dividen en las siguientes
fases (Cowan 1987; Herschkowitz 1988): neurogénesis, migracion neuronal, agrega-

cion neuronal, diferenciaciéon celular, sinaptogénesis y muerte neuronal.

1.2.1 Neurogénesis

El periodo de neurogénesis es diferente en cada especie. En el hombre esta
comprendida entre los dias 40 y 125 de la gestacion (Rakic 1978), mientras que en
el raton ocurre entre los dias 11 y 17 de la gestacion (Caviness y Takahashi 1995) y
en la rata comienza el dia 13 y finaliza el dia 19 de la gestacion (Gohlke y col. 2004).
Comparativamente, la neurogénesis en la rata tiene lugar en un periodo de gestacion
posterior al que se produce en el hombre. Las implicaciones de esta neurogénesis
temprana en el hombre no se conocen, pero existe la posibilidad de que las neuro-
nas necesiten un periodo largo de adaptacion al medio para poder ejercer funciones
altamente especializadas, como son la memoria, el aprendizaje, etc (Rakic 1985).
Sin embargo, para una misma especie animal, el periodo de proliferacion neuronal
depende de la region del SNC (Bayer 1995). Asi, por ejemplo, en el hipocampo de la
rata el nimero de neuronas sigue aumentando hasta el primer ano de vida postna-

tal (Herschkowitz 1988).

La mayor parte de las neuronas corticales se generan en el epitelio pseudoestra-
tificado que limita las cavidades ventriculares del tubo neural. Este epitelio se cono-
ce como zona ventricular (VZ). Existe ademas una poblacion proliferativa secunda-
ria, que incluye progenitores localizados en la zona subventricular (SVZ) y en la zona

intermedia, segin la denominacion del Comité Boulder (1970).

Existen tres gradientes neurogénicos durante el desarrollo de la corteza cere-
bral: radial, medio-lateral y antero-posterior (Bayer y Altman 1991). Radialmente la
corteza se organiza de forma que las neuronas que nacen primero ocupan posicio-
nes mas profundas respecto a las que nacen posteriormente (McConnell 1988; Ra-

kic 1974). A este gradiente también se le conoce como patrén de neurogénesis de
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dentro hacia fuera. Ademas, se ha descrito que las neuronas que se originan en las
regiones laterales de la corteza se desarrollan antes que aquellas que lo hacen en
regiones mas mediales. Lo mismo ocurre con las regiones anteriores respecto de las

posteriores.

En el raton la actividad neurogénica de la VZ se extiende durante siete dias,
iniciandose el dia embrionario (E) 11 y finalizando en E17 (Takahashi y col., 1995b).
En la rata este periodo se encuentra retrasado dos dias, transcurriendo entre E13-
19 (esquema 6). Sin embargo, la duracion del ciclo celular no es constante a lo largo
del periodo embrionario, ya que la fase G1 tiene una mayor duracion en los estadios
mas tardios. Este hecho explica que la tasa de proliferacion sea menor en las ultimas

etapas del desarrollo que en las etapas iniciales (Takahashi y col. 1995D).

NE SE RE s
E13 E14 E15

E12 E16 E17 E18 E20 ADULT

Esquema 6. Desarrollo de las capas de corteza cerebral. en la rata.

En la rata, las primeras neuronas se generan el dia 13 de gestacién y forman una capa
denominada preplaca (PP). A continuacion, las neuronas generadas forman la placa
cortical (CP), que divide la preplaca en una zona marginal (MZ) y en una subplaca (SP)
de neuronas transitorias que yace bajo la placa cortical. Los axones de estas neuro-
nas, junto con los axones en crecimiento desde el talamo, establecen la zona interme-
dia (IZ)Las neuronas generadas por los progenitores de la zona ventricular (VZ), la glia
radial y las células neuroepiteliales, forman las capas inferiores V y VI de la placa cor-
tical, mientras que las neuronas generadas por los progenitores de la zona subventri-
cular (SV2), los progenitores basales, forman las capas superiores |I-IV de la CP. La
zona marginal origina la capa superior | de la CP, que se convierte en la sustancia gris
de la corteza cerebral y las VZ y SVZ se convierten en la sustancia blanca de la corte-
za cerebral del adulto.

La multipotencialidad presente en los estadios tempranos de la neurogénesis
se pierde con el tiempo (Desai y McConnell 2000). Ademas se ha observado que
esta potencialidad de los progenitores esta limitada a las primeras etapas del ciclo

celular.
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En la VZ de la corteza se han identificado dos tipos de precursores corticales:
las células de glia radial (RGC) (Miyata y col. 2001; Noctor y col. 2001; Noctor y col.
2002) y las células neuroepiteliales (Gotz y Huttner 2005). Las células progenito-
ras de la SVZ, es decir, los progenitores basales (BP), se forman a partir de la zona
ventricular desde E13 en raton y E15 en rata y su periodo neurogénico se extiende
desde E14 a E16 en raton y E16 a E19 o 20 en la rata, considerandose este periodo
como la segunda neurogénesis embrionaria (Campbell 2005). Los progenitores de la
zona ventricular y la zona subventricular expresan diferentes genes (Gal y col. 2006;
Molyneaux y col. 2007), y estas diferencias parecen estar relacionadas con la pro-
genie neuronal a la que dan lugar. Asi, se ha postulado que los progenitores de la
SVZ generarian neuronas de capas superficiales que expresan los genes Cux2, Tbhr2
y Svetl, mientras los progenitores de la VZ darian lugar a neuronas de capas pro-
fundas que expresan los genes Otx1 y Fezl (Dehay y Kennedy 2007). Otros autores
sugieren que la expresion diferencial de estos genes se debe a una progresiva espe-
cificacion de las neuronas en su viaje a la placa cortical. Segun esta hipotesis, las
células expresarian de forma secuencial los diferentes factores de transcripcion en
su proceso de maduracion de forma independiente del precursor del que procedan

(Hevner y col. 2006).

La neurogénesis en el cerebro no sélo se ve restringida a la etapa del desarro-
llo, también en el adulto se conocen nichos neurogénicos como son la SVZ, la zona

subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo (Ihrie y Alvarez-Buylla 2008).

1.2.2 Migracion neuronal

Tal y como se ha mencionado antes, las neuronas se pueden agrupar, princi-
palmente, en dos clases: neuronas de proyeccion o piramidales e interneuronas o

neuronas de circuito local.

Tanto los estudios clasicos como los mas recientes coinciden en que las neu-
ronas de proyeccion de la corteza cerebral se originan, principalmente, en la zona
ventricular de la region dorsal del encéfalo (palio) y migran radialmente a través de
la zona intermedia de la corteza hasta alcanzar su posicion definitiva en la placa cor-

tical (Angevine y Sidman 1961; Nadarajah y col. 2001). La migracion radial de las
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neuronas de proyeccion permite la transferencia de informacion topografica desde la
capa ventricular hasta la placa cortical. Asi, la informacion derivada de la posicion
esta determinada por su origen en la zona ventricular, progenitores corticales adya-
centes dan lugar a neuronas de proyeccion que se sitian proximas en la placa cor-
tical, habitualmente en la misma columna cortical (Rakic 1988). La migracion radial
depende en gran medida de la interaccion de las neuronas en migracion con las pro-
longaciones de la glia radial (Misson y col. 1991), si bien durante las primeras fases
del desarrollo cortical la migracion radial parece ser independiente de la glia radial

(Nadarajah y Parnavelas 2002) (esquema 7).
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Esquema 7. Tipos de migracion de las neuronas de proyeccion de la
corteza.

Las neuronas de proyeccién se generan tanto en la zona ventricular (VZ) como en la zona
subventricular (SVZ). Durante la formacién de la preplaca (PP), al pricipio de la neurogé-
nesis, las neuronas migran por translocacion del soma (A). Sin embargo en estadios mas
avanzados del desarrollo, las neuronas migran por locomocién celular (B), empleando
como soporte la fibra de la glia radial.

Durante mucho tiempo se pensé que las interneuronas corticales que se origi-
nan en la zona ventricular del palio y que se desplazan hasta alcanzar su posicion

definitiva, lo hacian mediante migracion radial al igual que las neuronas de proyec-
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cion. Sin embargo, numerosos estudios han puesto de manifiesto que la migracion
radial no es el inico modo de desplazamiento celular en la corteza cerebral, ya que
la existencia de células orientadas de forma tangencial en la zona intermedia de la
corteza en desarrollo sugiere que no todas las células corticales se desplazan de for-

ma radial.

La idea de que son las interneuronas las que migran tangencialmente durante
el desarrollo de la corteza procede de estudios inmunohistoquimicos y de marcaje
con bromo-deoxiuridina (BrdU) (DeDiego y col. 1994; Van Eden y col. 1989). Esta
hipotesis se confirmé cuando experimentos de clonaje celular demostraron que las
neuronas corticales con migracion radial y las neuronas corticales con migracion
tangencial proceden de diferentes linajes celulares (Mione y col. 1997; Tan y col.
1998). Ademas ningun estudio precedente investigo el origen de las interneuronas
corticales y por lo que se asumia implicitamente que se originaban en las zonas
proliferativas del palio, al igual que las neuronas proyeccion. El primer trabajo que
mostro que las interneuronas corticales procedian del subpalio, region ventral del
télencefalo, data de 1996 (de Carlos y col. 1996). Dicho trabajo describe como las
interneuronas corticales se originan en el subpalio y se dispersan tangencialmente
en la corteza embrionaria. Estudios mas recientes han confirmado que el subpalio
es el origen de interneuronas que finalmente residen en todas las areas corticales,
incluidas la neocorteza, el hipocampo o la corteza piriforme (Pleasure y col. 2000;

Wichterle y col. 1999) (esquema 8).

Esquemas8. Principalesrutas demigra-
cion de las interneuronas corticales
durante el desarrollo embrionario.

H, hipocampo; LGE, eminencia ganglionar
lateral; MGE, eminencia ganglionar medial;
NCx, neocorteza; PCx, corteza pririforme;
Str, estriado; SVZ, zona subventricular; VZ,
zona ventricular.
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Existe una serie de factores que participan en la migracion de estas neuronas,
como son: los factores génicos, promovidos por neurotrofinas como NT4 y BDNF
(Polleux 2002), los sustratos extracelulares como TAG-1 (Denaxa 2001), con los que
ciertas neuronas interaccionan con sus axones en su recorrido (migracion axonofili-
ca) y los factores guia, que pueden tener actividad quimioatractiva, como neurorre-
gulina-1 (Marin y Rubenstein 2001), o quimiorrepulsiva, como las semaforinas de

clase III (de Castro 1999; Marin y Rubenstein 2001).

1.2.3 Agregacion celular

Cuando las neuronas llegan a su localizacion definitiva tienden a agregarse for-
mando las diferentes capas de la corteza cerebral o bien grupos nucleares. Algunas
moléculas de naturaleza glicoproteica, y/o glicolipidica, intervienen en la formacion
de interacciones entre neuronas (Herschkowitz 1988). Empleando cultivos celulares
se ha puesto de manifiesto que las superficies gliales pueden favorecer el proceso de
agregacion neuronal y que sustancias como la poli-L-lisina también favorecen dicha
agregacion (Vernadakis 1988). Ademas, la laminina, una glicoproteina presente en
la matriz extracelular, parece ser una molécula que favorece este proceso (Lucken-

bill 1997).

1.2.4 Diferenciacion neuronal

La diferenciacion neuronal se caracteriza por el crecimiento del cuerpo celular,
la elaboracion de axones y dendritas seguida de su crecimiento en longitud y grosor
y el agrupamiento de los cuerpos neuronales formando acumulaciones de las que
parten radialmente las neuritas. Esta distribucion da lugar a la disposicién en mate-
ria blanca y materia gris que adoptan las neuronas en el SNC y a la adquisicion de la
propiedad de propagar potenciales de accion. En la rata, el proceso de diferenciacion
neuronal comienza prenatalmente y se prolonga hasta la tercera semana de vida
postnatal. En el hombre, la diferenciacion neuronal empieza en el periodo prenatal y

puede durar hasta los cuatro anos (Herschkowitz 1988; Meisami y Timiras 1982).

En las neuronas existen unas zonas que Ramon y Cajal denominé conos de cre-

cimiento, donde se originan las dendritas y los axones (Caviness 1989; Herschkowitz
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1988). Los conos de crecimiento guian a los axones, convirtiendo las senales posi-
tivas y negativas en 6rdenes que determinan el trayecto y la rapidez de crecimiento
del axon. La sensibilidad del cono de crecimiento depende, en gran medida, de sus
filopodios. Los filopodios son estructuras ricas en actina, muy moviles, que poseen
receptores para moléculas que sirven como senales de direccion al axon (Sanes y

Jessell 2001).

Es necesaria la presencia de un “sustrato permisivo” que permita el avance
de los conos de crecimiento. Los conos de crecimiento reconocen diferencias entre
los sustratos en los que crecen y esto puede regular la direccion y la velocidad de
su crecimiento. Se han identificado numerosas sustancias capaces de favorecer el
crecimiento in vitro de los axones, tales como el colageno, la fibronectina y algunos
proteoglicanos. Son de especial importancia las lamininas, componentes de todas
las laminas basales de los seres vivos. Los conos de crecimiento poseen una serie de
proteinas (integrinas) capaces de interaccionar con las lamininas de la matriz extra-
celular (Raper y Tessier-Lavigne 1999) y transmitir esta informacion al interior de la

célula.

La union con el sustrato permisivo no es suficiente para que se produzca el de-
sarrollo de las neuronas inmaduras. Algunos neuropéptidos, como la somatostatina,
la colecistoquinina, la sustancia P o el péptido intestinal vasoactivo, parecen estar
estrechamente relacionados con los fenémenos de elongacion axénica y de interco-
nexion celular (Hayashi 1992). Por otro lado, el NGF (factor de crecimiento nervio-
s0), neurotransmisores como la serotonina, la dopamina o la acetilcolina, asi como
la interaccion con células gliales, también parecen estar implicados en este proceso
(Hatten y Mason 1986; Ivins y Pittman 1989; Vernadakis 1988). Los axones de lar-
ga proyeccion tienden a crecer juntos en un fasciculo comun. La fasciculacion de
los axones esta favorecida por la presencia de N-CAM (molécula de adhesion celular

neuronal) (Caviness 1989).
Durante la diferenciacion neuronal se activan los procesos de sintesis de RNA y

de proteinas, aumenta la actividad de ciertas enzimas tales como la acetilcolineste-

rasa, la Na+tK+-ATPasa, la tirosina hidroxilasa, la GABA transaminasa, etc. Asimis-
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mo, aumenta la actividad de las enzimas de la glucolisis, del ciclo tricarboxilico y de

la sintesis de lipidos (Meisami y Timiras 1982).

El proceso de diferenciacion neuronal esta favorecido por la insulina y el IGF
(factor de crecimiento de la insulina). La insulina estimula la sintesis de proteinas,
aumenta ciertas actividades enzimaticas y favorece la produccion de neuritas y la
adquisicion de la capacidad para la neurotransmision (Baskin y col. 1987). Asimis-
mo, se ha comprobado que algunos neurotransmisores, como el GABA y la serotoni-
na, favorecen el crecimiento de las neuritas y el mantenimiento de las neuronas en
cultivo (Barbin y col. 1993; Hamon y col. 1989; Lipton y Kater 1989; Michler 1990;
Spoerri 1988). También el NGF ejerce efectos neurotroficos sobre las fibras adrenér-
gicas periféricas in vivo e in vitro (Levi-Montalcini 1982) y las colinérgicas del SNC
(Houlgatte y col. 1989). Existen pruebas de que la somatostatina aumenta el cre-
cimiento de las neuritas (Bulloch 1987; Grimm-Jorgensen 1987). Asimismo, se ha
sugerido que el piruvato favorece el crecimiento de las neuronas del SNC en cultivo
(Varon y col. 1987). También la presencia de astrocitos favorece el crecimiento de las
neuronas (Seaton y col. 1988). Recientemente, se ha demostrado que los astrocitos
sintetizan acido oleico que se comporta como un factor neurotrofico (Tabernero y col.

2001).

1.2.4.1 GAP-43, proteina asociada al crecimiento

Durante los procesos de crecimiento neuronal, tanto durante el desarrollo neu-
ronal como en procesos de regeneracion, la expression de GAP-43 es maxima y se
encuentra limitada al sistema nervioso, siendo, asi, considerada marcadora de la
diferenciacion axonal (Benowitz y Routtenberg 1997; Oestreicher y col. 1997; Ske-
ne 1989) (esquema 9, ver mas adelante). Esta proteina desaparece durante la vida
adulta, quedando confinada en zonas cerebrales de alta plasticidad o en terminales
sinapticos relacionados con la llamada potenciacion a largo plazo (LTP), un proceso

que se supone asociado a la memoria (Benowitz y Routtenberg 1997).

La GAP-43 se localiza fundamentalmente en los axones en crecimiento y, sobre
todo, en los conos de crecimiento uniéndose a la membrana mediante interaccion

con la F-actina, formando, asi, la estructura interna de los axones (Oestreicher y col.
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1997; Skene y Virag 1989). En el raton, la GAP-43 alcanza su maxima expresion el
dia 4 de vida postnatal en el SNP y en las dos primeras semanas de vida postnatal
en el SNC. A partir de este momento cae su expresion, aunque en ciertas poblaciones
de neuronas se detecta la GAP-43 en estadios posteriores (Benowitz y Routtenberg
1997; Oestreicher y col. 1997). En la rata se ha descrito que el momento de maxima
expresion de la GAP-43 sucede durante la primera semana postnatal (Dani, 1991;

Velasco, 2003).

La expresion del gen de la GAP-43 esta muy restringida en las células neurales.
La regulacion de la actividad del promotor de la GAP-43 esta mediada por una serie
de factores de transcripcion, miembros de la familia bHLH. Estos factores de trans-
cripcion se unen a la caja E1, localizada en el promotor P1 del gen de la GAP-43, y
modulan positiva o negativamente la expresion del gen. Hasta el momento se han
descrito seis factores de transcripcion de esta familia, cuatro de ellos son represo-
res de la transcripcion (ME1la, E12, MES-1, MASH-1) y dos son activadores (NeuroD
y NDRF) (Chiaramello y col. 1996; Ohtsuka y col. 1998). La expresion de la GAP-43
esta también regulada a nivel del mRNA. Asi, NGF aumenta tres veces la vida media
del mRNA de la GAP-43. Ademas, se ha propuesto que el aumento de la estabilidad
del mRNA de la GAP-43 por el NGF esta mediado por la activacion de la proteina ki-
nasa C (PKC) (Perrone-Bizzozero y col. 1993; Tabernero y col. 2001).

Una de las caracteristicas estructurales mas sorprendentes de la GAP-43 es su
extrema hidrosolubilidad, hecho que no es habitual en una proteina asociada con
membranas. Se sintetiza como proteina soluble y su asociacion a la membrana pro-
bablemente esta mediada por union covalente de la region hidrofébica del extremo
amino-terminal a acidos grasos. Esta region contiene un dominio activador de la
proteina G. En la parte intermedia existe el denominado dominio IQ, compuesto por
12-15 aminoacidos, que constituye el sitio de union a calmodulina. Ademas, en la
parte intermedia existe un sitio de fosforilacion para la proteina G, en la serina 41
que, a su vez, regula la union de la GAP-43 a calmodulina. En el extremo carboxilo-
terminal se localiza el motivo F, el cual interacciona con los componentes del citoes-

queleto (Skene y Virag 1989).
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1.2.4.2 MAP-2, proteina asociada a microtubulos

Las proteinas MAP-2 se expresan en el sistema nervioso, siendo unas de las
proteinas mas abundantes en el cerebro (Olmsted 1986; Schoenfeld y Obar 1994).
La MAP-2 tiene varias isoformas, formadas a partir de un tnico gen por splicing al-
ternativo del pre-mRNA (Maccioni y Cambiazo 1995). Dentro del sistema nervioso,
las MAP-2 de alto peso molecular, MAP-2a y MAP-2b (~300 kDa), se expresan especi-
ficamente en las dendritas de las neuronas (Schoenfeld y Obar 1994) y raramente en
los axones, por lo que se pueden considerar proteinas marcadoras de la diferencia-
cion dendritica neuronal (Caceres y col. 1984; Caceres y col. 1986; Dinsmore y Solo-
mon 1991) (esquema 9). Estas isoformas difieren en su patron de expresion durante

el desarrollo cerebral. En fases embrionarias y hasta el dia 10 de vida postnatal, la

Esquema 9. Localizacion inmunocitoquimica de las proteinas MAP-2
y GAP-43, en neuronas en cultivo.

La MAP-2, marcadora del crecimiento dendritico, aparece en color amarillo y la
GAP-43, marcadora del crecimiento axonal, aparece en color rojo.
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unica MAP-2 de alto peso molecular que se expresa en el cerebro es la MAP-2b. La
MAP-2a aparece en etapas mas tardias del desarrollo, expresandose mayoritaria-

mente en el cerebro adulto.

Todas las MAP-2 tienen, en la region carboxilo terminal, un dominio de union
a la tubulina y, ademas, una region rica en prolina. Se piensa que la region carboxi-
lo-terminal de la molécula de MAP-2 esta fuertemente unida a los microtubulos,
mientras que el resto de la molécula se proyecta fuera de la superficie de los micro-
tabulos como brazo, por lo que se le denomina “dominio de proyeccion” (Sanchez y
col. 2000). Ademas de asociarse a los microtubulos para estabilizarlos y promover
su ensamblaje, la MAP-2 ejerce un importante papel en el crecimiento de las neuri-
tas (Woolf 1998). Otras funciones de la MAP-2 se resumen en su participacion en la
morfogénesis neuronal, en la dinamica del citoesqueleto, en el empaquetamiento de
los microtubulos y en el trafico de organulos en los axones y las dendritas (Dinsmore

y Solomon 1991).

Los patrones de expresion diferencial de las isoformas de MAP-2 y sus mRNAs
durante el desarrollo del sistema nervioso, pueden indicar una compleja regulacion
de su expresion, tanto a nivel transcripcional o post-transcripcional como traduc-
cional (Sanchez y col. 2000). Hasta el momento, los mecanismos de regulaciéon post-
traduccional de MAP-2 son mucho mejor conocidos que la regulacion de la expresion

de la proteina a otros niveles.

La MAP-2 es modificada post-traduccionalmente en las neuronas durante el de-
sarrollo, por fosforilacion y desfosforilacion provocadas por ciertas senales extrace-
lulares (Avila y col. 1994). Estas modificaciones condicionan la capacidad de la MAP-
2 para unirse a los microtubulos y estabilizarlos. Se ha sugerido que la asociacion
de las MAPs con kinasas y fosfatasas puede ser esencial para su anclado al citoes-
queleto, asi como para su direccionamiento hacia compartimentos especificos neu-
ronales, donde pueden desempenar sus funciones especificas (Tsunoda y col. 1998).
Es necesario un equilibrio kinasas/fosfatasas para el adecuado recambio y dinamica
de los microtubulos y, en consecuencia, para una funcion neural satisfactoria. Asi
una hiperfosforilacion de las MAP-2 causa su liberacion de los microtubulos, pro-

vocando la retraccion neuritica e, incluso, la muerte neuronal a largo plazo (Arias y
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col. 1998). Entre las diversas proteinas kinasas que pueden fosforilar la MAP-2 estan
la proteina kinasa A (PKA), la proteina kinasa II dependiente de calcio/calmodulina
(CAMKII), la PKC y las proteinas kinasas dirigidas por prolina. La desfosforilacion de
la MAP-2 se lleva a cabo por diversas serina-treonina fosfatasas, tales como las PP1,
2A, 2B (calcineurina) y 2C. Estas fosfatasas estan muy concentradas en cerebro y
se encuentran asociadas al citoesqueleto. Se cree que las fosfatasas juegan un pa-
pel esencial en la regulacion de la plasticidad neuronal y en la transmision sinaptica

(Sanchez y col. 2000).

1.2.5 Sinaptogénesis

Después de migrar y diferenciarse, las neuronas establecen sinapsis. La mayo-
ria de las sinapsis consisten en una region especializada en el saco axonico presi-
naptico, una region receptora en una dendrita postsinaptica y una estrecha hendi-
dura entre ambas regiones (Kalil 1990). La sinaptogénesis es un proceso tardio de la
diferenciacion neuronal, si bien algunas sinapsis aparecen durante fases mas tem-

pranas (Caviness 1989).

Entre los factores que pueden estimular la sinaptogénesis se encuentra la se-
rotonina. En este sentido, se ha observado que algunos neurotransmisores, como el
GABA y la serotonina, aumentan el desarrollo de neuropilos y de las sinapsis en neu-
ronas en cultivo (Hamon y col. 1989; Madtes y Redburn 1983; Reisert y col. 1989).
Asimismo, conviene senalar que, durante el establecimiento de las sinapsis, se pro-
duce un incremento en el metabolismo oxidativo cerebral y aumenta la sintesis de
fosfolipidos y de colesterol (Bayer 1985; Meisami y Timiras 1982). El colesterol juega,
aparentemente, un papel clave en la sinaptogénesis. Durante este proceso, en el que
se requieren elevadas cantidades de colesterol, su sintesis en las neuronas decrece
(Poirier 1994). Sin embargo, las células de la glia sintetizan y aportan a las neuronas
el colesterol necesario. La disponibilidad de colesterol parece ser el factor limitante
para el desarrollo de las sinapsis maduras. Esto explica el retraso en la produccion
de sinapsis en el SNC en espera de la diferenciacion de la glia, asi como los efectos
patologicos que se manifiestan por alteraciones en la homeostasis del colesterol o las

lipoproteinas (Mauch y col. 2001). Se cree que en la sinapsis existe, ademas, una im-
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portante transferencia bidireccional de sustancias esenciales para la supervivencia
y el normal funcionamiento de las células presinapticas y postsinapticas como, por

ejemplo, el NGF (Cowan 1987).
1.2.6 Muerte neuronal

La muerte neuronal por necrosis se produce como consecuencia de un trauma,
de una isquemia o por accién de una sustancia toxica. La muerte por apoptosis es
una muerte programada por la propia célula, mediante un proceso activo que requie-
re la induccion de la maquinaria enzimatica necesaria. Durante este tltimo proceso,
las células disminuyen de tamano, se produce una condensacion de la cromatina,

una fragmentacion del DNA y, por ultimo, sus restos celulares son fagocitados.

La muerte neuronal por apoptosis es frecuente durante el desarrollo del SNC,
en que se genera un gran numero de neuronas de las que apenas la mitad van a so-
brevivir. Esta pérdida tan elevada de neuronas es comun a todos los vertebrados y
parece ser un mecanismo de adaptacion durante el desarrollo del sistema nervioso
(Oppenheim 1991). La hipoétesis del factor neurotrofico (Hamburger y Levi-Montalci-
ni 1949) puede explicar este fenéomeno. Esta hipotesis propone que la supervivencia
de las neuronas en desarrollo depende de una serie de factores neurotréficos secre-
tados por las células diana a las que las neuronas van a inervar. Los factores neu-
rotréficos se encuentran en una cantidad limitada y, por ello, sélo las neuronas que
consiguen captarlos van a sobrevivir, el resto moriran por apoptosis (Hamburger y
Levi-Montalcini 1949). Esta hipétesis se vio reforzada por el descubrimiento del NGF,

factor regulador de la apoptosis (Cohen 1960).

1.3 DESARROLLO DEL NUCLEO ESTRIADO

El nucleo estriado se desarrolla a partir de las eminencias ganglionares locali-
zadas en el télencefalo (Olsson y col. 1998). La eminencia ganglionar lateral (LGE)
es la principal fuente de las neuronas estriatales (Campbell y col. 1995; Deacon y
col. 1994) y contiene progenitores tanto de las neuronas GABAérgicas de proyeccion

como de interneuronas estriatales que colocalizan con GABA y somatostatina. En la
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LGE también se encuentran progenitores de las interneuronas destinadas al bulbo
olfativo (Deacon y col. 1994; Stenman y col. 2003; Wichterle y col. 2001). La emi-
nencia ganglionar medial (MGE) contiene progenitores de interneuronas destinadas
al nucleo estriado, tanto colinérgicas como GABAérgicas, asi como a la corteza cere-
bral, hipocampo y globus pallidus (Marin y Rubenstein 2001; Wichterle y col. 2001).
La eminencia ganglionar caudal da lugar a gran diversidad de neuronas que migra-
ran al nucleo estriado caudal (Nery y col. 2002) (esquema 10). En este sentido, se ha
descrito que las neuronas que suplen al estriado durante su formacion migran tanto

de forma radial como de forma tangencial (Hamasaki y col. 2003).

E14 P4

LGE

MGE

Esquema 10. Migracion neuronal durante el desarrollo del nucleo
estriado.

La primera oleada de neuronas que se dirigen hacia el nucleo estriado tiene lugar en-
tre E13-E16, estas neuronas migran radialmente desde la eminencia ganglionar late-
ral (LGE) y se trata de neuronas de proyeccion. La segunda generacion de neuronas
con destino el nucleo estriado son generadas entre E16-E19, migran desde la LGE y
son pricipalmente neuronas de proyeccion. Las interneuronas se generan principal-
mente en la eminencia ganglionar media (MGE) y migran tangencialmente hacia el
nucleo estriado. En verde aparece el nucleo estriado

En el nucleo estriado, las fibras de la glia radial se originan en la zona ventri-
cular de la LGE y proyectan al estriado con una orientacion perpendicular a la su-
perficie ventricular, marcando la ruta de migracion de los precursores estriatales
(de Carlos y col. 1996; Halliday y Cepko 1992; Kakita y Goldman 1999). Como los

precursores neuronales de la LGE son la fuente primaria de neuronas de proyeccion
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estriatales (Anderson y col. 1997; Olsson y col. 1998) se puede establecer que las
neuronas de proyeccion generadas en la zona proliferativa periventricular de la LGE

son destinadas al manto del nucleo estriado mediante migracion radial.

En la migracion tangencial podemos encontrarnos diferentes tipos de movi-
miento dependiendo del sustrato utilizado para la migracion. En algunos casos, las
neuronas migran empleando axones en crecimiento que les permiten llegar a su
destino final. Mientras que en otros casos, las neuronas no siguen sustratos celu-
lares y se dispersan de manera individual. La MGE es la mayor fuente de células
que migran tangencialmente, de ella proceden las neuronas que poblaran la corteza
cerebral, hipocampo, globos pallidus y ntcleo estriado (Lavdas y col. 1999; Marin y
Rubenstein 2001; Meyer y col. 1998). A pesar de que las interneuronas estriatales
representan menos de un 10% de las neuronas estriatales, ejercen una importante

influencia en la funcién del nucleo estriado (Gerfen 1992; Kawaguchi y col. 1995).

El nucleo estriado se puede dividir en dos compartimentos: los estriosomas y
la matriz (Gerfen 1992; Graybiel y col. 1990), los cuales difieren en cuanto a mar-
cadores neuroquimicos, conexiones y periodo de neurogénesis. Las neuronas de es-
tos dos compartimentos aparecen durante dos estadios que no se superponen (van
der Kooy y Fishell 1987). Las neuronas estriosomales se generan durante la primera
oleada de neurogénesis (E13-16) , en la region postmitotica de la LGE y constituiran
el 15-20% de las neuronas del estriado en el adulto (Fishell y van der Kooy 1991;
Lancay col. 1986). Entre E16-20 se produce la segunda oleada de nuevas neuronas,
generadas principalmente en la zona subventricular de la LGE y que migran al pri-
mordio estriatal separando las neuronas de los estriosomas en agregados (van der
Kooy y Fishell 1987). Esta gran afluencia de células de la matriz contintia hasta el
nacimiento haciendo que estas células comprendan el 80-85% del nucleo estriado
adulto (Johnston y col. 1990). Estas neuronas provenientes de la segunda oleada de
la neurogénesis rodean a las neuronas estriosomales de manera que, poco después
del nacimiento, las neuronas de la matriz y estriosomas estan totalmente segregadas
(Fishell y van der Kooy 1991). Los mecanismos exactos que regulan la formacion de
los compartimentos del nucleo estriado se desconocen. Sin embargo, algunos estu-
dios aportan evidencias sobre algunos factores que pueden estar implicados en el

proceso, tales como Ebf-1, DIx-1/2 y cadherina-8.
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El desarrollo del nucleo estriado no termina a nivel embrionario, sino que la for-
macion de conexiones, el establecimiento de circuitos y la maduracion de las vias no

se produce hasta las primeras etapas de la edad postnatal.

1.3.1 Organizacién del nucleo estriado

Los ganglios basales son un cojunto de nucleos subcorticales altamente inter-
conectados entre si que juegan un papel fundamental en funciones motoras, cogni-
tivas y limbicas. Estan constituidos por el nucleo estriado (nucleo cuadado y puta-
men), el globus pallidus, que contiene un segmento interno y uno externo, y el nticleo
accumbens. El ntucleo estriado es el nucleo integrador de la informacion que llega a
los ganglios basales (Leegwater-Kim y Cha 2004). Existen otros dos nucleos asocia-
dos a los ganglios basales: el nucleo subtalamico y la sustancia negra que se divide

en pars compactay pars reticulata (Bolam y col. 2000; Parent y Hazrati 1995).

La entrada mas importante de informacion a los ganglios basales proviene de la
corteza cerebral y es el nucleo estriado el que recibe principalmente dichas aferen-
cias. El nucleo estriado es el responsable de procesar e integrar toda la informacion
que recibe, no solo de la corteza, sino de otras estructuras tales como el talamo, la
sustancia negra pars compacta y otros nucleos del tronco encefalico. Una vez proce-
sada la informacion, envia eferencias hacia el segmento interno del globus pallidus
y la sutancia negra pars reticulata. Las proyecciones de los ganglios basales se diri-
gen otra vez al talamo y después hacia la corteza cerebral, cerrando asi el conocido
circuito cortico-estriato-talamo-cortical (Bolam y col. 2000; Gerfen 1992; Parent y

Hazrati 1995).

En el nucleo estriado podemos encontrar:

Neuronas de proyeccion. Las neuronas de proyeccion representan aproxima-
damente el 90% de la poblacion estriatal. Presentan una gran cantidad de espinas
dendriticas y un largo axon que establece conexiones fuera del nucleo, debido a esta
caracteristicas también son conocidas como neuronas medianas espinosas. El neu-
rotransmisor principal que emplean estas neuronas es el GABA (Ribak y col. 1979).

Las dianas comunes de estas neuronas de proyeccion son el globus pallidus y la sus-
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tancia negra. Dependiendo de la estructura a la que proyectan y del tipo de recepto-
res de dopamina que presentan podemos distinguir neuronas estriatopalidales, que
proyectan al segmento externo del globus pallidus y expresan encefalina y el recep-
tor D2 de la dopamina, o con neuronas estriatonigrales que proyectan a la sustancia
negra pars reticulata o al segmento interno del globus pallidus y expresan sustancia

P, dinorfina y el receptor D1 de la dopamina (Gerfen y col. 1990).

Interneuronas. Las interneuronas representan cerca del 10% de las neuronas
del estriado. Poseen un papel muy importante en el control de la excitabilidad de
las neuronas estriatales de proyeccion. Existen cuatro tipos de interneuronas: coli-
nérgicas, caracterizadas por un soma grande (20-50 uym de diametro) y por utilizar
acetilcolina como neurotransmisor; GABAérgicas de tamano algo mayor que el de
las neuronas de proyeccion, expresan calcio parvalbumina; GABAérgicas de tamano
mediano, contienen calretinina; interneuronas que coexpresan somatostatina, neu-

ropéptido Y y oxido nitrico sintasa.

1.3.2 Morfologia del nucleo estriado

Tal y como se ha mencionado, el estriado se dispone en una compleja organiza-
cion en mosaico que se debe a sus conexiones neuroanatomicas y que hace que se

determinen dos compartimentos:

Estriosomas. Los estriosomas estan constituidos por agrupaciones de células
que forman agregados. Se caracterizan por presentar una elevada expresion de re-
ceptores u-opiaceos (Pert y col. 1976), sustancia P (Chesselet y Robbins 1989), dinor-
fina (Haber y Watson 1985), neurotensina, son ricos en fibras inmunoreactivas para
tirosina hidroxilasa y por presentar un marcaje muy débil para acetilcolinesterasa

(Graybiel y Ragsdale 1978).

Matriz. La matriz se encuentra envolviendo las agrupaciones de células estrio-
somales. Se caracterizan por presentar un elevado marcaje para calbindina, acetilco-
linesterasa (Graybiel y Ragsdale 1978) y por ser rica en fibras inmunoreactivas para

la somatostatina (Gerfen y col. 1985).
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Los estriosomas y la matriz también se pueden definir en base a la organizacion

de sus aferencias y eferencias (esquema 11):

Eferencias. Las neuronas de los estriosomas contactan con las neuronas do-
paminérgicas de la sustancia negra pars compacta mientras que las neuronas de la
matriz contactan con las neuronas GABAérgicas de la sustancia negra pars reticula-

ta (Gerfen 1984; Gerfen y col. 1985).

Aferencias. Los terminales que llegan a la matriz provienen de las neuronas
dopaminérgicas situadas de una manera continua en el area tegmental ventral y en
el lado dorsal de la sustancia negra pars compacta. Los terminales dirigidos a los
estriosomas provienen de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars
compactay de las neuronas dopaminérgicas que se agrupan en islotes en la sustan-

cia negra pars reticulata.

Corteza Cerebral
{_ A
|

Nucleo estriado A/

Via indirecta

Esquema 11. Circuito de los ganglios basales.
GPi, globus pallidus interno; GPe, Globus pallidus externo; SNc, sustancia negra
pars compacta; SNr, sustancia negra pars reticulata; STN, nucleo subtalamico.
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1.4 LA ALBUMINA

La albumina es la proteina plasmatica mas importante, desde el punto de vista
cuantitativo, pues representa cerca del 60% de las proteinas plasmaticas. La albu-
mina se sintetiza en el higado como pre-proalbuimina. El precursor sufre dos cortes
consecutivos, en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi, respectivamen-
te, obteniéndose la forma madura de la albuimina. La sintesis de la albumina se en-
cuentra regulada por su propia concentracion plasmatica y, ademas, por la ingesta

de alimentos (Gekle 2005).

La albumina esta constituida por 585 aminoacidos y tiene un peso molecular
de 66,438 kDa. La estructura secundaria de la proteina se define por nueve a-hé-
lices, estabilizadas por 17 puentes disulfuro. La estructura tridimensional de la al-
bumina, definida por cristalografia, presenta forma de corazéon con tres dominios
homologos (designados I, II y III), constituidos cada uno por dos subdominios de 3
a-hélices continuas en paralelo, enfrentandose un par de subdominios para formar
un dominio (He y Carter 1992) (esquema 12). La albumina tiene una estructura muy
resistente y recupera con facilidad su conformacioén original, principalmente debido
a los puentes disulfuro que le proporcionan la rigidez necesaria, especialmente en

condiciones fisiologicas.

Esquemas 12. Conformacion espacial de la albumina.
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La funcion principal de la albumina es la union y transporte de ligandos, tanto
endoégenos como exogenos. Esto se debe, en gran parte, a la gran flexibilidad de la
albuimina, que puede cambiar su conformacion facilmente. Las principales regiones
de union a ligandos se localizan en cavidades hidrofébicas en los subdominios IIA
y IIIA, que muestran una estructura quimica similar. De hecho, estudios recientes
proponen la existencia de regiones en la molécula de albumina totalmente inacce-
sibles al agua (Grdadolnik y Marechal 2005). La albumina es capaz de unir fuerte-
mente aniones organicos, como acidos grasos de cadena larga y la bilirrubina. Sin
embargo otras sustancias menos hidrofilas y de menor tamano, como acidos grasos
de cadena media, ascorbato o triptéfano, se unen a la albiumina de manera especifi-

ca, pero con menor afinidad, lo cual favorece su intercambio.

La albumina humana posee siete sitios de union a acidos grasos de cadena lar-
ga, tres de los cuales con elevada afinidad para el acido oleico, y once sitios de union
para acidos grasos de cadena media (Bhattacharya y col. 2000). Ademas, la albumi-
na puede unir sustancias distintas de una manera casi independiente, de forma que
la presencia de una sustancia no afecta a la union de otra. La union acido graso-al-
bumina se produce a través del anion carboxilo del acido graso (Spector y Fletcher
1978). Esta union depende de dos factores fundamentales: es directamente propor-
cional a la razon molar acido graso-albumina y depende de la estructura de la cade-
na hidrocarbonada del acido graso. Asi, para una misma razon molar acido graso-al-
bumina, la fuerza de union aumenta con la longitud de la cadena y para una misma
longitud de la cadena hidrocarbonada, la insercion de un unico doble enlace en cis
aumenta la fuerza de union. Sin embargo, la insercion de un segundo doble enlace
reduce la fuerza de union con respecto a su acido graso saturado. En este sentido el
acido graso con mas afinidad por la albumina es el acido oleico (Curry y col. 1999).
La mayoria de los acidos grasos captados por las células, formando complejo con la
albumina, se esterifican y se incorporan a la célula en forma de fosfolipidos, ésteres
de colesterol, glicoesfingolipidos o bien se oxidan como fuente de energia. Las mem-
branas plasmaticas mantienen aproximadamente una proporcion 1:1 de acidos gra-
sos saturados e insaturados. Alteraciones en esta proporcion producen cambios en

la fluidez de la membrana, lo cual altera su funcionalidad (Gurr y col. 2002).
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1.4.1 La albumina en el cerebro

El cerebro del neonato, al contrario que el del adulto, capta especificamente al-
bumina sérica durante el periodo postnatal, coincidiendo con la etapa de maximo
desarrollo. Se ha descrito la presencia de altas concentraciones de albuimina en el
cerebro y en liquido cefalorraquideo durante los primeros dias de vida postanatal
(Dziegielewska y col. 1981b; Mollgard y Jacobsen 1984; Trojan y Uriel 1979). Tanto
las neuronas (Fishman y col. 1990; Granda y col. 2003) como los astrocitos en culti-
vo (Juurlink y Devon 1990; Tabernero y col. 1999b) son capaces de captar albumina

de forma activa.

La presencia de albumina en el cerebro se debe a la existencia de un mecanis-
mo segun el cual la albumina es transferida de la sangre al cerebro y liquido cefalo-
rraquideo (LCR). Este mecanismo es especifico para la albumina, puesto que modifi-
caciones quimicas de esta proteina impiden su transferencia al cerebro. Ademas, la
albumina de distintas especies es incapaz de alcanzar el LCR, indicando la existen-
cia de un receptor especifico para la albumina en los capilares sanguineos, que se

expresa s6lo durante el desarrollo cerebral (Habgood y col. 1992).

Se ha descrito un papel importante de la albumina en células cerebrales, como
es la regulacion de la proliferacion astrocitica o el control de los niveles intracelula-
res de calcio (Nadal y col. 1995). También se ha observado que la albumina, en au-
sencia de factores neurotroficos exogenos, es capaz de inhibir in vitro la muerte por
apoptosis, en un proceso mediado por el glutamato, permitiendo a las neuronas en
cultivo mantener su programa de diferenciacion (Tabernero y col. 2002a). Ademas,
se ha descrito que la albumina regula el metabolismo de células cerebrales (Tildon
1993; Vicario y Medina 1992). Una de las primeras observaciones relacionadas con
el efecto de la albumina en el desarrollo cerebral fue el efecto drastico que esta pro-
teina muestra en la utilizacion del lactato por los astrocitos (Vicario y col. 1993). En
este sentido, se observo que, en cultivos primarios de astrocitos, la albumina au-
menta significativamente la utilizacion de glucosa y lactato mediante la activacion
de la piruvato deshidrogenasa (PDH) (Tabernero y col. 1999b). Este efecto es especi-
fico y dosis-dependiente de albumina (alcanza un maximo a concentraciones del 1%

(p/v)) y no es mimetizado por otras proteinas, como y-globulinas, o por compuestos
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de masa molecular semejante, como el dextrano. Sin embargo, solo aumenta dis-
cretamente otras vias metaboélicas, tales como el ciclo tricarboxilico o el ciclo de las
pentosas fosfato, indicando que ejerce su efecto especificamente sobre la reaccion
catalizada por la PDH (Tabernero y col. 1999b). Ademas, el aumento de la actividad
de la PDH promovido por la albuimina es neutralizado por acidos grasos, sugiriendo
que la albumina aumenta la actividad de la PDH por captacion de acidos grasos o de

sus derivados acil-CoA (Tabernero y col., 1999).

Dado que la presencia de la albumina en el cerebro se encuentra regulada en
el desarrollo, se ha sugerido que esta proteina pudiera jugar un papel importante en
la diferenciacion neuronal. Se ha descrito que, en astrocitos, la albimina aumenta
especificamente la biosintesis del factor neurotréfico acido oleico, a partir de lactato,
glucosa y 3-hidroxibutirato, de una forma dosis-dependiente (Tabernero y col. 2001).
El acido oleico, o cis-9-octadecenoico (18:1cA9), es un acido graso formado por 18
atomos de carbono con una insaturacion en posicion cis en A9, introducida por una
reaccion de oxidacion catalizada por la estearil-CoA 9-desaturasa-1 (SCD-1), la en-
zima limitante en la sintesis de los acidos grasos monoinsaturados. La sintesis del

acido oleico promovida por la albumina en astrocitos se detalla en el esquema 13.

1.4.2 La albumina y el factor neurotréfico acido oleico

El acido oleico, sintetizado y liberado por los astrocitos en respuesta a la albu-
mina, actila como factor neurotréfico, induciendo la diferenciaciéon neuronal. Esta se
caracteriza morfolégicamente por el agrupamiento neuronal seguido del crecimiento
de las neuritas, que terminan diferenciandose en dendritas o axones y, molecular-
mente, por el aumento de la expresion de las proteinas marcadoras de diferenciacion
axonal, GAP-43, y dendritica, MAP-2 (Rodriguez-Rodriguez y col. 2004; Tabernero y
col. 2001). El efecto neurotrofico del acido oleico se ha verificado tanto en cultivos de
neuronas en presencia del complejo albumina-acido oleico como en co-cultivos de
astrocitos y neuronas en presencia de albumina. La presencia de acido oleico trans-
forma el cultivo de neuronas de tal manera que las neuronas se disponen siguiendo
los patrones que se observan in vivo. En este sentido, se ha observado que los somas
neuronales se agrupan formando estructuras que se asemejan a la materia gris y

prolongan sus axones hasta contactar con las colonias de neuronas adyacentes, de-
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jando un espacio equivalente a la materia blanca en el SNC (Tabernero y col. 2001).
El efecto causado por el acido oleico (18:1cA9) sobre la expresion de la MAP-2 y de
la GAP-43 no se observa en presencia de otros acidos grasos estructuralmente pa-
recidos, tales como el acido elaidico (18:1tA9) y el acido palmitico (16:0), lo que de-
muestra la importancia del doble enlace en cis para que el efecto del acido graso sea

especifico (Tabernero y col. 2001).

glucosa

iruvato —-—
P lactato

PDH

,/ acetil-CoA

citrato

acetil-CoA

ac.oleico @

\\ ac.oleico

albimina ——— aIbd'Fnina
|
.. g . * Ac. olei
albumina QRIS albumina ac.o_ll_elco alcbc?_l_e.co
albumina albumina

Esquema 13. Mecanismo de sintesis del acido oleico en astrocitos.

La albumina se internaliza en los astrocitos por endocitosis mediada por receptor (megali-
na), ocurriendo una transcitosis con paso por el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmi-
co. En el reticulo, la albumina capta el acido oleico, induciendo de esta forma la activacion
del factor de transcripcion SREBP-1, que promueve la expresion de la enzima estearil-
CoA desaturasa-1 (SCD-1), enzima limitante de la sintesis de acido oleico. Por ultimo,
el complejo albumin-acido oleico es liberado al espacio extracelular por exocitosis activa.
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Ademas, el acido oleico se incorpora en los fosfolipidos de la membrana neu-
ronal en forma de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. Esta incorporacion es de-
pendiente de albumina, lo que sugiere que la albumina se utiliza como vehiculo para
el transporte del acido oleico entre los astrocitos y las neuronas (Tabernero y col.
2001). Es necesario mencionar que la presencia del inico doble enlace del acido olei-
co es suficiente para incrementar, de forma importante, la fluidez de las membranas
biologicas (Alberts y col. 1996). En este sentido, la fluidez de la membrana es muy
critica para las neuronas, por lo que la incorporacion de fosfolipidos que contienen
oleico puede cambiar sustancialmente las propiedades de la membrana. De acuerdo
con esto, el acido oleico se incorpora preferentemente en las bases de las prolonga-
ciones de las neuritas, lo que sugiere que se requiere un incremento en la fluidez de
la membrana en los sitios donde emergen nuevos axones y/o dendritas. Este hecho
facilita la formacion de la membrana durante el crecimiento neuritico, a la vez que
incrementa la flexibilidad para la orientacion de los axones (Tabernero y col. 2001).
Ademas, el acido oleico es el principal acido graso del sistema nervioso periférico,

comprendiendo entre el 35 y el 45% de los acidos grasos del nervio ciatico.

La PKC esta implicada en la diferenciacion neuronal inducida por el acido olei-
co, dado que su inhibicion previene los efectos neurotroficos del acido oleico (Granda
y col. 2003; Rodriguez-Rodriguez y col. 2004; Tabernero y col. 2001). De hecho, se
ha descrito que varios acidos grasos cis-insaturados, entre los que se incluye el aci-
do oleico, son capaces de activar la PKC (Khan y col. 1992). Por otra parte, es bien
conocido que ciertos factores neurotroficos, como el NGF, activan la PKC y esto in-
duce la expresion de la GAP-43 a través de la estabilizacion de su mRNA (Perrone-
Bizzozero y col. 1993). Asimismo, la PKC colocaliza con la F-actina del citoesqueleto
durante el crecimiento de las neuritas e induce el desarrollo de las mismas en célu-

las de neuroblastoma (Zeidman y col. 1999).

El acido oleico aumenta también la expresion del factor de transcripcion Neu-
roD2 (Rodriguez-Rodriguez y col. 2004), una de las isoformas responsable de desen-
cadenar el programa de diferenciacion neuronal. Sin embargo, no tiene efecto sobre
NeuroD1. Los factores de transcripcion neurogénicos de la familia NeuroD, de tipo
bHLH, juegan un importante papel en la neurogénesis y en la diferenciacion neuro-

nal (Lee 1997). Ademas, la inhibicion de la PKC previene también el aumento de la
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expresion del factor neurogénico NeuroD2 inducido por el acido oleico (Granda y col.

2003; Rodriguez-Rodriguez y col. 2004).

Recientemente en nuestro laboratorio hemos descrito que el receptor neuronal
del acido oleico implicado en el proceso de diferenciacion es el factor de transcrip-
cion PPARa (receptor o activado por proliferadores de peroxisomas) (Bento-Abreu y
col. 2007). El acido oleico ha sido descrito como un ligando natural de la familia de
receptores PPAR (Gottlicher y col. 1992). A su vez, se debe mencionar que la activi-
dad del PPARa puede estar regulada por PKC a través de residuos fosforilables pues-
to que la inhibicion de la actividad de PKC induce una disminucion en la actividad

transcripcional del PPARa (Blanquart, 2004).

1.4.3 Relevancia clinica de la albumina

Lo referido anteriormente sugiere que la albumina podria jugar un papel im-
portante en el desarrollo cerebral, induciendo la sintesis del factor neurotréfico aci-
do oleico. Por otra parte, la relevancia clinica de la albumina en el cerebro ha sido
demostrada por un gran numero de estudios. En este sentido, se ha descrito que la
albumina entra en el cerebro adulto en condiciones de hipoxia y tras dano en la ba-
rrera hematoencefalica (Plateel y col. 1997). De esta forma, se puede especular que
la albumina puede también tener un papel importante en la reparacion neuronal en
respuesta a tales danos, mediante la accion del acido oleico. De hecho, se ha demos-
trado que la SCD-1 y el propio acido oleico juegan un papel esencial en la regene-
racion neuronal tras una lesion en el sistema nervioso periférico, mediante un au-
mento de la expresion de GAP-43 (Breuer y col. 2004). Todas las propiedades de la
albumina anteriormente mencionadas, juntamente con la capacidad antiedema (Liu
y col. 2001), califican a la albumina como un potente agente neuroprotector. Asi, el
tratamiento con la albumina, hasta 4 horas después de la lesion, mejora significati-
vamente la funcion neurologica y reduce el volumen del infarto en, aproximadamen-
te, un 60% (Belayev y col. 2001; Liu y col. 2001). De hecho, el uso clinico de la albu-
mina para el tratamiento de un infarto cerebral agudo se encuentra actualmente en
las Gltimas fases para su aprobacion, habiendose sobrepasado la fase III de ensayos

clinicos con un gran éxito (Ginsberg y col. 2000).
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1.4.4 Captacion de la albumina

En experimentos realizados anteriormente en nuestro laboratorio observamos
que la albumina era internalizada mediante estructuras vesiculares mediadas por
un receptor glicoproteico (Tabernero y col., 2002a). En trabajos posteriores hemos
descrito que el receptor glicoproteico del que se trataba era la megalina (Bento-Abreu
y col. 2008). Recientemente hemos descubierto que la internalizacion de la albumina

en astrocitos se lleva a cabo mediante caveolas (Bento-Abreu y col., no publicado).

La megalina (o LRP-2/gp330) es una glicoproteina monomeérica de 600 kDa y
constituye un receptor multiligando de albuimina, lactoferrina, retinol, transcobala-
mina, proteina de union de la vitamina D, apolipoproteinas B, J, E y H, lipoproteina
lipassa, insulina, hormona paratioidea, mioglobina, calcio, que se expresa princi-
palmente en células polarizadas epiteliales, en la superficie apical de la membrana

(Kounnas y col. 1994).

En el SNC, la megalina se detecta en el neuroepitelio del tubo neural y en la no-
tocorda a partir del dia E11. En el dia E13, la megalina esta presente en el diencé-
falo ventral, en la columna vertebral ventral, en la zona ventral del hipocampo y en
el plexo coroideo. En el dia E15, la expresion de la megalina empieza a restringirse,
limitandose al plexo coroideo, zona ventricular de la vesicula ventral lateral, colum-
na vertebral y regiones ventriculares del tercero y cuarto ventriculos (Assemat y col.
2005). Se ha descrito que la megalina en el plexo coroideo del cerebro adulto tiene
un papel importante en la neuroproteccion al promover la eliminacién del 3-amiloide

(Carro y col. 2005; Deane y col. 2004; Tanzi y Bertram 2005; Zlokovic y col. 1996).

1.5. BIOSINTESIS DEL ACIDO OLEICO
1.5.1 Localizacion, estructura y mecanismo de accion de la SCD
La estearil-CoA desaturasa (SCD) es la enzima limitante en la sintesis de los

acidos grasos monoinsaturados. Estos acidos grasos son los principales constitu-

yentes de los fosfolipidos de las membranas celulares.
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La localizacion de la SCD difiere segun el organismo. Asi, en plantas es citoso-
lica (Shanklin y Somerville 1991), mientras que en mamiferos es extremadamente
hidrofobica y se halla intrinsecamente unida a la membrana microsomal del reti-
culo endoplasmatico (Strittmatter y Enoch 1978). La SCD se caracterizé en 1960,
por Strittimatter y col.(Strittmatter y col. 1974), que la aislaron de microsomas de
higado de rata. Posteriormente, Thiede y col. (Thiede y col. 1986) determinaron su
secuencia y Mihara (Mihara 1990), tras realizar un escrutinio en una genoteca de
rata utilizando como sonda la regién codificadora de la SCD, describié dos isofor-
mas distintas: SCD-1 y SCD-2, localizadas en distintos genes. Estos dos genes son
similares estructuralmente y contienen S exones y 6 intrones distribuidos a lo largo

de 15 kb.

En el genoma del raton se han caracterizado 4 isoformas de la SCD: SCD-1,
SCD-2 (Ntambi y col. 1988; Kaestner y col. 1989) SCD-3 (Zheng y col. 2001) y SCD-
4 (Miyazaki y col. 2003). La expresion de la SCD-3 esta restringida a la piel del ra-
ton especificamente a las glandulas sebaceas y la SCD-4 es una isoforma especifica
de corazon. En el hombre solamente se han caracterizado dos isoformas, hSCD1 y
hSCDS5 (Zhang y col. 2005; Beiraghi y col. 2003). Los genes que codifican las isofor-
mas de raton se localizan agrupados en el cromosoma 19 (Tabor y col. 1998; Zheng
y col. 2001), mientras que en el hombre el gen de la SCD se cree que se encuentra

localizado en el cromosoma 10.

Las regiones codificadoras de las isoformas de la SCD en la rata, el raton y el
hombre son muy similares; aproximadamente el 80% de las secuencias de nucleotidos

son idénticas. Las cadenas polipeptidicas también estan altamente conservadas.

La secuencia codificadora de la rata contiene 1074 pb, que codifican 358 ami-
noacidos y dan lugar a un polipéptido de 41,4 kDa. Estudiando su secuencia se
identifico que el 62% de los aminoacidos eran hidrofobicos (Thiede y col. 1986). Es-
tos mismos analisis indicaron que esta enzima contiene hasta 3 largos dominios
hidrofobicos que le permiten atravesar la bicapa lipidica dos veces (Shanklin y col.
1994) (esquema 14). El analisis de la secuencia de aminoacidos de diferentes desa-
turasas de mamiferos, hongos, insectos, plantas superiores y cianobacterias ha re-

velado 3 regiones, muy conservadas, que contienen hasta 8 residuos de histidina.
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Para investigar el papel funcional de estos residuos, Shanklin y col. (1994) realizaron
una serie de experimentos que consistieron en mutaciones puntuales. Los resulta-
dos obtenidos muestran que estos residuos son esenciales para la funcion catalitica,

ya que unen el atomo de hierro que contiene la enzima.

B Al ararararar iy w

ER Lumen

Esquema 14. Modelo topoldgico propuesto parala SCD-1.
La SCD-1, en el esquema, presenta 4 dominios transmembrana. En el citosol apare-
cen tres regiones mas oscuras, responsables de la accion catalitica de la SCD. (Man,

2006).

La regulacion de la SCD en el sistema nervioso periférico esta destinada a la
sintesis de mielina (Garbay y col. 1998). Durante el desarrollo postnatal del raton la
actividad de la SCD en homogenados del nervio ciatico es alta y la proporcion de aci-
do oleico aumenta durante las tres primeras semanas del desarrollo. Sin embargo,
este aumento de la actividad de la SCD y de los niveles de acido oleico no ocurre en
ratones que tienen alterada la sintesis de mielina (Garbay y col. 1998). El acido olei-
co es el principal acido graso del sistema nervioso periférico, comprendiendo entre
el 35 y el 45% de los acidos grasos del nervio ciatico. Una alteracién en la expresion
de la SCD en el sistema nervioso periférico puede dar lugar a una desmielinizacion y

subsecuentes alteraciones neurologicas.

38









De acuerdo con las consideraciones descritas en la Introduccion, el Plan de

Trabajo quedo establecido como sigue:

1.- Estudio de los niveles de acido oleico libre en el cerebro durante el

desarrollo postnatal.
2.- Estudio de la region o regiones del cerebro en las que se locali
za la enzima limitante en la sintesis de acido oleico, la estearil-

CoA desaturasa-1, SCD-1.

3.- Estudio del papel que ejerce la estearil-CoA desaturasa-1 en el de

sarrollo postnatal del cerebro.
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Especie ensayada y condiciones del animalario

Se han empleado ratas albinas Wistar de distintas edades, suministradas por el

Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

Los animales se criaron en jaulas. Se mantuvo un ritmo de luz-oscuridad de 12
horas. La humedad oscil6 entre el 45 y el 65% y la temperatura se control6 entre los
20 y 25°C. Se alimentaron con una dieta solida estandar (17% de proteinas, 3% de
lipidos, 58,7% de glucidos, 4,3% de celulosa, 5% de minerales y 12% de humedad).

Ademas, los animales tuvieron en todo momento acceso libre al agua de bebida.

Se emplearon fetos a término para la preparacion de los cultivos organotipicos
y de los explantes, neonatos de 1 dia de vida postnatal para la preparacion del cul-
tivo primario de astrocitos y animales de distintas edades para la realizacion de los

experimentos in vivo.

Los anestésicos utilizados fueron ketamina (Rompun®, Bayer) y xilacina (Imal-
gene® 500, Merial Laboratorios). Los animales se trataron segun la normativa espa-

nola RD 223/88 y la normativa europea 86/609/ECC.

3.1.2 Medios instrumentales

El agua utilizada en la realizacion de los experimentos se purifico mediante un
equipo milli-RO plus 10 y una unidad de agua ultrapura milli-Q plus 185 (Millipore
Ibérica, Madrid, Espana).

Las pesadas se realizaron en una balanza modelo 1207 MP2 y en un granatario
modelo 1216 MP (Sartorius GmbH, Géttingen, Alemania).

El pH se determiné con un medidor de protones, marca Crison (Selecta, Barce-
lona, Espana).

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Beckman (Beckman Ins-
truments, Fullerton, U.S.A.) modelo J2-21M, una centrifuga Beckman de mesa mo-

delo TJ-6, una centrifuga Eppendorf, modelo Centrifuge 5417R (Eppendorf, Ham-
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burgo, Alemania) y una centrifuga Eppendorf, modelo Centrifuge 5702.

La cabina de flujo laminar utilizada es un modelo TC 48 (Gelaire Flow Labora-
tories, McLean, U.S.A).

Para la tripsinizacion de las células se ha utilizado un bano termostatizado a
37°C, modelo Precisterm (Selecta). Para otras aplicaciones a diversas temperaturas,
se ha utilizado un bano modelo Haake Fisons GH con termostato acoplado, modelo
Haake Fisons D8 (Haake, Berlin, Alemania) y un bloque térmico para el calentamien-
to de tubos en seco (Selecta).

El material de vidrio se esterilizo mediante calor seco, durante un minimo de 10
horas, en una estufa marca Selecta (modelo S-20), termostatizada a 170°C.

El agua, el material de diseccion y el resto de los utensilios que requerian asepsia
se esterilizaron por medio de calor humedo en un autoclave modelo 437 (Selecta).

Las células se sembraron en placas estériles procedentes de las casas comer-
ciales Nunc (Nunclon, Roskilde, Dinamarca) y TPP (Trasadingen, Suiza).

Las células se mantuvieron en cultivo en el incubador de CO2 modelo Galaxy
(RS Biotech, Northants, Reino Unido).

Los insertos empleados en los cultivos organotipicos tenian un diametro de
poro de 0,4 um y provenian de la casa Millipore Ibérica.

Los medios de cultivo y los tampones utilizados se esterilizaron a traveés de fil-
tros de 0,22 uym de tamano de poro (Millipore Ibérica). Para pequenos volumenes de
soluciones estériles se utilizaron filtros de jeringa de 0,2 um de diametro de poro
(Acrodisc Pall Gelman Laboratory, Michigan, U.S.A).

Se utilizaron botellas de oxigeno, nitrogeno y dioxido de carbono suministradas
por la Sociedad Castellana de Oxigeno (Valladolid, Espana).

Las células se observaron periodicamente con un microscopio de contraste de
fases, modelo Willovert II pH (Leica, Wetzlar, Alemania) y se contaron con la ayuda de
una camara cuentaglobulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

El espectrofotometro que se ha utilizado es de la marca Hitachi (Tokio, Japon).

Las cubetas utilizadas son de plastico, de 1 mL de capacidad y 1 cm de paso de
luz (Elkay, Boston, U.S.A.) o de cuarzo, de 1 mL de capacidad y 1 cm de paso de luz
(Hellma, Mulheim, Alemania).

Para los analisis de transferencia tipo “Western” se utilizé un sistema de electro-
foresis vertical y un sistema de electrotransferencia modelo “Mini Trans-Blot Trans-

fer Cell” conectado a una fuente de alimentaciéon modelo “PowerPac 300” de Bio-Rad
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(Hercules, U.S.A))

Las incubaciones de las membranas de nitrocelulosa con anticuerpos primarios
o secundarios se realizaron en un Navigator (Fredericton, Canada).

Para el revelado de las peliculas de autorradiografia se utilizé la maquina de re-
velado Kodak Medical X-Ray processor 102 (Rochester, New York, U.S.A.)

Para llevar a cabo la transcripcién inversa y la reaccién en cadena de la poli-
merasa (RT y PCR, respectivamente) se utilizo un termociclador modelo GeneCycler
(Bio-Rad).

Los viales de plastico de 0,2 mL para PCR se adquirieron en Biotools (Biotools-
B&M Labs S.A., Madrid, Espana).

El transiluminador empleado para la visualizacion de los acidos nucleicos fue el
modelo Gel Doc 2000 (Bio-Rad), propiedad del Instituto de Microbiologia Bioquimica
(IMB/Universidad de Salamanca, Espana).

Para la fijacion de los tejidos se empleé una bomba de perfusiéon modelo Mini-
plus 3 M312, Gilson (Villiers-le-Bel, Francia).

El criostato utilizado para la microseccion de cerebros fue el modelo CM3050S
de Leica (Wetzlar, Alemania).

Los cortes coronales utilizados en el cultivo de organotipicos se obtuvieron me-
diante el “tissue chopper” modelo Mcllwain Tissue Chopper de Mickle Laboratory
Enginering Co. Ltd. (Surrey, Reino Unido).

El microscopio empleado en el proceso de obtencion del tejido para los cultivos
organotipicos y de explantes fue el modelo MSZ800 de Nikon (Barcelona, Espana).

Las imagenes se captaron con una camara de video digital Leica DC 100.

Para los analisis de microscopia confocal se utilizoé el microscopio confocal mo-
delo LSM510 (Zeiss), propiedad del Centro de Investigacion del Cancer (CIC/Univer-
sidad de Salamanca, Espana). Las imagenes se analizaron empleando el programa
informatico de analisis de imagen LSM 5 Image Browser v 2.8 (Zeiss).

El sistema HPLC utilizado en el analisis de acidos grasos se compone de un mo-
dulo inyector y un modulo de distribucion de solventes modelo 125, System Gold. El
detector ultravioleta “diode array” es el modelo 168, System Gold. El aparato provie-
ne de la firma comercial Beckman Instruments.

La fase estacionaria que permitié la separacion de los acidos grasos es una co-
lumna de fase reversa, de 4,6 mm x 250 mm, con particulas de silica C-18 de 5 ym

de diametro, modelo Ultrasphere-ODS de Scharlau.
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El computador que integraba la senal proveniente del sistema de HPLC es un
Dell Optiplex Gs (Barcelona, Espana).

Las incubaciones para la hibridacion in situ se llevaron a cabo en un horno de
hibridacion modelo RPN2510/RPN2512 (Amersham Pharmacy Biotech, Barcelona,
Espana).

El “crosslinking”, o uniéon covalente del RNA a la membrana mediante radiacion
ultravioleta, se llevo a cabo utilizando un dispositivo comercializado por Stratagene,
UV-stratalinker modelo 2400 (Stratagene, La Jolla, U.S.A.).

Para la seleccion de los oligonucleotidos empleados en la PCR y RT-PCR se uti-
liz6 el programa informatico OligoTM 4.0.

El programa de analisis de imagen utilizado fue NIH (NIH image, Wayne Ras-

band, National Institutes of Health, Bethesda, U.S.A.) y Adobe Photoshop

3.1.3 Productos

Los productos utilizados en la preparacion de disoluciones y tampones que no
se detallan a continuacion, fueron adquiridos en las casas comerciales Sigma (Sig-

ma-Aldrich Quimica, Madrid, Espana) o Merck (Darmstadt, Alemania).

3.1.3.1 Productos utilizados para la preparacion de los cultivos celulares

El medio de cultivo de astrocitos procedia de la casa Sigma y es del tipo DMEM
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco).

El suero fetal bovino (FBS) procedia de la casa Gibco (Invitrogen, Barcelona,
Espana).

La DNAsa I, la tripsina y la albumina (fraccion V) que se utilizaron en la rea-
lizacion de los cultivos celulares, fueron suministradas por Roche Diagnostics S.L.
(Barcelona, Espana).

La poli-L-lisina con la que se recubrio el fondo de las placas de cultivo fue ad-
quirida en Sigma.

La citosina—fB-arabinofuranésido empleada en los cultivos de astrocitos proce-

dia de Sigma.
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3.1.3.2 Productos utilizados para la preparacion de los cultivos tisulares

El medio utilizado para la preparacion y obtencion de explantes y organotipicos,
L-15, fue suministrado por Invitrogen.

El medio de cultivo de explantes y organotipicos procedia de la casa Sigma y
es del tipo DMEM-F12 (Medio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado con
mezcla de nutrientes F-12 Ham).

El colageno empleado para encastrar los explantes fue adquirido en BD Bios-
ciencies (San Jose, CA, U.S.A.).

E1 MEM utilizado para la solucion de polimerizacion de la estructura de colage-

no procedia de Invitrogen.

3.1.3.3 Productos utilizados para la preparacion de la albumina libre de
acidos grasos

La membrana utilizada para dializar la albumina fue adquirida en Sigma. Igual-
mente, el sulfuro sodico y el acido sulftairico 96% (v/v), empleados para el tratamiento
previo de dicha membrana, procedieron de Sigma y de Panreac, respectivamente.

Los filtros (0,22 um) utilizados para la esterilizacion de la albumina dializada
son de la marca Serum Acrodisc (Pall Gelman Laboratory).

La albumina sérica bovina (BSA) libre de acidos grasos fue suministrada por

Sigma.

3.1.3.4 Productos utilizados para el analisis del mRNA

El reactivo para la extraccion del RNA (Trizol Reagent), asi como los hexanu-
cleotidos empleados como cebadores (random hexamer primers), los desoxirribonu-
cledtidos (dNTPs), el ditiotreitol (DTT) y la enzima transcriptasa inversa (SuperScrip-
tll Reverse Transcriptase) utilizados en la RT, procedian de Invitrogen.

El inhibidor de RNasas fue suministrado por Ambion (Cambridgeshire, Reino
Unido).

El dietilpirocarbonato (DEPC) utilizado para inactivar las RNAsas fue adquirido

a Sigma.
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Los oligonucleotidos utilizados como cebadores en la PCR fueron adquiridos en
Sigma-Genosys (Sigma-Genosys Ltd., Pampisford, Reino Unido).

La polimerasa de DNA Taq, utilizada en la PCR, fue adquirida en Biotools.

El resto de reactivos y productos utilizados en la preparacion de soluciones y
tampones para biologia molecular estaban libres de DNAsas y RNAsas y procedian
de la casa Sigma.

La agarosa utilizada en las electroforesis procedio de la casa Pronadisa (Madrid,

Espana).

3.1.3.5 Productos empleados para el silenciamiento génico

Los RNAs de interferencia de cadena corta (small interfering RNA, siRNA) fue-
ron adquiridos en Ambion para el caso de Gapdh (Cambridgeshire, Reino Unido o
Austin, Texas, U.S.A.) o Gene Link (Hawthorne, Nueva York, U.S.A.).

El reactivo Lipofectamina 2000 y el medio Opti-MEM, utilizados para las trans-

fecciones de siRNA, fueron suministrados por Invitrogen.

3.1.3.6 Productos utilizados para el analisis de las proteinas

Los inhibidores de proteasas: antipaina, pepstatina, amastatina, aprotinina,
leupeptina, bestatina, inhibidor de tripsina y PMSF procedieron de la casa Sigma.

El reactivo Bradford para la determinacion de proteinas, la solucion de 30%
acrilamida/Bis (29:1) para la preparacion de geles para la electroforesis de proteinas
y los marcadores de peso molecular de proteinas procedian de Bio-Rad.

El N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y el persulfato amoénico (AMPS)
utilizados en la preparacion de los geles procedieron de la casa Sigma.

Las proteinas se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,45 um
de tamano de poro (Bio-Rad).

El metanol utilizado en la preparacion del tampon de transferencia tipo Western
procedio de la casa comercial Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espana).

El anticuerpo monoclonal de raton contra GAP-43, el anticuerpo monoclonal de
raton contra MAP-2 y el anticuerpo monoclonal de raton contra GFAP se adquirieron

en Sigma.
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El anticuerpo monoclonal de raton contra TUJ-1 se adquiri6 en ABR (Golden,
CO, USA).

El anticuerpo monoclonal de conejo contra la albumina y el anticuerpo policlo-
nal de conejo contra BLBP se adquirieron en Chemicon (Temecula, CA, U.S.A.).

El anticuerpo policlonal de oveja contra megalina fue donado por el Dr. P.J. Ve-
rroust (Institut Nacional de la Santé et de la Recherche Medicale, Paris, Francia).

El anticuerpo monoclonal de raton contra la gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa (GAPDH), el anticuerpo policlonal de conejo contra la caveolina-1 y el an-
ticuerpo policlonal de conejo contra la caveolina-2 han sido adquiridos en Abcam
(Cambridge, Reino Unido).

El suero de cabra fue administrado por Sigma.

Los anticuerpos secundarios contra inmunoglobulina de ratén y conejo conju-
gados con peroxidasa y el sustrato quimioluminiscente luminol provinieron de la
casa Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, U.S.A.).

Las peliculas de autorradiografia para la determinacion de la quimioluminis-
cencia fueron peliculas médicas de Rayos-X de la marca Fujifilm (Madrid, Espana).

El paraformaldehido y el metanol utilizado para fijar las células procedian de la
casa Merck.

El medio de montaje para observaciones al microscopio SlowFade Gold antifade
reagent y el 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), marcador fluorescente del DNA, fue-
ron suministrados por Molecular Probes (Invitrogen).

El anticuerpo secundario conjugado con cianina 3 (Cy3) contra inmunoglobuli-
na de conejo fue suministrado por la casa Sigma.

Los anticuerpos secundarios conjugados con AlexaFluor488 o AlexaFlour594
contra inmunoglobulina de ratén, conejo u oveja fueron suministrados por Molecu-

lar Probes (Invitrogen).
3.1.3.7 Productos empleados para el anadlisis de los acidos grasos
Los disolventes organicos, metanol, cloroformo, n-hexano y acetonitrilo, em-

pleados en la extraccion de acidos grasos y el KHCOS3, empleado en el proceso de de-

rivatizacion, se adquirieron en Merck.
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El antioxidante de acidos grasos BHT (2,6-di-ter-butil-4-metilfenol), el acido
graso que sirvio de estandar interno, acido margarico (acido heptaenoico), asi como
el acido oleico y el acido palmitico, utilizados como patrones, procedian de Sigma.

El producto derivatizante de los acidos grasos, PBPB (2,4-dibromoacetofenona),
y el catalizador, 18-crown-6 (1,4,7,10,13,16-hexaxociclooctadecano), pertenecia a la

casa Sigma.

3.1.3.8 Productos empleados para la obtencion de la sonda de estearil-CoA
desaturasa-1

El vector p-GEM-T Easy lo proporciono¢ la firma Promega (Promega Biotech Ibé-
rica, Madrid, Espana)

El isopropil-B-D-galactopiranésido (IPTG) y el 5-bromo-4-cloro-3-idolil-B-D-ga-
lactopiranosido (X-Gal), empleados en la seleccion de clones, se adquieron en la casa
comercial Eppendorff AG (Hamburgo, Alemania).

Los kit utilizados para la seleccion de clones y la ampificacion del plasmido pro-
cedian de Mo Bio Laboratories y Promega, respectivamente.

Las enzimas de restriccion se adquirieron en Promega.

Para marcar las sondas se utilizo el kit de marcaje DIG-HIG-Prime de Roche
Diagnostic, S.L.

Las columnas empleadas para la purificacion de la sonda fueron suministradas

por Bio-Rad.

3.1.3.9 Productos empleados para la comprobaciéon de marcaje de la sonda
con digoxigenina

La membrana de nylon, el reactivo de bloqueo y el sustrato quimioluminiscente

(CPD-Star) pertenecian a las casa comercial Roche Diagnostic, S.L.
3.1.3.10 Productos empleados para la hibridacion in situ
La sacarosa para proteger los cerebros fue adquirida en Merck.

Los cerebros se encastraron en OCT, “optimal cutting temperature” que fue su-

ministrado por Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, U.S.A.).
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Para la solucion de acetilacion se utilizo trietanolamina y acido clorhidrico pro-
cedente de Merck.

El triton-X-100 para la permeabilizacion del tejido provino de la casa Sigma.

La formamida, el sulfato de dextrano, la solucién Denhardt y el tRNA utilizados
para la solucion de hibridacion fueron suministrados por Sigma.

El anticuerpo de oveja, antidigoxigenina unido a fosfatasa alcalina, y la solu-
cion de coloracion NBT/BCIP (cloruro de tetrazolio nitro-azul/S-bromo-4cloro-3-in-
dolil fosfato) procedian de Roche Diagnostic S.L..

El anticuerpo monoclonal de raton contra digoxigenina fue adquirido en
Abcam.

El1 SSC (tampon citrato sodico) y el PBS (tampoén fosfato salino) libre de RNAsa

empleados en los lavados son de la casa Sigma.

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacion de los cultivos celulares
3.2.1.1 Preparacion del cultivo primario de astrocitos

Los cultivos de astrocitos se realizaron segun el método previamente descrito
por Tabernero y col. (Tabernero y col. 1993). Se emplearon neonatos de rata de 1 dia
de vida postnatal. Todo el proceso se realizé en condiciones de esterilidad y a tempe-

ratura ambiente, con excepcion de la tripsinizacion, que se llevo a cabo a 37°C.

Los animales se limpiaron con etanol al 70%, se decapitaron y se extrajeron los
cerebros, de los que se retiraron las meninges y los vasos sanguineos visibles. Los
cerebros se colocaron en una placa petri que contenia solucién “A” (EBSS pH 7,2 su-
plementado con DNasa tipo I 20 ug/mL y albumina (fraccion V) 3 ug/mlL). La solu-
cion EBSS, o de Earle, estaba compuesta por: NaCl 116 mM, KC1 5,4 mM, NaH2PO4
1,0 mM, MgS04 1,5 mM, NaHCO3 26 mM, rojo fenol, 10 mg/1, D-Glucosa, 14 mM;
pH 7,2. El tejido se disgregé utilizando un bisturi y se centrifugé durante 2 minutos

a 500 x g . El tejido disgregado se incub6 durante 15 minutos a 37°C, en solucion
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“B” (EBSS pH 7,2 suplementado con tripsina 0,25 ug/mL, DNAsa tipo I 60 pg/mL
y albumina (Fraccion V) 3 ug/mL). Posteriormente, se detuvo la tripsinizacion ana-
diendo al tejido disgregado DMEM suplementado con FBS al 10% (v/v). Finalizada
la tripsinizacion se centrifugo el tejido durante 5 minutos a 500 x g, se retir6 el so-
brenadante, se resuspendio el tejido en la solucion A y se hizo pasar varias veces a
través de una pipeta pasteur siliconada. Se recogi6 el sobrenadante y se repitio dos
veces mas el tratamiento anterior. Se reunieron los sobrenadantes y se centrifugaron
a 500 x g durante 5 minutos. Las células obtenidas se resuspendieron en medio de
cultivo (DMEM suplementado con FBS al 10% (v/v), penicilina G 50 U/mL, estrep-
tomicina 37,5 U/mL, pH 7,2). Una pequena alicuota de esta suspension celular se
mezclo con azul de tripano al 0,2% (v/v) para la determinacion de la viabilidad celu-

lar y del nimero de células.

A continuacion, se sembraron las células en medio de cultivo, en placas petri
recubiertas con poli-L-lisina (1ug/cm2), a una densidad de 1,0 x 105 células/cm2 y
se colocaron en un incubador a 37°C, con un 5% CO2. Al tercer dia se anadi6 cito-
sina B-arabinofuranésido 10 uM, que se mantuvo durante 48 horas con el fin de evi-
tar la proliferacion de la microglia y de las células del linaje O-2A (Tabernero y col.
1996). Los cambios de medio se realizaron dos veces por semana con medio de cul-
tivo. En estas condiciones se obtienen cultivos de astrocitos de tipo-1 de una pureza
del 95%, a juzgar por su reaccion con el anticuerpo especifico anti-GFAP (Tabernero
y col. 1996). En todos los experimentos se utilizaron astrocitos cultivados entre 14 y

28 dias in vitro (14-28 DIV).
3.2.2 Preparacion de los cultivos tisulares
3.2.2.1 Preparacion de los cultivos organotipicos de rodajas de cerebro
Para los cultivos organotipicos se emplearon fetos de rata a término. Para la
extraccion de los fetos se procedi6 a la dislocacion cervical de la rata gestante y pos-

teriormente a la decapitacion de los fetos. Todo el proceso se realizo en condiciones

de esterilidad.
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Los cerebros se extrajeron de la cavidad craneal y se mantuvieron en una solu-
cion de PBS (NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, NaH2PO4 7,8 mM, KH2PO4 1,7 mM, a un
pH 7,4) con glucosa al 5%. Posteriormente se retiraron las meninges con la ayuda de
una lupa y los cerebros se colocaron en una placa petri con medio L-15. Todo este
proceso se realizo a 4°C. Posteriormente los cerebros se cortaron en rodajas corona-
les de un grosor de 350 um empleando un “tissue chopper”. Se separaron las rodajas
y se transfirieron a unos insertos estériles de membrana con un poro de 0,4 um que
se colocaron en placas de 56 cm2. Se cultivaron a 37°C, con un 5% de CO2, entre

12 y 72 horas.

3.2.2.2 Preparacion del cultivo de explantes de la zona subventricular

En los cultivos de explantes se procedio de forma similar que para los cultivos
organotipicos. Una vez obtenidas las rodajas coronales de cerebro se diseco la zona
subventricular de la regién estriada de los ventriculos laterales. Esta a su vez se

subdividi6 en bloques de aproximadamente 0,4 mma3 (de Castro 1999; Hu 1999).

Posteriomente, los bloques, fueron preincubados durante 6 horas en una so-
lucion de silenciamiento o fueron directamente sembrados sin preincubacion. Para
ello, los bloques fueron embebidos en una matriz 3D de colageno I de cola de rata.
La solucion de colageno empleada para formar la matriz 3D contenia colageno al
85%, bicarbonato sodico al 10% y MEM 10X al 5% y se prepara a 4°C. Dicha solu-
cion se extendio sobre la base de pocillos de 1,9 cm2 y se espero a su polimerizacion
a temperatura ambiente. Posteriormente, los explantes se dispusieron sobre la capa
polimerizada y se cubrieron con mas colageno. Una vez finalizada la polimerizacion,
se anadi6 el medio de cultivo y se incubaron a 37°C y con 5% de CO2, entre 12y 72

horas.
3.2.3 Preparacion de la albumina libre de acidos grasos

La albumina empleada en los experimentos descritos a lo largo de esta Memoria
fue albumina sérica bovina libre de acidos grasos, previamente dializada en solucion

de Elliot (Elliot 1969) (NaCl 122 mM, KCl 4,8 mM, KH2PO4 0,4 mM, MgS04 1,2 mM,
CaCl2 1,3 mM, preparado en tampoén fosfato sédico 10,8 mM pH 7,6).
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Para el tratamiento de la membrana de dialisis se siguieron las instrucciones
del fabricante y se terminoé con un aclarado de la membrana con agua ultrapura du-
rante 15 minutos. Se preparo una disolucion de albumina al 10% (p/v) en solucion
de Elliot. Se ajust6 el pH a 7,37 y se dializé durante 24 horas, con tres cambios de
la solucion de Elliot. Después de la dialisis, se filtro la albumina y se almaceno en

alicuotas a —20°C.

3.2.4 Tratamientos empleados en los cultivos

3.2.4.1 Tratamientos en astrocitos

Los astrocitos fueron cultivados en DMEM con FBS a los 14 DIV se retir6 el me-
dio y se anadio DMEM sin FBS. Después las células se lavaron con DMEM y se incu-

baron en DMEM en presencia o ausencia de albumina al 2% durante 6 horas.

3.2.4.2 Tratamientos en cultivos de explantes y organotipicos de rodajas de
cerebro

Los explantes y las rodajas fueron cultivados en medio definido (DMEM-F12 su-
plementado con piruvato sodico 1mM, apotransferrina 100 ug/mL, L-glutamato 2,5
mM, insulina 5 pg/mL, penicilina G 50 U/mL estreptomicina 37,5 U/mL, pH 7,2)
suplementado con albumina al 2% en presencia o ausencia de acido oleico SO uM.

Las incubaciones se llevaron a cabo con una duracion de entre 24 y 72 horas.

3.2.5 RT-PCR

3.2.5.1 Extraccidén y cuantificacion del RNA total

Para la extraccion del RNA de las rodajas en cultivo, o de los cerebros, se utilizo
Trizol, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Brevemente, se anadieron 0,2
volumenes de cloroformo por volumen de Trizol, se agitaron vigorosamente los tubos
durante 15 segundos y se realizo una incubacion de 3 minutos, finalizada la cual se
centrifugaron las muestras a 12000 x g durante 15 minutos. Una vez recogida la fase

acuosa se precipité el RNA por adicion de 0,5 volumenes de alcohol isopropilico. Las
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muestras se incubaron durante 10 minutos y se centrifugaron a 12000 x g duran-
te 10 minutos. Posteriormente, se retiré el sobrenadante y se lavo el precipitado de
RNA con un volumen de etanol al 75%. A continuacion, las muestras se agitaron y
se centrifugaron a 7500 x g durante 5 minutos, a 4°C. El precipitado de RNA se dejo
secar parcialmente a temperatura ambiente y se redisolvio en agua DEPC estéril, in-
cubandolo después durante 10 minutos a S5°C. Por ultimo, se anadieron 0,05 uL del

inhibidor de RNasas por cada pL de volumen resuspendido.

La calidad del RNA se verifico visualmente tras una electroforesis en gel de aga-
rosa al 1% (p/v), comprobandose la presencia de las bandas de RNA ribosémico (18
S y 28 S). Ademas, el RNA se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm y se com-

probo la calidad del mismo por la relacion de absorbancias 260/280 nm.

3.2.5.2 Retrotranscripcion (RT)

Para realizar la transcripcion del RNA total a DNA complementario (cDNA) se
utilizo la enzima transcriptasa SuperScriptll, siguiendo las indicaciones del fabri-
cante. Brevemente, 1 ug de RNA total se mezclé con 200ng de cebadores hexameé-
ricos aleatorios (random hexamer primers) en un volumen total de 11 uL de H20-
DEPC. Se incub6 la mezcla durante 10 minutos a 70°C y seguidamente en bano de
hielo durante 2 minutos. A continuacion, se anadieron 9 uL de una mezla compuesta
por 5 uL del tampon de la transcriptasa, 1 uL de la transcriptasa SuperScriptll, 1 uL
de una mezcla de desoxirribonucleotidos (dNTPs) 10 mM, 1uL de inhibidor de RNa-
sas y 1uL de ditiotreitol (DTT). La reaccion de retrotranscripcion se llevo a cabo en
un termociclador y consistio en un paso inicial de anillamiento (10 minutos a 20°C),
seguido de elongacion (45 minutos a 42°C) y desnaturalizacién (5 minutos a 99°C).
Al final de la reaccion, la temperatura se mantuvo a 7°C. Finalizada la reaccion, el

volumen se complet6 hasta 50 uL con H20-DEPC.
3.2.5.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la amplificacion del cDNA del gen de interés por PCR, se utilizé la polime-

rasa de DNA Taq. La mezcla de reaccion consistio en 2 uL de cDNA molde, 0,4 mM

de una pareja de cebadores especificos, 0,2 mM de una mezcla de desoxirribonu-
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cleotidos (ANTPs), 1 U de la polimerasa de DNA Taq, 5 uL del tampon de la polime-
rasay 2 mM de MgCl2, en un volumen final de 50 uL. El programa de PCR consistio
en 5 minutos de desnaturalizacion, seguidos de ciclos de desnaturalizacion (45 se-
gundos a 94°C), anillamiento (30 segundos) y extension (90 segundos a 72°C) y por
una extension final de 10 minutos a 72°C. El numero de ciclos, la temperatura de
anillamiento y la secuencia de los cebadores utilizados para cada gen de interés se

especifican en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de la PCR y secuencia de nucleotidos de los cebadores

Gen diana Tamano Temperatura
Cebadores . . .
(ref.) amplicén anillamiento
B-actina 5’- gagcaccctgtgctgctcaccgagg 300 60°C
(NM-031144) 5'- gtggtggtgaagctgtagccacgct
Scd-1 5'- gtctgagccagcaatctcaaagttcagaac 416 66°C

(NM_139192) 5'- gtacagtattatgagaaagctttgatcatg

3.2.5.4 Electroforesis de DNA

Los productos de PCR se analizaron mediante una electroforesis de DNA en gel
de agarosa al 1% (p/v) en tampon TAE (0,04 M Tris acetato y 1 mM EDTA, pH 8,3),
en presencia de bromuro de etidio al 0,005% (v/v). Se tomaron fotografias de los pro-
ductos de PCR con un transiluminador de luz ultravioleta, que tiene acoplada una

camara y una video-impresora.

3.2.6 Transfeccion del siRNA

Para inhibir la expresion de las proteinas de interés, las células se transfecta-
ron con siRNAs. Tanto en astrocitos como en explantes y organotipicos se silencio la
expresion de la estearil-CoA desaturasa-1. Para ello los siRNAs, de cadena doble, se
utilizaron a una concentracion final de 50 nM en el caso de los astrocitos, o 60 nM
en el caso de los explantes y organotipicos. Las transfecciones se realizaron con el
reactivo Lipofectamina 2000, siguiendo las indicaciones del fabricante, utilizandose

en los astrocitos 2,5 uL/mL y 3uL/mL en explantes y organotipicos.
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Los explantes y organotipicos, se incubaron en la solucion de transfeccion an-
tes de la siembra durante 6 horas a 37°C. Posteriormente se sembraron, con medio
de transfeccion, en presencia o en ausencia de albumina al 2% o albumina al 2%

mas acido oleico 50 uM durante 72 horas.

En el caso de los astrocitos, las transfecciones se realizaron utilizando astro-
citos de 14-28 DIV, realizandose los tratamientos celulares 72 horas después de la

transfeccion.

Como control de las transfecciones de siRNA, se utilizé una secuencia de siRNA

que carece de mRNA diana, designado NT-siRNA (non-target siRNA).

Para la optimizacion de las condiciones de transfeccion de siRNA en astrocitos,
en explantes y en organotipicos, las células se transfectaron con distintas concentra-
ciones de un siRNA validado contra Gapdh (25, 50 y 75 nM para astrocitos, 60 y 90
nM para explantes y organotipicos) y con distintas cantidades del agente de trans-
feccion (1, 2 6 3 uL Lipofectamina 2000/mL medio de cultivo). Para silenciar SCD-1
se probaron 3 secuencias diferentes nombradas Scd-1 (1), (2) y (3). Las secuencias

de los siRNA (cadena sentido 5’—3’) se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de nucleétidos de los siRNA

Gen diana Cadena sentido (5'-3') Cadena antisentido (5’-3")

Scd-1(1) CGCACGGUGUGGUUUGUAAtt  UUACAAACCACACCGUGCGtt
Scd-1(2) GAAAGAGUCUUAAUGUUAALt UUAACAUUAAGACUCUUUCtt
Scd-1 (3) UUCUUUCUGUGUUAAUUGAtt ~ UCAAUUAACACAGAAAGAALt
Gapdh GGUCAUCCAUGACAACUUULt AAAGUUGUCAUGGAUGACCtt
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3.2.7 Determinacion de la expresion de proteinas mediante analisis de
transferencia tipo Western

El analisis de la expresion de proteinas por transferencia tipo Western se rea-
liz6 mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida, en presencia de SDS

(SDS-PAGE).

Las proteinas procedentes del tejido en cultivo o del tejido cerebral se extraje-
ron con una soluciéon de extraccion de proteinas compuesta por: Tris-HCI 50 mM (pH
8), NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, azida sédica al 0,02%, EDTA 2 mM, EGTA 2
mM, PMSF 1 mM, antipaina 0,5 ug/mL, amastatina 0,5 ug/mL, leupeptina 0,5 ug/
mL, bestatina 0,5 ug/mL, inhibidor de tripsina 0,5 ug/mL y aprotinina 3 U/ml. Los
lisados se centrifugaron a 11000 x g durante 10 minutos a 4°C y se almacenaron a

-80°C.

A continuacion, se cuantificaron las proteinas siguiendo el método de Bradford
(Bradford 1976). Una pequena alicuota de la muestra de proteinas se diluyé 1000
veces en agua ultrapura. De esa dilucion se tom6 un volumen de 800 pL y se anadie-
ron 200 pL de reactivo de Bradford (BioRad). Se agit6 la mezcla en el vortex y se dejo
a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se procediéo a medir
la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. La concentracion de proteinas se
determino extrapolando en una recta patron, realizada simultaneamente con disolu-

ciones entre 1 y 25 ug/mL de albumina sérica bovina.

Posteriormente se prepararon los geles para la electroforesis que fueron de po-
liacrilamida, de un grosor de 1,5 mm, compuestos por un gel de separacion (10%
de poliacrilamida para todas las proteinas analizadas) y por un gel de concentracion
(4% de poliacrilamida). El gel de separacion estaba compuesto por Tris-HCI 0,375
M (pH 8,8), acrilamida/Bis al 10% (p/v), SDS al 0,1% (p/v), persulfato de amonio
(AMPS) al 0,05% (p/v) y N,N,N’,N’-tetrametilendiamino (TEMED) al 0,05% (p/v). El
gel de concentracion estaba compuesto por Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8), acrilamida/

Bis al 4% (p/v), SDS al 0,1% (p/v), AMPS al 0,05% (p/v) y TEMED al 0,05% (p/v).
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En todas las electroforesis SDS-PAGE se utilizaron 30 ug de proteinas, resus-
pendidas en igual volumen de tampoén de carga (Tris-HC1 40 mM (pH 6,8), SDS al
2% (p/v), glicerol al 20% (p/v), azul de bromofenol 0,01% y DTT 3 mM). Se hirvio la
mezcla durante 5 minutos, y tras realizar una rapida centrifugacion, se mantuvie-

ron en hielo.

A continuacion, se realizo la electroforesis en la cual se emple6 un tampén com-
puesto por Tris 25 mM y glicina 0,19 M (pH 8,3), con SDS al 0,1% (p/v). Las mues-
tras se aplicaron en los distintos pocillos del gel, incluyendo un marcador de masas
moleculares (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 y 10 kDa). Las electroforesis se
realizaron a temperatura ambiente, a voltaje constante (entre 60 y 110V, dependien-
do de las proteinas a separar) y durante el tiempo considerado conveniente para se-

parar las proteinas de interés.

Las proteinas separadas se transfirieron del gel de poliacrilamida a una mem-
brana de nitrocelulosa de 0,45 um de tamano de poro. El tampon de transferencia te-
nia la siguiente composicion: Tris 25 mM y glicina 0,19 M (pH 8,6), con SDS al 0,1%
y metanol al 10%. Para la electrotransferencia se aplicé un voltaje de 90V durante
90 minutos a 4°C, de manera que las proteinas van pasando a la membrana atrai-
das por la carga eléctrica positiva, quedando inmovilizadas en la misma posicion que

ocupaban en el gel.

La presencia de proteinas en la membrana se visualizo mediante tinciéon con
Rojo Ponceau al 10% (v/v). A continuacién, la membrana se bloque6 durante 1 hora
a temperatura ambiente, con una solucion de leche desnatada en polvo al 5% (p/v)

en TBS (Tris-base 20mM, NaCl 500mM, pH 7,5).

Para detectar las proteinas en la membrana, se incubé con el anticuerpo prima-
rio contra la proteina de interés 1-2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron los siguientes: anticuerpo monoclonal de raton contra
GAP-43 (3 ug/mlL), anticuerpo monoclonal de raton contra MAP-2 (3 ug/mL), anti-
cuerpo monoclonal de ratén contra TUJ-1 (1 pug/mL), anticuerpo monoclonal de ra-
ton contra GAPDH (1 ug/mlL), anticuerpo policlonal de conejo contra caveolina-1 (2

ug/mlL) y anticuerpo policlonal de conejo contra caveolina-2 (2 ug/mL).
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Los anticuerpos primarios se prepararon en una solucion compuesta por FBS
al 10% (v/v), azida sodica 0,02% (p/v) y lisina 0,1 M (denominada solucciéon de

anticuerpos).

A continuacion, se incub6 con anticuerpo secundario contra inmunoglobulina
de raton, conejo u oveja, conjugado con peroxidasa, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los anticuerpos secundarios se utilizaron a una concentracion de 80 ng/
mL, preparados en TBS. En este punto se forma un complejo proteina-anticuerpo

primario-anticuerpo secundario.

La inmunodeteccion se realizo mediante quimioluminiscencia. En este sistema,
el sustrato quimioluminiscente, luminol, anadido a las membranas, es oxidado por
la peroxidasa conjugada con el anticuerpo secundario, en presencia del sustrato pe-

roxido de hidrégeno (H,O,, en condiciones alcalinas. Inmediatamente después de la

2)?
oxidacion, el luminol excitado decae a su estado fundamental por emision de luz. La
luz emitida es detectada por exposicion a una pelicula de autorradiografia, siendo
esta luz proporcional a la cantidad de proteina presente en la membrana, en condi-
ciones de exposicion subsaturante. Finalmente, se cuantificaron las bandas en las

peliculas de autorradiografia mediante un programa de analisis de imagen.

3.2.8 Analisis de los acidos grasos

3.2.8.1 Extraccion de los acidos grasos

Para la determinacion de los acidos grasos por HPLC se sigui6 el método de
Bilgh y Dyer (Bligh y Dyer 1959) con algunas modificaciones.

Tras la decapitacion de los animales a diferentes dias de vida postnatal se ex-
trajeron los cerebros y se realizaron varios lavados en PBS durante 2 horas. A con-
tinuacion los cerebros se congelaron mediante nitrogeno liquido y se almacenaron a

-80 °C hasta su procesamiento.

Para la determinacion de acidos grasos libres en el cerebro se homogenizo 1 g
de tejido en 1,6 mL de PBS y se anadi6 a las muestras un antioxidante, BHT a una

concentracion de 0,125 mg/mL, y como estandar interno hemos empleado, acido
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margarico a 125 uM.

Para la extraccion de acidos grasos se anadieron 2 mL de metanol y 1 mL de
cloroformo, se agitaron hasta conseguir una sola fase. Luego se anadieron 1 mL de
cloroformo y 2 mL de PBS 10x. Se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 2000
x g durante 10 minutos. La fase organica se transfirié a un nuevo tubo y se evaporo

bajo corriente de N2.

Posteriormente, al residuo resultante de la evaporacion de la fase organica se
anadieron 2 mL de n-hexano y 1 mL de H20. Se agitaron vigorosamente y se cen-
trifugaron a 2000 x g durante 10 minutos. La fase organica se transfirié a un nuevo

tubo y se evapor6 bajo corriente de N2.

3.2.8.2 Derivatizacion de los acidos grasos

El método de separacion e identificacion de acidos grasos mediante HPLC esta
basado en el descrito por Puttmann (1993). Consiste en la separacion de los ésteres
de acidos grasos derivatizados después de la reaccion con 4-bromofenacil bromuro

(PBPB).

Para la derivatizacion de los acidos grasos, se redisolvio el extracto seco en
500 pL de acetonitrilo y se anadieron 6 uL de solucién de derivatizacién (69,5 mg
de PBPB, 6,6 mg de 18-crown-6, 0,2 g de KHCO3, 5 mL acetonitrilo). Se mantuvo la
mezcla a 70°C en un bloque térmico para el calentamiento de tubos en seco. A los
30 minutos se centrifugo a 2000 x g durante 5 minutos y el sobrenadante se evaporo

bajo corriente de N2.

3.2.8.3 Método cromatografico

Una vez derivatizado, el extracto se redisolvié en 100 ul de acetonitrilo y se cro-
matografié durante 40 minutos por HPLC, en una columna de silica en fase reversa
C18 mantenida entre 4 y 10°C, utilizando como fase moévil un gradiente de elucién
de 85% de acetonitrilo/ 15% de H20 en el minuto O y hasta un 100% de acetonitrilo

a los 15 minutos, a un flujo de 1,5 mL/min. El eluyente se hizo pasar a través de
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un detector UV “diode array”, fijado a una longitud de onda de 252 nm. Las senales

se enviaron a un computador donde se integraron.

3.2.8.4 Cuantificacién de las areas cromatograficas

Para evitar las posibles variaciones en la eficiencia de extraccion de los acidos
grasos, durante el paso por la columna cromatografica o por el detector de UV-Vis,
utilizamos un estandar interno no presente en el organismo, el acido margarico
(17:0). El estandar interno es un componente que no esta presente en la muestra a
analizar y se anade a una concentracion conocida. El acido margarico eluye a difen-
te tiempo que el resto de los analitos y se detecta de una forma similar a la del resto
de los analitos. La razén entre las areas obtenidas del estandar interno y del analito

nos permite estimar la concentracion de este ultimo.

Las concentraciones finales indicadas en los resultados estan referidas al volu-

men del cerebro en el dia de obtencion de cada muestra.

3.2.9 Obtencion y preparacion de los cortes histolégicos

3.2.9.1 Fijacion del tejido

Los animales se anestesiaron con una soluciéon compuesta por ketamina (120ug/
g de peso corporal) y xilazina (10 ug/g de peso corporal) en solucion salina. El efecto
de la anestesia se comprobo por la ausencia del reflejo parpebral. Los animales se
perfundieron a través de la aorta ascendente con una bomba peristaltica con un flu-
jo de 3 mL/min. Inicialmente se lavo el arbol vascular con solucion salina durante
1 min, previa inyeccion intracardiaca de 3 U.l. de heparina sodica. La perfusion se

continu6 con solucion fijadora (paraformaldehido al 4% en PBS) durante 15 min.

Posteriormente se extrajeron los cerebros y se lavaron en PBS para eliminar el
exceso de fijador, y se sumergieron en una solucion crioprotectora de sacarosa al
30% (p/v) en PBS en agitacion a 4°C hasta que se hundieron. Posteriormente se con-
gelaron con nitrogeno liquido encastrados en OCT y se almacenaron a -80°C hasta

el momento de su procesamiento.
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3.2.9.2 Obtencion de los cortes histolégicos

Los bloques de cerebro encastrados en OCT se cortaron en un criostato a una
temperatura aproximada de -22°C, en secciones de 40 uym de grosor en planos co-
ronales. Las secciones se recogieron sobre portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina.
Las secciones se distribuyeron en 6 series consecutivas y fueron almacenadas a -

20°C hasta su procesamiento.

3.2.10 Inmunofluorescencia

El tejido en cultivo se fijo con paraformaldehido al 4% en PBS, durante 20 mi-
nutos a temperatura ambiente. A continuacion, tanto el tejido en cultivo como los
cortes coronales de cerebro se incubaron con el anticuerpo primario a 4°C, durante
12 horas. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anticuerpo monoclonal de ra-
ton contra GAP-43 (3 ug/mL), anticuerpo monoclonal de raton contra MAP-2 (3 ug/
mlL), anticuerpo monoclonal de raton contra TUJ-1 (1 ug/mL), anticuerpo policlonal
de conejo contra BLBP (1 ug/mL), anticuerpo policlonal de oveja contra megalina
(1:1000), anticuerpo policlonal de conejo contra caveolina-1 (2 ug/mL), anticuerpo
policlonal de conejo contra caveolina-2 (2 ug/mL), anticuerpo policlonal de conejo
contra albumina (2 ug/mlL), anticuerpo monoclonal de raton contra GAPDH (1 ug/
mL), anticuerpo monoclonal de raton contra GFAP (3 ug/mL). Los anticuerpos pri-

marios se prepararon en PBS con suero de cabra al 1% y triton-X-100 al 1%.

A continuacion, se incubo con un anticuerpo secundario conjugado con un
fluorocromo, durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion suave. Los an-
ticuerpos secundarios procedian de suero de cabra y fueron: anticuerpo secundario
conjugado con cianina 3 (Cy3) contra inmunoglobulina de conejo, anticuerpo secun-
dario conjugado con AlexaFluor488 o AlexaFlour594 contra inmunoglobulina de ra-
ton y anticuerpo secundario conjugado con AlexaFluor594 contra inmunoglobulina

de oveja.

Finalmente, el DNA nuclear se tiné con DAPI (2,5 ug/mL en PBS) durante 1 mi-

nuto a temperatura ambiente. Las preparaciones se montaron utilizando un agente
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preservador de la fluorescencia. Entre cada paso se realizaron 3 lavados con PBS de

10 min cada uno, a temperatura ambiente.

Las preparaciones fueron observadas con un microscopio confocal o con un mi-
croscopio de fluorescencia invertido conectado a una video-camara digital, obtenién-

dose imagenes confocales o de fluorescencia.

3.2.11 Obtencion de la sonda de Scd-1 utilizada en la hibridacion in situ

Para la obtencion de la sonda de Scd-1 se extrajo RNA de tejido hepatico de rata,
posteriormente se realizo la reaccion de la transcripcion reversa (RT) y la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Estos procesos se llevaron a cabo seguin se detalla

en el capitulo 3.2.5.

A continuacion, el fragmento de cDNA de Scd-1 obtenido se inserto en el plas-
mido pGEM-T Easy Vector de Promega siguiendo las indicaciones del fabricante. Las
condiciones de la ligacion fueron las siguientes: 200 ng de cDNA, 125 ng del vector
pPGEM-T, 3 U de ligasa T4 y1 ul de tampon de ligasa T4. Se mezclaron suavemente y

se incubaron toda la noche a 4°C

El resultado de la ligacion se utilizo para la transformacion de bacterias con el
objetivo de obtener mayor cantidad de DNA plasmidico. Para ello se mezclaron 2 uL
de la reaccion de ligacion y 50 uL de células competentes de E. coli DHS-a.. Esta mez-

cla se incubo6 durante 30 minutos en hielo.

Posteriormente, se sometio a la mezcla a un choque de térmico durante 45 se-
gundos a 42°C. Inmediantamente después se introdujo en hielo durante 2 minu-
tos. Se anadieron 950 pL de medio SOC (Bacto-tryptona 2%, extracto de levadu-
ras 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, glucosa 20 mM, MgCl12:6H20 10mM, 24,65 g
MgS04-7H20 10mM) y se incubo6 1 hora a 37 °C en agitacion (150 rpm).

Después se sembraron 100 uL del cultivo en placas de agar con LB (Bacto™-
tryptona 1% (w/v), extracto de levaduras 0,5% (w/v), NaCl 0,5% (w/v)) y ampicilina

a 100 ug/mL.
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Para la seleccion de colonias anadimos previamente a la placa IPTG al 20 % y
X-Gal al 2 %. Las placas se incubaron durante 12 horas a 37 °C. Se seleccionaron
las colonias blancas. Cuando el inserto se introduce adecuadamente en la posicion
de clonaje interrumpe la secuencia codificante de la B-galactosidasa, lo que evita la
reaccion de coloraciéon azul que produce la B-galactosidasa al actuar sobre el IPTG y

el X-Gal y, por tanto, se producen colonias blancas.

Para confirmar los clones que habian incorporado correctamente la secuencia,
incubamos una pequena cantidad de cada clon en 5 mL de medio LB y ampicilina
(100 pg/mL), durante 12 horas, a 37°C, en agitacion. A continuacion se tomé 1 mL
de cada cultivo, se centrifugé durante 1 minuto a 10000 x g y se descarto6 el sobrena-
dante. El pellet de células se resuspendié en 50 uL de soluciéon de suspension (Tris-
HCI (pH 7,5) 50 mM, EDTA 10 mM, RNasa A 100 ug/mL). Posteriormente las células
se lisaron en 100 pL de solucién de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%). Esta disolucion se
mezclo mediante inversion y se anadieron 325 uL de solucion de neutralizacion (ace-

tato potasico 1,32 M). Se volvio a invertir y se centrifugé 1 minuto a 10000 x g.

El sobrenadante se paso a través de una columna provista de una membrana
de silice, a la que se anadieron 300 uL de solucion de lavado (acetato potasico 80
mM, EDTA 40 uM, Tris-HCI (pH 7,5) 8,3 mM). Posteriormenete la columna se centri-
fugd 1 minuto a 10000 x g y a continuacion se anadieron 50 uL de solucion de elu-
cion (Tris-Hcel (pH 7,5) 10 mM, EDTA 1mM), para recuperar el DNA plasmidico rete-

nido en la columna.

Finalmente se digirié el DNA plasmidico con la enzima de restriccion EcoR Iy se
analiz6 el resultado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % comprobando
que el inserto se habia incorporado a la estructura del DNA plasmidico.
3.2.11.1 Amplificacion y marcaje de la secuencia de RNA de SCD-1

Las sondas, sentido y antisentido, utilizadas en la hibridacion in situ fue-

ron de RNA y se sintetizaron con SP6 RNA polimerasa y con T7 RNA polimerasa,

respectivamente.
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Previamente se linearizo el plasmido, Para ello se utilizé 1ug de plasmido y se
incubo a 37°C durante 2 horas en presencia de la enzima de restriccion, Apa I o Sal

[, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez obtenido el plasmido linearizado, se procedié a la amplificacion y al
marcaje de la sonda mediante el kit de marcaje de la casa comercial Roche. El plas-
mido digerido con Apa I se utilizé6 para amplificar la sonda con la RNA polimerasa
que reconocia SP6. Y para el plasmido digerido por Sal I se utilizé la T7 RNA polime-
rasa. En este proceso se emplearon 1 ug de plasmido digerido, inhibidor de RNasa 2
U/uL, mezcla de ribonucleétidos en la cual la uridina esta marcada con digoxigenina
a una concentracion final de 50 mM, SP6 o T7 RNA polimerasa 4 U/uL, 20% (v/V)
buffer de transcripcion 10x, 50% (v/v) agua libre de RNasas. La reaccion transcurrio
a 37°C durante 2 horas, momento en el que se anadi6 EDTA a una concentracion
final de 20 mM para detener la reaccion. Los nucleétidos no incorporados se separa-

ron de la sonda por un sistema de cromatografia en columna.

3.2.11.2 Dot blot

La calidad de la amplificacion y marcaje de la sonda se verifico visualmente me-
diante un “dot-blot”, que consiste en colocar una gota de la sonda marcada en dilu-
ciones crecientes sobre una membrana de nylon. Tras realizar la union covalente del
RNA a la membrana mediante radiaccion ultavioleta, se bloqueé con una solucion
de reactivo bloqueante comercial (Roche) al 10% en un horno de hibridacion, en agi-
tacion, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. A continuacion, se anadio el
anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (1:20000) y se mantu-
vo en agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo,
se lavo la membrana dos veces con tampon de lavado (150 mM NaCl, 100 mM acido
maleico pH 7,5, 0,3 %Tween 20) durante 15 minutos.

El anticuerpo se detecto por quimioluminiscencia. Para ello, se equilibro la
membrana con tampon de deteccion (Tris-Hel 0,1 M, NaCl 0,1 M, preparado en agua
ultrapura a un pH 9,5), durante 2 minutos en agitacion suave. Posteriormente, la
membrana se incub6 con el sustrato quimioluminiscente CDP-Star (1:100), a 37°C.
La deteccion de los acidos nucleicos hibridados se llevo a cabo exponiendo esta mem-

brana a una pelicula de autorradiografia, que detecta la sefial quimioluminiscente.

68



3.2.12 Hibridacion in situ

Las secciones coronales de cerebro se fijaron en paraformaldehido al 4%, du-
rante 10 minutos, seguido de 3 lavados de 10 min cada uno en PBS. A continuacion,
se incubaron durante 10min en una solucion de acetilacion compuesta por 1,5% de
trietanolamina, 150 mM de HCI, 0,25% de anhidrido acético. Posteriormente, los cor-
tes se permeabilizaron con triton-X-100 al 1% en PBS durante 30 min. Se realizaron
3 lavados con PBS de 10 min cada uno. A continuacién, se incubaron en un medio
de prehibridacion (NaCl 270 mM, Tris-HC1 10 mM, Tris Base 1 mM, NaH2PO4:2H20
S5 mM, Na2HPO4 5 mM, EDTA a 5 mM, 50% (v/v) de formamida, 10% (v/v) de sulfato
de dextrano, tRNA a 1 mg/mL, solucion de Denhardt a 1X) durante 3 horas a 70°C.

Transcurrido ese tiempo, se realizo el proceso de hibridacion a una temperatu-
ra de 70°C durante 10 h en el que se anadio, a la solucion de prehibridacion, la son-
da marcada con digoxigenina previamente desnaturalizada mediante calentamiento

a 80°C durante 5 minutos y seguidamente enfriada en hielo.

Después se lavo 1 hora con SSC 0,2x a 70°C y, posteriormente, 5 minutos con
SSC 0,2x a temperatura ambiente. Se equilibré6 durante 5 minutos en tampon Bl
(Tri-HCI1 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,15 M, Triton X-100 0,1%) para favorecer la incuba-
cion con el anticuerpo anti-digoxigenina-AP. A continuacion, el anticuerpo se diluyo
1:3000 en una disolucién compuesta por el tampoén B1 con suero de cabra inactiva-

do por calor (T* 55°C) al 1% durante 12 horas a temperatura ambiente.

El exceso de anticuerpo se retiré con 3 lavados de 10 minutos en tampon B1l.
Posteriormente el tejido se equilibré a un pH 9,5 mediante el tampon B2 (Tris-HCI
0,1 M pH 9,5, NaC1 0,1 M, MgCI2 50 mM, Tween 0,1%) que favorecia el correcto fun-
cionamiento de las fosfatasas. Se incub6 2 veces durante 10 minutos cada vez. Una
vez equilibrado el pH, se incub6 en tampoéon B3 (10 mL de tampoén B2 y 200 uL de
la solucién comercial NBT/BCIP) a temperatura ambiente, en oscuridad y durante
un tiempo aproximado de 7 horas, momento en el que se pudo visualizar a traves
del microscopio el marcaje positivo de la sonda sobre el tejido. La reaccion se paro
definitvamente realizando varios lavados con PBS. Finalmente las preparaciones se

montaron usando un agente preservador del tejido.
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3.2.13 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media de, como
minimo, tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé6 median-
te el test t de Student, cuando se comparaban dos variables, o mediante analisis de
varianza (ANOVA) seguido del test Tukey, cuando se comparaban mas de dos varia-

bles. Los valores se consideraron significativos cuando p<0,05.
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4.1 DETERMINACION DE ACIDO OLEICO EN EL CEREBRO
POR HPLC

La albumina es una proteina sérica que se encuentra presente en el cerebro du-
rante el desarrollo (véase introduccién). Esta proteina es capaz de regular el meta-
bolismo de importantes sustratos para el desarrollo cerebral, tales como la glucosa,
el lactato, el 3-hidroxibutirato y la glutamina (Tabernero y col. 1999a; Vicario y col.
1993). En nuestro laboratorio comprobamos que el efecto que lleva a cabo la albu-
mina sobre el metabolismo de los astrocitos tiene como consecuencia un aumento
en la sintesis y exportacion del acido oleico (Tabernero y col. 2001), siendo este pro-
ceso dosis-dependiente. Teniendo en cuenta que la albumina alcanza altas concen-
traciones en el liquido cefalorraquideo durante los primeros dias de vida postnatal,
comparadas con las observadas en el adulto, (Dziegielewska y col. 1981a; Laborda y
col. 1989; Saunders y Mollgard 1984) nos parecié importante la determinacion de la

concentracion de acido oleico libre en el cerebro en esta etapa.
4.1.1 Puesta a punto del método para el analisis de acidos grasos por HPLC

Para la determinacion de los acidos grasos utilizamos un protocolo constitui-
do por tres apartados: extraccion de acidos grasos, derivatizacion de los mismos y
cromatografia por HPLC. Para la extraccion de los acidos grasos libres empleamos el
meétodo descrito por Bligh (Bligh y Dyer 1959). Este método se caracteriza por el uso
de diferentes solventes organicos y acuosos. Los acidos grasos no contienen estruc-
turas cromoforas, ni fluorescentes, por lo que la deteccion en el rango del UV-visible
requiere su derivatizacion con un agente cromoéforo. Los cromoforos mas utilizados
en el caso de los acidos grasos son los fenilésteres. Los dos fenilésteres con mejor
coeficiente de extincion y limite de deteccion en el rango del UV son la a-bromoace-
tofenona y el p-bromofenacilbromuro. Debido a la interferencia de las especies no
reactantes producidas por la a-bromoacetofenona y a que estas especies afectan a la
estabilidad de los fenilésteres, nos decantamos por el p-bromofenacilbromuro que no
presenta estas desventajas. El método utilizado para la derivatizaciéon fue el descrito

por Puttmann (Puttmann y col. 1993), (véase Material y Métodos).
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RESULTADOS

Tradicionalmente la cromatografia de gases (GC) o la cromatografia en capa fina
(TLC) unida a la cromatografia de gases se han utilizado para la cuantificacion de
acidos grasos. Sin embargo, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ofre-
ce las ventajas de la rapidez, resolucion, alta sensibilidad y especificidad. Otra gran
ventaja del HPLC frente a GC es la baja temperatura durante el analisis, con lo que

se reduce el riesgo de isomerizacion de los acidos grasos insaturados.

Elegidos los métodos de extraccion, derivatizacion y sistema cromatografico,
realizamos el estudio de los tiempos de retencion del acido oleico (18:1) y del acido
palmitico (16:0), asi como el de un acido graso utilizado como estandar interno, el
acido margarico (17:0). El acido oleico y el acido palmitico estan presentes en el cere-
bro, sin embargo, el acido margarico es un acido graso que no esta presente en ma-
miferos. En este sentido, disolvimos cada uno de ellos, por separado, en metanol, los
derivatizamos, como se describe en Material y Métodos, y los cromatografiamos por
HPLC utilizando como fase estacionaria, una columna de cromasil C-18, y como fase
movil, acetonitrilo/agua a un gradiente que va desde 85:15 a tiempo O hasta 100:00

a los 15 minutos, a un flujo de 1,5 mL/min.

Dada la escasa diferencia entre el tiempo de retencion del acido oleico y del aci-
do palmitico se preparé una mezcla de acido oleico, acido palmitico y acido marga-
rico, los cuales se derivatizaron y se cormatografiaron a diferentes temperaturas, de
manera que, cuando la temperatura de la columna fue entre 4 y 10°C la separacion
de los picos fue satisfactoria (figura 1D). Sin embargo cuando se realizo a 25°C no se

resolvié adecuadamente (figura 1F).
Los tiempos de retencion fueron de 23 min, de 24 min y de 28 min para el acido

oleico, el acido palmitico y el acido margarico, respectivamente figura 1A-C, cuando

la columna se encontr6 entre 4 y 10°C y a un flujo de la fase movil de 1,5 mL/min.
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Figura 1. Recuperacion de los acidos grasos en el proceso de extraccion y
separacion segun la temperatura de la fase estacionaria.

Tiempo de elucion de los patrones de acido oleico (A), acido plamitico (B) y de acido mar-
garico (C). Resolucion de los picos de acido oleico y acido palmitico segun la temperatu-
ra de la columna. Cromatogramas representativos obtenidos cuando la temperatura de la
fase estacionaria fue de 4-10°C (D) o de 25°C (E) de la fase estacionaria. Recuperacion
de los acidos grasos en el proceso de extraccion Bligh y Dyer (1959) (F). La recuperacion
se cuantific6 comparando el area que mostraban los acidos grasos, acido oleico, acido
palmitico y acido margarico, presentes en una mezcla con albumina con respecto al area
que mostraban los mismos acidos grasos preparados independientemente y a la misma
concentracion que en la mezcla sin someter al proceso de extraccion. Los resultados son
medias + SEM de, al menos, cuatro experimentos independientes. Letras distintas indi-
can diferencias significativas; p<0,01(One-way ANOVA seguido del post-test Tukey, nivel
de significatividad mayor 95%).
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RESULTADOS

4.1.2 Recuperacion de los acidos grasos con el método de extraccion de
Bligh

Teniendo en cuenta que el proceso de extraccion de los acidos grasos podria no
ser eficaz al 100%, nos propusimos estudiar el indice de recuperacion de los mismos
tras el proceso. Para ello partimos de una disolucion de albumina al 2% en presencia
de acido oleico 10 uM, acido palmitico 10 uM y acido margarico 10 uM, la sometimos
al proceso de extraccion del método de Bligh y la cromatografiamos. Posteriormente,
el area se comparo con la de los estandares de dichos acidos grasos preparados inde-
pendientemente a la misma concentracion, en ausencia de albiumina y sin someter

al procesor de extraccion.

Como se puede observar en la figura 1F obtuvimos un indice de recuperacion
de aproximadamente el 52% para el acido oleico, 47% para el acido palmitico y el
50% para el acido margarico, resultando unas diferencias de extraccion no significa-

tivas estadisticamente.

4.1.3 Evolucion de la concentracion de acido oleico en cerebro durante el
desarrollo postnatal

Una vez contrastada la validez de la extraccion, separacion y analisis de los aci-
dos grasos, decidimos determinar los niveles de acido oleico durante el desarrollo

postnatal del cerebro.

Para conocer los niveles de acido oleico se recogieron cerebros de rata de los
siguientes dias de vida postnatal: O, 1, 3, 5, 7, 10, 15 y 19. Se lavaron varias veces
durante 30 minutos en PBS, se homogenizé cada cerebro y se extrajeron los acidos

grasos como se describe en Material y Métodos.

El analisis de los acidos grasos en el cerebro denoto la presencia de acido olei-
co, asi como la de otros acidos grasos, entre los que se encuentra el acido palmitico
(16:0) (figura 2A). Las concentraciones de acido oleico y acido palmitico, correspon-
dientes a los diferentes dias de vida postnatal, muestran que el acido oleico presenta

un aumento muy significativo de su concentracion en el cerebro en el dia 1 tras el
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nacimiento. Asimismo, la concentracion de acido oleico el dia 1 fue 3 veces mayor al
dia O y al dia 3. Por el contrario, el acido palmitico muestra una concentracion muy
similar durante todo el desarrollo postnatal a excepcion del dia O y del dia 5 donde

presenta una disminucion cercana al 50% en su concentracion figura 2B.

La figura 2C revela que la razon acido oleico/acido palmitico es casi tres veces
mayor el dia 1 postnatal que el dia O, y casi cuatro veces mayor comparada con el

resto de los dias.

Figura 2. Analisis de acidos gra-
sos libres en el cerebro durante el
desarrollo postnatal.

Se tomaron cerebros de los dias 0, 1,
3,5, 7,10, 15 y 19 de vida postnatal.
Cada cerebro se homogeniz6 por sepa-
rado en PBS. Para la extraccion se si-
guidé el método de Bligh (1959), se de-
: : : rivatizaron por el método de Puttmann
5 10 15 (1993) y se analizaron por HPLC, tal y
Tiempo (min) como se describe en Material y Métodos.

B (A) Cromatograma representativo de los
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RESULTADOS

En la figura 3 podemos ver dos cromatogramas representativos, en los que se

observa una mayor concentracion de acido oleico en el dia 1 (figura 3A) comparado

con el dia 3 (figura 3B).
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Figura 3. Cromatogramas de los acidos grasos en homogenado de cerebro
de 1y 3 dias de vida postnatal.

El cerebro de 1 (A) y 3 (B) dias de vida postnatal se homogenizé en PBS y se extra-
jeron los &cidos grasos utilizando el método Bligh y Dyer (1959) descrito en Material y
Métodos. El extracto de acidos grasos se derivatizdé durante 30 minutos a 70°C en una
solucion compuesta por PBPB, 18-Crown-6 y KHCO,. Luego se centrifugdé a 2000 x
g durante 10 minutos, y se seco bajo corriente de N,. El extracto se redisolvié en 100
uL de acetonitrilo y se cromatografié por HPLC, tal y como se describe en Material y
Métodos.




4.2 LOCALIZACION DE LA ENZIMA RESPONSABLE DE LA
SINTESIS DE ACIDO OLEICO EN EL CEREBRO

La enzima clave en la regulacion de la sintesis de acido oleico es la estearil-CoA
desaturasa (SCD). Esta enzima esta encargada de introducir el doble enlace en po-
sicion cis en el carbono 9 del acido estearico (Enoch y col. 1976). En trabajos pre-
vios de nuestro laboratorio se comprobé que la albumina inducia especificamente
la isoforma 1 de la SCD en astrocitos (Tabernero y col. 2002b). Asi mismo, pudimos
comprobar que esta enzima presentaba un aumento de su expresion durante los
primeros dias de vida postnatal (Velasco y col. 2003). Debido a estos antecedentes y
al aumento en la concentracion de acido oleico que se observa en el cerebro en esta
etapa, nuestro siguiente objetivo fue localizar la region del cerebro en la cual se pro-
ducia la sintesis de acido oleico y por ello analizamos la expresion de la enzima limi-

tante de este proceso, la SCD-1.

4.2.1 Construccion de una sonda para la localizacién de la estearil-CoA
desaturasa-1

La estearil-CoA desaturasa (SCD) posee dos isoformas en el genoma de la rata,
SCD-1 y SCD-2. Como ya hemos mencionado antes, la responsable de la sintesis de
acido oleico, en cultivo de astrocitos, es la SCD-1. Ante la falta de un anticuerpo co-
mercial especifico y fiable para la determinacion de la SCD-1, decidimos construir
una sonda especifica de RNA para localizar el mRNA de la SCD-1 por hibridacion in

situ.

La secuencia de mRNA que codifica la isoforma SCD-1 esta localizada en la
base de datos de GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
y su numero de identificacion es NM_139192. Las secuencias que codifican para
las dos isoformas, SCD-1 y SCD-2, presentan un 89% de homologia. Sin embargo,
la secuencia que codifica la region 3’'UTR de estas isoformas es diferente. Por tanto,
decidimos elaborar una sonda especifica para la SCD-1 localizada en esta region del

mRNA.
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RESULTADOS

Utilizando oligonucleotidos especificos (subrayado en la figura 4A) que sirvie-
ron como cebadores en la reaccion de RT-PCR, en la que se empleo como molde una
muestra de RNA total de higado, se sintetizo la secuencia de cDNA que nos serviria
de molde para la sintesis de la sonda de RNA de SCD-1. El producto obtenido de la
reaccion de sintesis fue de aproximadamente 400 pb tanto en higado, en cerebro
como en astrocitos (figura 4B) y de acuerdo al tamano teérico de 416 pb esperado

(figura 4A).

A

1141 attaagagaa ctggagatgg gagccacaag agtagctgag ttctgggett ctgagttect
1201 gttccaaaag ttttctggge agagatttaa tattctgttg attaactact ggataatget
1261 atcggaatgt taatgatgca tttaaactat tccggtacag tattatgaga aagctttgat
1321 catgttttga ggtaatgcat attttaatta gccaggatta accatgccac aatacatata
1381 tatttctaag catacatgat aaatgcatat acaattgtgc acatcagctt taaataataa
1441 cgatgaattt gaacattcta tacagagagt attaaagcca aggaacatgc tgttttgatg
1501 ctagggcaag catggtgctc tttcecectgtt tgcactgcat ccagettegt tccttectet
1561 gtcatcacca tcttcaggca aatagctgac cagccactgg cctgtgtcca ccttccaaag
1621 cccaggcaac ctttctgett tctgaaatac tgatcecttec tecectggatat gteottteett
1681 gttctgaact ttgagattgc tggctcagac ttaagataga acaaaaacct tcctggaagt
1741 tcccactggt gaacttcact ataggttttg ccagagggaa tagggaaatt atcttgattg
1801 tagcaagtag atcaccttga gagaagaatt agcacgcacg gtgtggtttg taagtaagga
4681 gctgcctgg

Scd-1 400 pb
B-actina 300 pb

Figura 4. Secuencia del mMRNA de la Scd-1 (A) y expresion del mRNA de Scd-
1 en higado, en astrocitos y en cerebro (B).

La secuencia del mRNA de la isoforma SCD-1 (A) con numero de identificacion NM_
139192. Procede de la base de datos del GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). En la figura aparece la regiéon 3'UTR. En color morado se indica la se-
cuencia de Scd-1 amplificada. Estan subrayadas las bases correspondientes a los oligo-
nucledtidos seleccionados para la sintesis de la misma. (B) RT-PCR de Scd-17 a partir de
RNA total de higado, de astrocitos y de cerebro. Los niveles de mRNA de B-actina se em-
plearon como control de carga.
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Para la sintesis de la sonda se utilizé como vector el plasmido pGEM-T Easy (fi-
gura 5) que contiene una region de clonaje flanqueda a ambos lados por los sitios de
iniciacion de la trascripcion de las polimerasas T7 y SP6 de RNA. Posteriormente el
plasmido se amplific6 mediante transformacion bacteriana, utilizando la cepa DHSa
de E. coli. Esta cepa transformada se sembro en placas de agar con medio LB mas
ampicilina y en presencia de IPTG y X-Gal y se cultivaron a 37°C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se seleccionaron las colonias blancas, las cuales poseian
nuestro inserto, y se crecieron en volimenes mayores de medio de cultivo. Todo este

proceso se llevo a cabo tal y como se describe en Material y Métodos.

Xmnl 2009
171 1
a start
Scal 1890 \Nael 2707 Apal 14
, Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp" EStIE jg
ot
pGEM®-T Easy lacZ . sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall a0
Ndel 97
Sacl 109
BstXl | 118
Nsil 135

T SP6

Figura 5. Plasmido pGEM-T Easy empleado para la clonacién de la se-
cuencia de cDNA de Scd-1.

En el plasmido pGEM-T Easy se clono la secuencia de Scd-1 mediante transfor-
macioén bacteriana utilizando la cepa DH5a de E. coli. En color amarillo aparecen
las enzimas de restriccion empleadas para la sintesis de las sondas sentido y an-
tisentido de Scd-1.
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Una vez obtenida la suficiente cantidad de plasmido, sintetizamos la sonda de
RNA empleando las polimerasas T7 y SP6 de RNA, de esta manera obtuvimos la son-
da sentido y la antisentido de RNA de Scd-1. Este proceso lo utilizamos, a su vez,
para marcar la sonda con digoxigenina, la cual nos permitira su identificacion en la
hibridacion in situ. Para comprobar el marcaje de la sonda con digoxigenina, se rea-
liz6 la técnica de dot blot (descrita en Material y Métodos). En la figura 6 se puede
observar que las diferentes concentraciones de sonda, sentido y antisentido, estan

marcadas suficientemente a juzgar por su visualizacion en el revelado.

Scd-1 Scd-1 Figura 6. Dot blot de las sondas sentido
(A) y antisentido (B) de Scd-1.

sense antisense

8

La calidad del marcaje de las sondas marcadas
con digoxigenina se verifico visualmente me-
diante un “dot blot’. Se aplicaron a una mem-
brana de nylon diluciones seriadas de la son-
da. Tras realizar la unién covalente del RNA a la
membrana se afadio el anticuerpo antidigoxige-
nina conjugado con fosfatasa alcalina como se
describe en Material y Métodos. Se detecté me-
diante quimioluminiscencia.

4.2.2 Localizacion del mRNA de la estearil-CoA desaturasa-1 en el cerebro

Una vez realizada la sonda, decidimos investigar cual era la region o regiones
del cerebro en las que se localiza la SCD-1. Para ello se fijaron cerebros de animales
de 1, 3y 10 dias de vida postnatal mediante perfusion intracardiaca con paraformal-
dehido al 4%. Posteriormente se crioprotegieron en sacarosa al 30% y se cortaron en

secciones coronales de 20 um con la ayuda de un criostato.

A continuacion, procedimos a realizar la hibridacion in situ con el fin de ana-
lizar la distribucion espacio-temporal del mRNA de la SCD-1. Nuestros resultados
revelaron que a P1 el nivel de mRNA de la SCD-1 era alto y estaba confinado en las
células que rodean los ventriculos laterales del cerebro, incluyendo la SVZ (figura
7A). A P3, los niveles son menores y se detecta todavia en la zona subventricular, es-

pecialmente en la zona de union de las regiones del palio y del subpalio (figura 7B).
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Por el contrario, a P10, el marcaje es practicamente indetectable, a excepcion de una
leve senal en la SVZ de la region colindante con el estriado (figura 7C). Como control
negativo se empleo la sonda sentido del RNA de la SCD-1 (figura 7D-F), no observan-

dose marcaje en ninguno de los tres dias.

Scd1 Scd1
antisentido sentido
A vz, N D svz
LV
P1 ) \
i STR
STR
| B E
vz svz
1 LV
LV
P3
STR
STR :
C F
svz v
AV LV
P10 STR i

Figura 7. Distribucion espacio-temporal del mRNA de la Scd-71 en la
SVZ durante el desarrollo postnatal.

Neonatos de 1, 3 y 10 dias se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS median-
te perfusion intracardiaca. Posteriormente se realizaron secciones coronales de sus
cerebros de 20 um que se hibridaron con la sonda de Scd-1 marcada con digoxige-
nina. La hibridacion se llevo a cabo durante 12 horas a 70°C. Posteriormente se in-
cubd con el anticuerpo contra digoxigenina durante 10 horas a temperatura ambien-
te. Finalmente las secciones se expusieron a la solucion NBT/BCIP durante 7 horas,
obteniendo de esta manera la tincion de marcaje. (A-C) Hibridacion in situ de la son-
da antisentido de mRNA de Scd-1. (D-F) Control negativo de la hibridacién in situ de
Scd-1 realizado con la sonda sentido de mRNA. Abreviaturas: LV, ventriculo lateral,
STR, estriado; SVZ, zona subventricular. Barra de calibrado: 500 ym.
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Asi mismo, también pudimos comprobar la presencia de la SCD-1 a lo largo
del eje rostro-caudal circundando el ventriculo (figura 8), siendo, en el extremo mas

caudal, la tincion mas fuerte en el lateral estriado de la SVZ (figura 8C).

Figura 8. Distribucion del mRNA de Scd-7 en la SVZ a lo largo del eje
rostro-caudal.

Neonatos de 1 dia de vida postnatal se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS median-
te perfusion intracardiaca. Posteriormente se realizaron secciones coronales de sus cere-
bros de 20 um que se hibridaron con la sonda de Scd-1 marcada con digoxigenina. La hibri-
dacion se llevé a cabo durante 10 horas a 70°C. Posteriormente se incubo con el anticuerpo
contra digoxigenina durante 12 horas a temperatura ambiente. Finalmente las secciones se
expusieron a la solucion NBT/BCIP durante 7 horas, obteniendo de esta manera la tincion
de marcaje. (A-C) Hibridacion in situ de la sonda antisentido de mRNA de Scd-1 (A, seccion
mas rostral; B, seccion intermedia; C seccion mas caudal). Barra de calibrado: 500 um.

4.2.3 Relacidon espacio-temporal de la SCD-1 con la albumina

La albumina es una proteina sérica que en circunstancias normales no esta
presente en el cerebro adulto pero que durante el desarrollo se localiza en el liquido
cefalorraquideo (Dziegielewska y col. 1981a) y en la masa cerebral (Velasco y col.,
2001). Dicha proteina regula la sintesis de acido oleico en astrocitos activando el fac-
tor de transcripcion SREBP, el cual induce la SCD-1, con el consiguiente aumento

de la sintesis de acido oleico (Tabernero y col. 2002b).

Con objeto de estudiar el lugar en el que se localiza la albumina en el cerebro
en desarrollo realizamos inmunohistoquimicas de albumina sobre cortes coronales
a diferentes edades. Para ello se emplearon animales de 1, 3 y 10 dias de vida y se
fijaron mediante perfusion intracardiaca con paraformaldehido al 4%. Posteriormen-
te, los cerebros se crioprotegieron con sacarosa al 30% y, finalmente, se cortaron en
secciones coronales de 20 um con la ayuda de un criostato. Las secciones se recogie-

ron sobre portaobjetos recubiertos de polilisina.
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Los resultados revelaron (figura 9) la presencia de la albumina a P1 (fig. 9A) en

el plexo coroideo, en la SVZ, en el cuerpo calloso y en el estriado. A P3, (fig. 9B) la

albumina en el cerebro ha descendido en gran medida, siendo evidente su presencia

en plexo coroideo y en la region circundante al ventriculo. Sin embargo, a P10 (fig.

9C), la albumina queda recluida en el plexo coroideo y a una unica linea de células

rodeando el ventriculo.

Albumina

Figura 9. Distribucion es-
pacio-temporal de la albu-
mina durante el desarrollo
postnatal.

Neonatos de 1 (A), 3 (B) y 10
(C) dias se fijaron con parafor-
maldehido al 4% en PBS me-
diante perfusion intra-cardia-
ca. Posteriormente se realizaron
secciones coronales de sus cere-
bros de 20 um, que se incubaron
con el anticuerpo monoclonal de
conejo contra albumina durante
12 horas a temperatura ambien-
te. Tras varios lavados con PBS
las secciones se incubaron con
el anticuerpo secundario contra
inmonuglobulina de conejo con-
jugado con AlexaFluor 488 du-
rante 3 horas. Abreviaturas: CC,
cuerpo calloso; CP, plexo coroi-
deo; LV, ventriculo lateral; STR,
estriado; SVZ, zona subventricu-
lar. Barra de calibrado: 500 um.
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RESULTADOS

Dado nuestro interés por estudiar la relacion de la albumina con la SCD-1, to-
mamos microfotografias de mayor detalle de la SVZ, region donde se expresa dicha
enzima, figura 10. Asi, en la figura 10A, se muestra la amplia presencia de albumina
en las células que conforman la SVZ, observandose que ésta parece penetrar desde

la luz ventricular hacia el interior del parénquima figura 10C.

Figura 10. Localizacion de la albimina en la SVZ a P1.

Neonatos de 1 dia de vida se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS mediante per-
fusion intracardiaca. Posteriormente se realizaron secciones coronales de sus cerebros
de 20 ym que se incubaron con el anticuerpo monoclonal de conejo contra albumina (A,
C) durante 12 horas a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS las secciones
se incubaron con el anticuerpo secundario contra inmonuglobulina de conejo conjugado
con AlexaFluor 488 durante 3 horas. EI DNA nuclear se tifné con DAPI (B, D). (A,B) Barra
de calibrado: 500 um. (C,D) Barra de calibrado: 50 um. Abreviaturas: LV, ventriculo late-
ral; STR, estriado; SVZ, zona subventricular.
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4.2.4 Distribucién espacio-temporal del receptor de la albumina, la
megalina, y las proteinas implicadas en su internalizacién, caveolina-1y
caveolina-2, en el cerebro durante el desarrollo postnatal

En trabajos recientes en nuestro laboratorio, hemos descrito que el receptor de
la albumina en los astrocitos, células que sintetizan el acido oleico in vitro, es la me-
galina (Bento-Abreu y col. 2008) y su endocitosis se lleva a cabo de forma caveolina
dependiente (Bento-Abreu y col., enviado para su publicacion). Para explicar que la
albumina so6lo se encuentra presente en el cerebro durante el desarrollo se propuso
un sistema de transporte especifico desde la sangre hasta el cerebro, que s6lo es ac-

tivo durante el desarrollo postnatal (Habgood y col. 1992; Ohsugi y col. 1992).

Para estudiar la localizacion del receptor de la albumina, megalina, en el cere-
bro realizamos una inmunohistoquimica de megalina en cortes coronales de neona-
tos. Los resultados muestran que la megalina se expresa, tanto en el plexo coroideo

como alrededor del ventriculo, figura 11.

Figura 11. Inmunohistoquimica de
megalina a P1.

Neonatos de 1 dia de vida postnatal se fijaron
con paraformaldehido al 4% en PBS median-
te perfusion intracardiaca. Posteriormente se
realizaron secciones coronales de sus cere-
bros de 20 um que se incubaron con el an-
ticuerpo policlonal de oveja contra megalina
durante 12 horas a temperatura ambiente.
Tras varios lavados en PBS las secciones
se incubaron con el anticuerpo secunda-
rio contra inmonuglobulina de oveja conju-
gado con AlexaFluor 488 durante 3 horas.
Abreviaturas: CC, cuerpo calloso; CP, plexo
Megalina coroideo; LV, ventriculo lateral; STR, estria-
do. Barra de calibrado: 100 pm.
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De la misma manera procedimos para analizar la expresion de la caveolina-1 y
de la caveolina-2, ya que ambas proteinas participan en la internalizacion de la al-
bumina en el astrocito. La figura 12 revela la presencia de caveolina-1 y caveolina-2

en el plexo coroideo y en las células que rodean el ventriculo.

Caveolina-1 Caveolina-2

Figura 12. Inmunohistoquimica de caveolina-1 y caveolina-2 a P1.

Neonatos de 1 dia de vida postnatal se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS
mediante perfusion intracardiaca. Posteriormente se realizaron secciones corona-
les de sus cerebros de 20 um que se incubaron con el anticuerpo monoclonal de
conejo contra caveolina-1 o caveolina-2 durante 12 horas a temperatura ambiente.
Tras varios lavados en PBS las secciones se incubaron con el anticuerpo secunda-
rio contra inmonuglobulina de conejo conjugado con AlexaFluor 488 durante 3 ho-
ras. Abreviaturas: LV, ventriculo lateral; STR, estriado; SVZ, zona subventricular.
Barra de calibrado: 500 um.

4.2.5 Estudio del fenotipo de las células que rodean al ventriculo durante el
desarrollo postnatal

En nuestro laboratorio describimos que la presencia de albumina en cultivo
de astrocitos, previa endocitosis, induce la sintesis de acido oleico que es liberado
al medio extracelular formando el complejo albiimina-acido oleico (Tabernero y col.

2002b).

88



Teniendo en cuenta estos precedentes nos propusimos estudiar si estas células

guardaban una relacion espacio-temporal con la expresion de la enzima sintetiza-

dora del acido oleico, la SCD-1. Para ello, realizamos inmunohistoquimicas contra

GFAP, proteina caracteristica de astrocitos, en cortes coronales a diferentes edades

postnatales, 1, 3y 10 dias. Los resultados revelan que las células GFAP positivas no

estan relacionadas con la presencia de mRNA de SCD-1 figura 13, ya que la region

de expresion de GFAP no coincide con la de SCD-1 (figura 7).

GFAP

Figura 13. Distribucion espa-
cio-temporal de GFAP durante
el desarrollo postnatal.

Neonatos de 1 (A), 3 (B) y 10 (C)
dias se fijaron con paraformaldehido
al 4% en PBS mediante perfusion in-
tracardiaca. Posteriormente se rea-
lizaron secciones coronales de sus
cerebros de 20 um que se incubaron
con el anticuerpo monoclonal de ra-
tén contra albimina durante 12 ho-
ras a temperatura ambiente. Tras va-
rios lavados en PBS las secciones
se incubaron con el anticuerpo se-
cundario contra inmonuglo-bulina de
raton conjugado con AlexaFluor 488
durante 3 horas. Abreviaturas: CC,
cuerpo calloso; LV, ventriculo lateral;
STR, estriado; SVZ, zona subventri-
cular. Barra de calibrado: 500 pm.
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En los cultivos primarios de astrocitos las células, ademas de GFAP, expresan
BLBP, figura 14. Dado que el cerebro del neonato se encuentra en pleno proceso de
maduracion, decidimos realizar inmunohistoquimicas contra BLBP, proteina carac-
teristica de la glia radial, precursora de astrocitos y neuronas. Para ello, se emplea-
ron, cortes coronales de 1, 3 y 10 dias postnatales. Las imagenes muestran (figura
15) como las células que rodean el ventriculo presentan una elevada expresion de
BLBP a P1, también patente a P3. Sin embargo a P10, el patron de expresion de esta
proteina ya no se caracteriza por marcar las células que rodean el ventriculo, sino

que aparece mas dispersa por el parénquima cerebral.

BLBP

GFAP

Figura 14. Co-expresion de BLBP y GFAP en cultivo
de astrocitos a 14 DIV.

Inmunocitoquimica de BLBP (A) y GFAP (B), realizada en cé-
lulas de un cultivo primario de astrocitos cultivadas 14 DIV.
Barra de calibrado: 25 um.
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Figura 15. Distribucion espa-
cio-temporal de la BLBP du-
rante el desarrollo postnatal.

Neonatos de 1 (A), 3 (B) y 10 (C)
dias se fijaron con paraformaldehido
al 4% en PBS mediante perfusion in-
tracardiaca. Posteriormente se reali-
zaron secciones coronales de 20 um
que se incubaron con el anticuerpo
monoclonal de conejo contra BLBP
durante 12 horas a temperatura am-
biente. Tras varios lavados con PBS
las secciones se incubaron con el
anticuerpo secundario contra inmo-
nuglobulina de conejo conjugado
con AlexaFluor 488 durante 3 ho-
ras. Abreviaturas: LV, ventriculo la-
teral; STR, estriado; SVZ, zona sub-
ventricular. Barra de calibrado: 500
um.
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Observando con mas detalle las imagenes tomadas de inmunofluorescencias
de albumina y de BLBP, podemos comprobar que ambas proteinas dibujan un perfil
similar, en el cual, en las proximidades del ventriculo parecen disponerse en hileras

perpendiculares al mismo, (ver lineas discontinuas en la figura 16).

BLBP

Albumina

Figura 16. Distribucion de la albumina y de la BLBP a P1.

Neonatos de 1 dia de vida se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS median-
te perfusion intra-cardiaca. Posteriormente se realizaron secciones coronales de
sus cerebros de 20 um que se incubaron con el anticuerpo policlonal de conejo
contra BLBP (A) o con el anticuerpo monoclonal de conejo contra albumina (B)
durante 12 horas a temperatura ambiente. Tras varios lavados en PBS las sec-
ciones se incubaron con el anticuerpo secundario contra inmonuglobulina de co-
nejo conjugado con AlexaFluor 488 durante 3 horas. Barra de calibrado: 100 pm.
Abreviaturas: LV, ventriculo lateral; STR, estriado; SVZ, zona subventricular.
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4.3 DISTRIBUCION ESPACIO-TEMPORAL DE TUJ-1, GAP-43
Y MAP-2 DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL

En trabajos previos en nuestro laboratorio, se observo que el acido oleico sinte-
tizado por los astrocitos, en respuesta a la albumina, es captado por las neuronas,
donde induce el crecimiento axonal y dendritico (Tabernero y col. 2001). Dado que
nosotros hemos mostrado la expresion del mRNA de la enzima sintetizadora del aci-
do oleico, la SCD-1, en la SVZ en los primeros dias de vida postnatal, quisimos estu-

diar el desarrollo neuronal que acontece en ese momento.

Para ello se realizaron, inmunohistoquimicas en cortes coronales de cerebro a
1, 3 y 10 dias de vida postnatal que se fijaron mediante perfusion intracardiaca con

paraformaldehido al 4%.

En primer lugar realizamos una tincion contra un marcador especifico de neu-
ronas, tal como TUJ-1, que nos permitio la identificacion de neuronas inmaduras
situadas, durante este periodo, en las proximidades de la SVZ. Como se puede ob-
servar en la figura 17, la fluorescencia correspondiente a TUJ-1 esta presente tanto
en el estriado, en el septum, y en el cuerpo calloso, asi como en menor medida en
SVZ, tanto a dia 1 como a dia 3. La fluorescencia aparece mas alta el primer dia de
vida postnatal, disminuyendo al tercer dia y siendo practicamente indetectable en el

dia 10.

Teniendo en cuenta estos datos quisimos estudiar el patrén que presenta tan-
to la proteina marcadora de crecimiento dendritico, MAP-2, como la de crecimiento
axonal, GAP-43. De hecho, trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostra-
do que estas proteinas se inducen en cultivo primario de neuronas por el acido oleico

(Rodriguez-Rodriguez y col. 2004; Tabernero y col. 2001).
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TUJ-1 Figura 17. Distribucion espa-
cio-temporal de TUJ-1 duran-
te el desarrollo postnatal.

Neonatos de 1 (A), 3 (B) y 10 (C)
dias se fijaron con paraformaldehi-
P1 do al 4% en PBS mediante perfu-
sion intracardiaca. Posteriormente
se realizaron secciones coronales
de sus cerebros de 20 um que se in-
cubaron con el anticuerpo monoclo-
nal de raton contra TUJ-1 durante 12
horas a temperatura ambiente. Tras
varios lavados en PBS las seccio-
nes se incubaron con el anticuerpo
secundario contra inmonuglobulina
de ratén conjugado con AlexaFluor
488 durante 3 horas. Abreviaturas:

P3 LV, ventriculo lateral; STR, estriado;
SVZ, zona subventricular. Barra de
calibrado: 500 um.

P10

La figura 18 muestra como a P1 y P3 los marcajes de MAP-2 y GAP-43 perma-
necen altos, siguiendo un patrén similar en el area observada, a excepcion del cuer-
po calloso, donde so6lo es perceptible el marcaje por GAP-43. Sin embargo a P10 la
fluorescencia correspondiente tanto a MAP-2 como a GAP-43 disminuye drastica-

mente hasta ser imperceptible.
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GAP-43 MAP-2

P1

P3

P10

Figura 18. Distribuciéon espacio-temporal de GAP-43 y MAP-2 durante el
desarrollo postnatal.

Neonatos de 1 (A, D), 3 (B, E) y 10 (C, F) dias se fijaron con paraformaldehido al 4% en
PBS mediante perfusion intracardiaca. Posteriormente se realizaron secciones corona-
les de sus cerebros de 20 um que se incubaron con el anticuerpo monoclonal de raton
contra GAP-43 6 MAP-2 durante 12 horas a temperatura ambiente. Tras varios lavados
en PBS las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario contra inmonuglobuli-
na de ratén conjugado con AlexaFluor 488 durante 3 horas. Abreviaturas: LV, ventricu-
lo lateral; STR, estriado; SVZ, zona subventricular. Barra de calibrado: 500 ym.

Asi mismo, los Western blot de estas proteinas, TUJ-1, MAP-2, GAP-43, realiza-
dos a partir de cerebros recogidos a los dias O, 1, 2, 3, 4, 5, 7y 10 de vida postnatal,
mostraron un resultado similar figura 19. Asi la expresion de TUJ-1 disminuye sig-
nificativamente a P4 respecto al momento del nacimiento (figura 19A), mientras que

MAP-2 y GAP-43 lo hacen a partir del dia 5 (figura 19B y C).
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Figura 19. Expresion de TUJ-1, GAP-43 y MAP-2 en cerebro durante el de-
sarrollo postnatal.

Los cerebros de rata de distintos dias de vida postnatal se recogieron y se lavaron en
PBS. A conti-nuacion, se extrajeron las proteinas para analizar la presencia de TUJ-
1 (A), MAP-2 (B) y GAP-43 (B) mediante analisis de transferencia tipo Western, tal y
como se describe en Material y Métodos. Las membranas se escanearon y se cuantifi-
caron las bandas mediante un programa de analisis de imagen. Los valores se norma-
lizaron contra GAPDH, se expresan como porcentaje respecto a la banda mas intensa
obtenida el dia diez de vida postnatal con respecto a cada una de las proteinas y sus va-
lores son medias £ SEM, de al menos, tres experimentos independientes. *** p<0,001,
** p<0,01, * p<0,05, cuando se compara con los controles mediante test t de Student.




4.4 ESTUDIO DEL PAPEL DE LA SCD-1 EN LAS CELULAS DE
LA SVZ

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, en los que se
muestra que la SCD-1 y la albumina se encuentran presentes en la SVZ durante
el desarrollo postnatal temprano y los trabajos descritos en nuestro laboratorio, en
los que la induccion de SCD-1 por la albumina conlleva a la sintesis de acido oleico
y éste actiia como factor neurotroéfico en el cultivo primario de neuronas, quisimos
estudiar qué efecto podia ejercer la albumina en las células de la SVZ. Para ello em-

pleamos explantes de la SVZ que obtuvimos como se ilustra en la figura 20.

Figura 20. Esquema que ilustra la obtencion de explantes de la SVZ.

Para los cultivos tisulares se emplearon fetos de rata a término. Para la extraccion de los
fetos se procedio a la dislocacién cervical de la rata gestante y posteriormente a la deca-
pitacion de los fetos. Se retiraron las meninges y se cortaron en rodajas coronales de 350
pm mediante tissue chopper. A partir de las rodajas coronales, se disecd la zona subven-
tricular (SVZ) de la regién estriada de los ventriculos laterales. Esta, a su vez, se subdi-
vidié en bloques de un volumen aproximado de 0,4 mm?3. Posteriormente los bloques se
embebieron en una matriz 3D de colageno | de cola de rata en placas multipocillos y se
cultivaron a 37°C en diferentes medios de cultivo.

4.4 1 Efecto de la albumina en las células de la SVZ

Los explantes de la SVZ, obtenidos de fetos a término, se cultivaron en ausen-
cia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido oleico 50 uM, a 37°C. Trans-
curridas 24 y 48 horas de cultivo tomamos fotografias de los explantes. La figura 21
muestra las células que abandonan el explante a las 24 horas (figura 21A-C) y a las
48 horas (figura 21D-F). Se observa que los halos producidos por las células que han
abandonado el explante en las condiciones albumina y albumina + acido oleico son
mayores que los observados en la situacion control, tanto a las 24 horas como a las

48 horas.
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24 h 48 h

Control

Albumina

AbUmina +
Acido Oleico

Figura 21. Efecto de la albumina y del acido oleico sobre la migraciéon neuro-
nal en cultivo de explantes de SVZ de cerebro a las 24 y a las 48 horas.

Los explantes se incubaron en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin &cido
oleico 50 pM durante 24 o 48 horas. A continuacién, se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4%. Se tomaron imagenes de contraste de fase, mostrando el efecto
sobre la migracién de la albumina (B,E) y de la albumina+acido oleico (C,F). Barra de ca-
librado: 500 um.

Para cuantificar las diferencias que existen entre las tres condiciones, medimos
la distancia maxima a la que habian migrado las células en la situacion control, en
presencia de albumina y de albumina + acido oleico (figura 22A). Los resultados de
la cuantificacion (figura 22B) indican que, en presencia de albumina durante 24 ho-
ras, las células migran un 150% mas que en el control. Durante el mismo periodo de
tiempo, la distancia que a la que han migrado las células en presencia de albumina
+ acido oleico es levemente superior pero no estadisticamente diferente de la obser-

vada con la albumina sola. Sin embargo, a las 48 horas, las diferencias observadas
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entre la distancia total recorrida por las células, tanto en presencia de albumina
como de albumina + acido oleico, con respecto a la situacion control fueron alrede-
dor de un 90% mayor y, por consiguiente, menores que las observadas a las 24 ho-

ras (figura 22B).
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Figura 22. Cuantificaciéon de la distancia migrada por las neuronas de ex-
plantes de SVZ en cultivo.

Los explantes se incubaron en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin aci-
do oleico 50 uM durante 24 o 48 horas. A continuacion, se lavaron con PBS vy se fijaron
con paraformaldehido al 4%. Los explantes se incubaron con el anticuerpo monoclonal
de ratén contra TUJ-1 durante 12 horas a temperatura ambiente. Tras varios lavados en
PBS las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario contra inmonuglobulina
de conejo conjugado con AlexaFluor 594 durante 3 horas. (A) Inmunofluorescencia de
TUJ-1 en la que se muestra el procedimiento para cuantificar la distancia migrada por
las células hasta la base del explante. Barra de calibrado: 100 um. (B) Cuantificacién
de la distancia maxima en um que las células han recorrido desde la base del explante.
Los resultados son medias + SEM de, al menos, 5 mediciones de células distintas de 6
experimentos independientes. Letras distintas indican diferencias significativas; p<0,01
(One-way ANOVA seguido del post-test Tukey).
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4.4.2 Silenciamiento de la SCD-1 en las células de la SVZ

Con objeto de saber si el efecto de la albumina en el proceso de migracion esta-
ba mediado por el acido oleico que puedan estar sintetizando silenciamos la enzima
reguladora de su sintesis, SCD-1. Para ello empleamos la técnica de siRNA mediante

la transfeccion con Lipofectamina.

4.4.2.1 Optimizacion de las condiciones de transfeccion de siRNA en los
cultivos de explantes de la SVZ

En primer lugar, seleccionamos la secuencia de siRNA de Scd-1 mas efectiva
para el silenciamiento. Para ello, empleamos astrocitos en cultivo primario, ya que es
un modelo en el que tenemos estandarizado el silencimiento proteico mediante RNA
de interferencia en el laboratorio, y, posteriormente, optimizamos las condiciones de

transfeccion de siRNA en los cultivos de explantes de SVZ.

Asi, los astrocitos se transfectaron con una concentraciéon 50 nM de siRNA
(Scd 1-siRNA) de cada una las tres secuencias y como agente de transfeccion se em-
pleé Lipofectamina 2000 (2 uL/mL de medio de cultivo). Como control se utilizo
siRNA sin gen diana (NT-siRNA). Los niveles de mRNA de la SCD-1 se analizaron
por RT-PCR. Los resultados muestran una fuerte reduccion en los niveles de mRNA
de la SCD-1 cuando se transfecto con las secuencias 1 y 3, y de menor grado con la
secuencia 2 en ausencia de albumina (figura 23). Por consiguiente la secuencia em-

pleada para los experimentos de silenciamiento de la SCD-1 fue la secuencia 1.

El indice de silenciamiento de la enzima fue aproximadamente del 58% respecto
a la situacion control (figura 24). Ademas, es importante resaltar que la presencia de
albuimina en el cultivo primario de astrocitos produce un incremento en los niveles
del mRNA de la SCD-1 en la situacion en la que la enzima no se encuentra silencia-
da. Por tanto, si comparamos los niveles de mRNA de la SCD-1 de los astrocitos sin
silenciar con los astrocitos silenciados, en presencia de albumina, podemos observar
que se produce una reduccion de 4 veces en el mRNA de la SCD-1 cuando la enzima

esta silenciada (figura 24).
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B-actina
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NT-siRNA  Scd1-siRNA  Scd1-siRNA Scd1-siRNA

Figura 23. Eficacia de tres secuencias diferentes de siRNA de Scd-71 en
cultivo de astrocitos.

Los astrocitos de 14 DIV se transfectaron con NT-siRNA o con tres secuencias dife-
rentes de Scd7-siRNA (1, 2 y 3). La RT-PCR muestra una reduccién en la expresién
de esta proteina, tanto en ausecia de albumina (-) como en presencia de albumina (+).
La expresion de B-actina se utilizé como control de carga.

Figura 24. Cuantificacion del silen-
ciamiento de Scd-1 en cultivo de
astrocitos.

Scd1

B-actina

Los astrocitos de 14 DIV se transfectaron
con NT-siRNA o con Scd7-siRNA. Después
de 48 horas, los astrocitos se cultivaron en
NT-siRNA Scd1-siRNA DMEM sin suero durante 12 horas. Las cé-
lulas fueron entonces incubadas en ausen-
cia o en presencia de albumina al 2% con

180 b

& T o sin acido oleico 50 uM durante 8 horas. A
v continuacion se extrajo el RNA para ana-
° 0 a lizar la expresion de mRNA de Scd-1 me-
2 o0 diante RT-PCR, tal y como se describe en
:é :g c c Material y Métodos. .L.as membranas se es-
u% a T canearon y se cuantificaron las bandas me-

diante un programa de analisis de imagen.
Los valores se normalizaron contra [3-acti-
o 7 o 7 na y se expresaron como porcentaje res-
Q B Q B ey q
) < ) < pecto a control en la condiciéon NT-siRNA.
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Los resultados son medias + SEM de al
menos tres experimentos independientes.
Letras distintas indican diferencias signifi-
cativas; p<0,01 cuando se compara con la
situacion Control (One-way ANOVA segui-
do del post-test Tukey).

NT-siRNA Scd1-siRNA

Como el silenciamiento en explantes no es una técnica muy empleada, decidi-
mos ponerla a punto en nuestro laboratorio empezando por las concentraciones del
siRNA necesarias para obtener el mayor descenso en la expresion de nuestra pro-
teina de interés. Para ello, en primer lugar, empleamos un siRNA validado para Ga-

pdh a 60 nM y 90 nM y como agente de transfeccion utilizamos Lipofectamina 2000
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a una concentracion de 3 uL/mL. Los resultados muestran (figura 25) una fuerte
reduccion en la expresion de la GAPDH cuando se transfecté con 90 nM de siRNA

(comparar 25D con 25B).

NT-siRNA 60nM

NT-siRNA 90nM

Gapdh-siRNA 60nM

Gapdh-siRNA 90nM

Figura 25. Silenciamiento de la GAPDH en cultivo de explantes de SVZ.

Los explantes se transfectaron con NT-siRNA (A,B) o con Gapdh-siRNA (C,D), a una
concentracién de 60 o 90 nM, y se incubaron durante 72 horas. A continuacién, se la-
varon con PBS vy se fijaron y se incubaron con el anticuerpo monoclonal de ratén contra
GAPDH durante 12 horas. Tras varios lavados en PBS los explantes se incubaron con el
anticuerpo secundario contra inmunoglobulina de ratén conjugado con AlexaFluor 488
durante 3 horas. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran una reduccién en la
expresion de GAPDH, siendo superior esta reduccion a una concentracion de 90 nM de
siRNA. El DNA se tifné con DAPI (E-H). Barra de calibrado: 500 um.
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Una vez determinada la concentracion de siRNA mas efectiva, comprobamos
cual era el indice de silenciamiento del siRNA contra Scd-1 en explantes. Para ello se
empled como control la secuencia NT-siRNA. Para determinar el silenciamiento de la
SCD-1 se realiz6 una RT-PCR a las 12 horas. La figura 26 muestra una reducciéon
cercana al 60% de los niveles de mRNA de la SCD-1 en la situacion control tras el
silenciamiento. También se observa que la presencia de albumina en el cultivo trans-
fectado con la secuencia NT-siRNA aumenta el nivel de mRNA de la SCD-1 aproxi-
madamente un 80%, de manera similar a lo que sucede en astrocitos. Sin embargo
la presencia de albumina + acido oleico no modifica tal expresion. Asi mismo, en los
cultivos silenciados ni la albumina ni la albumina + acido oleico modifica los niveles

de mRNA de la SCD-1.

Figura 26. Cuantificacion del si-
lenciamiento de Scd-1 en culti-

Sl |e> o» o= - |40t yo de explantes de SVZ.
B-acting | == == == == == == |<300bp
(o; %‘ T({%c % %z ?{% ' Los explantes se transfectaron con
% % %3 3 % 5% NT-siRNA o con Scd7-siRNA vy, tras
g z. = rd z z . .
3 %3 3 %3 6 horas, se incubaron en ausencia o
% C en presencia de albumina al 2% con o
NT-siRNA Scd1-siRNA sin acido oleico 50 uM durante 12 ho-
ras. A continuacion, se extrajo el RNA
### q 02
ﬁ’ﬁ— para analizar la expresién de mRNA de
Scd-1 mediante RT-PCR, tal y como
a0 *x se describe en Material y Métodos.

Las membranas se escanearon y se
cuantificaron las bandas mediante un
programa de analisis de imagen. Los
valores se normalizaron contra 3-acti-
nay se expresaron como porcentaje
respecto a control en la condicion NT-
siRNA. Los resultados son medias %
SEM de, al menos, cinco experimen-

Expresion Scd1 %
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% %c_ %%— % 6¢ %_%c tos independientes. ***p<0,001 dife-
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9 ) Student); ###p<0,001 diferencias sig-

NT-siRNA Scd1-siRNA nificativas cuando se compara con

NT-siRNA (One-way ANOVA seguido
del post-test Tukey).
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4.4.2.2 Efecto del silenciamiento de la SCD-1 en las células de la SVZ

Una vez puesto a punto el silenciamiento de la SCD-1 en explantes de SVZ, es-
tudiamos el efecto de la albumina y de la albumina + acido oleico en ausencia de
SCD-1 sobre la migracion celular. Para lo cual, los explantes se preincubaron du-
rante 6 horas en el medio de transfeccion con el siRNA contra Scd-1 o con NT-siR-
NA. Posteriormente se sembraron y se incubaron, en nuevo medio de transfeccion,
en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido oleico 50 uM. Trans-
curridas 24 horas de cultivo tomamos fotografias. De esta forma se observa (figura
27) como el halo de migracion de las células de los explantes transfectados con siR-
NA contra Scd-1 en presencia de albumina (figura 27E) es menor que el del explante
control transfectado con NT-siRNA e incubado con albumina (figura 27B). Sin em-
bargo no hay diferencias significativas en la situacion control (figura 27A, D) o en

albumina + acido oleico (figura 27C, F).
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NT-siRNA Scd-1 siRNA ‘

Control

Albumina

AbUmina +
Acido Oleico

Figura 27. El silenciamiento de la SCD-1 disminuye el efecto de la albumina
sobre la migracion neuronal en cultivo de explantes de SVZ de cerebro a las
24 horas.

Los explantes se transfectaron con NT-siRNA (A, B, C) o con Scd7-siRNA (D, E, F) y, tras
6 horas, se incubaron en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido olei-
co 50 uyM durante 24 horas. A continuacion, se tomaron imagenes de contraste de fase,
mostrando el efecto de la albumina sobre la migracién (B), este efecto se ve disminuido
cuando se silencia la enzima limitante de la sintesis de acido oleico (E). Barra de calibra-
do: 500 pm.
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4.4.3 Estudio de las caracteristicas de las células que migran en los

explantes de SVZ en presencia de albumina

Ante el efecto que ejerce la albumina sobre las células de la SVZ mediante la
induccion de la SCD-1 y, por tanto, de la sintesis de acido oleico, quisimos investi-
gar qué tipo de células eran las que salian del explante. Para ello, los explantes de
la SVZ, obtenidos de fetos a término, se cultivaron en ausencia o en presencia de al-
bumina al 2% con o sin acido oleico 50 uM, a 37°C. Transcurridas 72 horas, los ex-
plantes se fijaron con paraformaldehido al 4% y se realiz6 una inmunofluorescencia
contra TUJ-1. De esta manera pudimos observar como practicamente la totalidad

de las células que salian del explante eran TUJ-1 positivas y, por tanto, neuronas

(figura 28).

Control

Albumina

Albumina +
Acido Oleico

Figura 17. Distribucién espa-
cio-temporal de TUJ-1 du-
rante el desarrollo postnatal.

Neonatos de 1 (A), 3 (B) y 10 (C)
dias se fijaron con paraformaldehi-
do al 4% en PBS mediante perfu-
sion intracardiaca. Posteriormente
se realizaron secciones coronales
de sus cerebros de 20 um que se
incubaron con el anticuerpo mo-
noclonal de ratén contra TUJ-
1 durante 12 horas a temperatu-
ra ambiente. Tras varios lavados
en PBS las secciones se incuba-
ron con el anticuerpo secunda-
rio contra inmonuglobulina de ra-
tén conjugado con AlexaFluor 488
durante 3 horas. Abreviaturas: LV,
ventriculo lateral; STR, estriado;
SVZ, zona subventricular. Barra
de calibrado: 500 uym.
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4.4.3.1 Efecto de la albumina sobre la expresion de GAP-43 en las neuronas
que migran en los explantes de SVZ en presencia de albumina

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, se observé que el acido
oleico se comportaba como factor neurotroéfico en el cultivo primario de neuronas.
En estos cultivos se podia observar un aumento en la expresion de la proteina mar-
cadora de crecimiento axonal GAP-43 (Tabernero y col. 2001). Teniendo en cuenta
estos antecedentes, nos propusimos investigar el efecto que ejercia la albiumina so-
bre la expresion de GAP-43 en los explantes de SVZ. Para ello, empleamos explantes
de la SVZ que se cultivaron en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin
acido oleico 50 uM, a 37°C. Transcurridas 72 horas, los explantes se fijaron con pa-
raformaldehido al 4% y se realiz6 una inmunofluorescencia contra GAP-43. Los re-
sultados muestran que la presencia de albumina (figura 29C) induce la expresion de
GAP-43 en el leading process (proceso de avance) de las neuronas que estan saliendo
del explante, al contrario de lo que ocurre en la situacion control (figura 29A), en la
que la expresion de GAP-43 se encuentra confinada iinicamente en el soma celular.
El complejo albumina + acido oleico (figura 29E) produce un efecto similar al resul-

tante con la sola presencia de la albumina.

107




RESULTADOS

GAP-43 dapi

Control

Albumina

AlbUumina +
Acido oleico

Figura 29. Expresién de GAP-43 en axones en cultivo de explantes de SVZ de
cerebro.

Los explantes se incubaron en ausencia (A,B) o en presencia (C,D) de albumina al 2% con
(E,F) o sin acido oleico 50 yM durante 72 horas. A continuacion, se lavaron los explantes
con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4%. Posteriormente se incubaron con el an-
ticuerpo monoclonal de conejo contra GAP-43 durante 12 horas a temperatura ambiente.
Tras varios lavados con PBS los explantes se incubaron con el anticuerpo secundario con-
tra inmonuglobulina de conejo conjugado con AlexaFluor 488 durante 3 horas. EI DNA nu-
clear se tind con DAPI (C, D, E). Barra de calibrado: 100 ym.
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4.4.3.2 Efecto del silenciamiento de la SCD-1 en la expresion de GAP-43 en
las neuronas que migran en los explantes de SVZ en presencia de albumina

Con objeto de averiguar si el efecto de la albumina sobre la expresion de GAP-
43 en las neuronas que migran de la SVZ esta mediado por el acido oleico silencia-

mos la expresion de la enzima limitante de su sintesis, la SCD-1.

Para lo cual, los explantes se preincubaron durante 6 horas en el medio de
transfeccion con el siRNA. Posteriormente se sembraron y se incubaron, en nuevo
medio de transfeccion, en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido
oleico 50 uM. A las 72 horas se fijaron con paraformaldehido al 4% y, seguidamente,
se realiz6 una inmunocitoquimica contra GAP-43. Los resultados (figura 30) indican
que el numero de neuronas con leading process GAP-43 positivo disminuyen en los
explantes incubados con albumina con la SCD-1 silenciada con respecto a los ex-
plantes transfectados con NT-siRNA en la misma condicion (comparar figuras 30B
y 30E). Sin embargo, el efecto de la albumina + acido oleico no se ve modificado por

este silenciamiento (figuras 30C y 30F).
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NT-siRNA Scd1-siRNA

Control

AlbUmina

AlbUmina +
Acido Oleico

Figura 30. El silenciamiento de la SCD-1 inhibe el efecto de la albiumina sobre
la expresion de GAP-43 en explantes de SVZ de cerebro.

Los explantes se transfectaron con NT-siRNA (A-C) o con Scd-1-siRNA (D-F) y, tras 6 ho-
ras, se incubaron en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido oleico 50
MM durante 72 horas. A continuacion, se lavaron las rodajas con PBS y se fijaron con para-
formaldehido al 4%. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo monoclonal de cone-
jo contra GAP-43 durante 12 horas a temperatura ambiente. Tras varios lavados conn PBS
los explantes se incubaron con el anticuerpo secundario contra inmonuglobulina de conejo
conjugado con AlexaFluor 488 durante 3 horas. Barra de calibrado: 100 pym.
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4.5 EFECTO DE LA ALBUMINA EN LA EXPRESION DE
GAP-43 EN CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RODAJAS DE

CEREBRO

Nuestros trabajos previos muestran que el acido oleico sintetizado en respuesta
a la albumina inducia la expresion de GAP-43 en neuronas en cultivo primario. Dado
que en el cerebro postnatal la expresion de GAP-43 esta elevada tras el nacimiento
(Dani, 1991), quisimos saber si esta expresion esta relacionada con la albumina y el

acido oleico.

Para ello, realizamos cultivos de rodajas coronales de cerebro en el que la SVZ
estuviera presente y, por tanto, la SCD-1. Asi, se emplearon rodajas coronales de
embriones a término de 350 um, que se cultivaron en ausencia o en presencia de
albumina al 2%, acomplejada o sin acomplejar con acido oleico S0 uM durante 72
horas a 37°C. A continuacién, se analizo la expresion de GAP-43. Nuestros resulta-
dos muestran que la albumina induce la expresion de GAP-43 en el estriado (figura
31B), si se compara con las rodajas cultivadas en ausencia de albumina (figura 31A)
en donde la expresion de la GAP-43 es muy reducida. Asimismo, la presencia del
complejo albumina-acido oleico (figura 31C) produce un efecto similar a la albumi-
na, provocando una fuerte expresion de GAP-43 en el estriado. Los insertos 31D-F

muestran imagenes ampliadas de este efecto.

A continuacién, analizamos el grosor de los fasciculos de axones después del
tratamiento. Para ello se tomaron fotos de mayor aumento para poder cuantificar
mejor el grosor. Los resultados indican que el grosor de los fasciculos de axones de
las rodajas tratadas con albumina (figura 32B, D) son aproximadamente de 8 um
y estadisticamente mas gruesos que los observados en la situacién control (figura
32A, D). Asimismo, los fasciculos de axones de las rodajas incubadas con albumina
+ acido oleico (figura 32C y D) son de un grosor atin mayor, de aproximadamente 14

um.
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Control

Albumina

Albumina +
Acido Oleico

Figura 31. Expresion de GAP-43 en cultivos organotipicos de rodajas de
cerebro.

Las rodajas coronales procedentes de fetos a término se cultivaron en ausencia (A, D) o en
presencia de albumina (B, E) al 2% con (C, F) o sin acido oleico 50 uM durante 72 horas.
Posteriormente se lavaron con PBS vy se fijaron con paraformaldehido al 4%. A continua-
cion, se incubaron con el anticuerpo monoclonal de conejo contra GAP-43 durante 12 ho-
ras a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS, las secciones se incubaron con
el anticuerpo secundario contra inmonuglobulina de conejo conjugado con AlexaFluor 488
durante 3 horas. Abreviaturas: STR, estriado. Barra de calibrado: 500 uym.
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Figura 32. Cuantificacion del grosor de los axones GAP-43 positivos en culti-
vos organotipicos de rodajas de cerebro.

Las rodajas, procedente de animales a término, se incubaron en ausencia (A) o en presen-
cia de albumina al 2% (B) con (C) o sin acido oleico 50 uM durante 72 horas. Posteriormente
se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4%. A continuacion, se incubaron
con el anticuerpo monoclonal de conejo contra GAP-43 durante 12 horas a temperatura am-
biente. Tras varios lavados en PBS las secciones se incubaron con el anticuerpo secunda-
rio contra inmonuglobulina de conejo conjugado con AlexaFluor 488 durante 3 horas. (A-
C) Imagenes al microscopio confocal mostrando el grosor de los axones. (D) Cuantificacion
del grosor de los axones en um. Los valores son medias + SEM de, al menos, seis experi-
mentos difererentes con cinco mediciones de distintos axones en cada uno de ellos. Letras
distintas indican diferencias dignificativas; p<0,001 (One-way ANOVA seguido de post-test
Tukey). Barra de calibrado: 15 pym.
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Para confirmar estos resultados, a las 72 horas de cultivo se extrajeron las pro-
teinas de las rodajas y se analizo la expresion de GAP-43 mediante transferencia
tipo Western. Los resultados (figura 33) muestran que la presencia de albumina au-
menta la expresion de GAP-43 un 60%. Asimismo la presencia de albumina + acido
oleico produjo un incremento similar al de la albumina, no siendo estadisticamente

significativo.

Figura 33. Efecto de la albumina
GAP-43 W | <—43KD  sobre GAP-43 en cultivos orga-
37kp  hotipicos de rodajas de cerebro.

e Y % Las rodajas ge mcubarory en auienma
X % % % o en presencia de albumina al 2% con
o) . q Z q
= 2 OO/”% o sin acido oleico 50 yM durante 72
& x horas. A continuacion, se lavaron las
o

rodajas con PBS y se extrajeron las
proteinas para analizar la expresion
de GAP-43 mediante analisis de trans-
ferencia tipo Western, tal y como se
describe en Material y Métodos. Las
membranas se escanearon y se cuan-
tificaron las bandas me-diante un pro-
grama de analisis de imagen. Los va-
lores se normalizaron contra GAPDH y
se expresan como porcentaje respec-
to a la banda mas intensa que fue la
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***n<0,001, diferencias significativas
cuando se compara con la situacion
control (test t de Student).

4.5.1 Efecto del silenciamiento de la SCD-1 sobre la axonogénesis del

nucleo estriado

Los experimentos descritos hasta el momento indican que en nuestras condicio-
nes experimentales la SCD-1 se expresa en la SVZ inmediatamente tras el nacimien-
to (figura 7), ademas la albumina induce la axonogénesis en el estriado. Para saber
si el efecto de la albumina sobre la axonogénesis en el estriado estaba mediado por
el acido oleico, decidimos investigar los efectos del silenciamiento de la SCD-1 sobre

la axonogénesis producida por la albumina en el estriado del cerebro postnatal.
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Previamente pusimos a punto las condiciones de silenciamiento en cultivos or-
ganotipicos de rodajas de cerebro. Para ello empleamos, como asi mismo habiamos
hecho con los explantes, un siRNA validado para Gapdh a 60 nM y 90 nM y como
agente de transfeccion utilizamos Lipofectamina 2000 a una concentracion de 3 uL/
mL. Los resultados muestran (figura 34) una fuerte reduccion en la expresion de la

GAPDH cuando se transfecté con 60 nM de siRNA.

Figura 34. Silenciamiento de
la GAPDH en cultivo de ro-
dajas coronales de cerebro.

GAPDH | w— — i <~—37KD

Tubulin | S <—50KD Las rodajas se transfectaron con
& © - © NT-siRNA o con Gapdh-siRNA,
2 2 2 2 a una concentracion de 60 o 90

z  z % Z -
nM, y se cultivaron durante 72
NT-siRNA Gapdh-siRNA horas. A continuacion, se lavaron
las rodajas con PBS y se extraje-

1201

ron las proteinas para analizar la

1004 expresion de la GAPDH median-
te analisis de transferencia tipo

801 Western, tal y como se describe
604 en Material y Métodos. Las mem-
#H# branas se escanearon y se cuan-

401 T *?* tificaron las bandas mediante un
programa de analisis de imagen.

Expresion GAPDH %

20 - .
Los valores se normalizaron con-
tra B-actina'y se expresaron como

> 2 % 2 porcentaje respecto al control en
o@ ’)@ /"@ % la condicion NT-siRNA. Los re-
sultados son medias + SEM de,
al menos, cinco experimentos in-
dependientes. ###p<0,001 dife-
rencias significativas cuando se
compara con NT-siRNA a 60 nM (test t de Student); *** p<0,001 diferencias significativas
cuando se compara con NT-siRNA a 90 nM (test t de Student).

NT-siRNA Gapdh-siRNA

Para determinar sila SCD-1 interviene en el efecto de la albumina sobre la axo-
nogénesis en rodajas de cerebro, la expresion de la SCD-1 se silencié por siRNA. Se
empledé como control una secuencia de siRNA que carece de mRNA diana (denomi-
nada NT-siRNA). Para comprobar el silenciamiento de la SCD-1 en los cultivos orga-
notipicos se realizo la transfeccion de la secuencia 1 a una concentraciéon de 60 nM

durante 12 horas. A continuacion, se realiz6 una RT-PCR para analizar los niveles
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de Scd-1. La figura 35 muestra que la transfeccion con el Scdi1-siRNA produce una
reduccion cercana al 60% en la expresion de Scd-1 en la condicion control. Por otro
lado, la presencia de albumina en el cultivo transfectado con la secuencia NT-siRNA
aumenta la expresion de Scd-1 aproximadamente un 70%. Sin embargo, la presencia
de albumina + acido oleico no modifica la expresion. Asi mismo, en los cultivos si-
lenciados ni la albtiimina ni la albumina + acido oleico modifica los niveles de mRNA

de la SCD-1.

Figura 35. Cuantificacion del silen-
© == = |<400bp  ciamiento de la SCD-1 en cultivo
= |—300bp  de rodajas coronales de cerebro.

Scd1

B-actina

Las rodajas se transfectaron con NT-siR-
2 + NA o con Scd17-siRNAy, tras 6 horas, se
x incubaron en ausencia o en presencia de
albimina al 2% con o sin acido oleico 50
UM durante 72 horas. A continuacion, se
extrajo el RNA para analizar la expresién
y—’—\— de mRNA de Scd-1 mediante RT-PCR,

20 *x tal y como se describe en Material y
1w | Métodos. Las membranas se escanearon
y se cuantificaron las bandas mediante
un programa de analisis de imagen. Los
valores se normalizaron contra 8-actina y

100
% I B se expresaron como porcentaje respec-
) to a control en la condicion NT-siRNA.

NT-siRNA Scd1-siRNA

Expresiéon Scd1 %

T Los resultados son medias + SEM de, al
menos, cinco experimentos independien-

*k%k

tes. ***p<0,001 diferencias significativas
cuando se compara con la situacién con-
) trol (test t de Student); ###p<0,001 dife-
rencias significativas cuando se compara
con NT-siRNA (One-way ANOVA segui-
do del post-test Tukey).

NT-siRNA Scd1-siRNA

Una vez comprobada la eficiencia del silenciamiento de la SCD-1 mediante siR-
NA, determinamos su implicacion en la axonogénesis. Para lo cual, las rodajas se
preincubaron durante 6 horas en el medio de transfeccion con NT-siRNA o Scd I-siR-
NA. Posteriormente, se sembraron y se incubaron en nuevo medio de transfeccion,
en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido oleico 50 uM. A las 72

horas se extrajeron las proteinas y se analizo6 la expresion de GAP-43 por transferen-
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cia tipo Western. Los resultados (figura 36) indican que el silenciamiento de la SCD-
1 impide el efecto de la albumina sobre GAP-43 en un 45%. Sin embargo el efecto de

la albumina + acido oleico no se ve modificada por la ausencia de SCD-1.
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GAPDH <—37KD
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Figura 36. Efecto del silenciamiento de la SCD-1 sobre la expresion
de GAP-43 en cultivos de rodajas de cerebro.

Las rodajas se transfectaron con NT-siRNA o con Scd7-siRNA vy, tras 6 horas,
se incubaron en ausencia o en presencia de albumina al 2% con o sin acido olei-
co 50 uM durante 72 horas. A continuacion, se lavaron las rodajas con PBS y se
extrajeron las proteinas para analizar la expresion de GAP-43 mediante analisis
de transferencia tipo Western, tal y como se describe en Material y Métodos. Las
membranas se escanearon y se cuantificaron las bandas mediante un progra-
ma de analisis de imagen. Los valores se normalizaron contra GAPDH y se ex-
presaron como porcentaje respecto a la banda mas intensa que fue la de albumi-
na + acido oleico en la condicion NT-siRNA. Los resultados son medias + SEM
de, al menos, cinco experimentos independientes. ***p<0,001, **p<0,01 diferen-
cias significativas cuando se compara con la situaciéon control; ###p<0,001 dife-
rencias significativas cuando se compara con NT-siRNA (One-way ANOVA se-
guido del post-test Tukey).
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Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado que la presencia de
albumina induce la sintesis de acido oleico en los astrocitos (Medina y Tabernero
2002; Tabernero y col. 2001). La albumina se internaliza en los astrocitos a través
de un sistema caveolina dependiente (Bento-Abreu, 2009, no publicado), siendo la
megalina su receptor (Bento-Abreu y col. 2008) posteriormente sufre un proceso de
transcitosis que incluye el paso de la albumina por el reticulo endoplasmico y por
el Golgi (Medina y Tabernero 2002; Tabernero y col. 2002b). Es precisamente en el
reticulo donde se sintetiza el acido oleico. La albumina activa SCD-1 a través del
SREBP-1 (Tabernero y col. 2002b), proteina que se une al elemento regulador de es-
teroles (Velasco y col. 2003). A continuacion, el acido oleico es liberado al medio ex-

tracelular formando el complejo albumina-acido oleico.

El complejo albumina-acido oleico es endocitado por las neuronas en cultivo
primario, induciendo la expresion de proteinas marcadoras de crecimiento axonal y
dendritico, GAP-43 y MAP-2, respectivamente (Tabernero y col. 2001; Tabernero y
col. 2002b). En este sentido, el acido oleico promueve, asimismo, la agregacion de
estas neuronas en grupos que emiten axones y dendritas, formando una red similar
a la materia blanca y la materia gris del sistema nervioso central (Tabernero y col.

2001).

Es conocido que, en la etapa perinatal, la proteina sérica de mayor abundancia
en el cerebro es la albumina (Dziegielewska y col. 1981a), presentando concentra-
ciones 10 veces mayores que en el adulto (Habgood y col. 1992). De hecho, la con-
centracion de albumina en el cerebro es muy alta en el primer dia de vida postnatal,
disminuyendo progresivamente hasta el dia 20, cuando alcanza los valores que se-

ran constantes durante toda la vida adulta (Habgood y col. 1992).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y conociendo que la estearil-CoA des-
aturasa-1 (SCD-1), enzima clave en la sintesis de acido oleico, se encuentra eleva-
da durante los primeros dias de vida postnatal (Velasco y col. 2003), nos propusi-
mos investigar el papel que podria jugar el acido oleico en el desarrollo postnatal del

cerebro.
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Nuestro primer objetivo fue analizar la presencia de acido oleico en cerebro
durante los primeros dias de vida postnatal. En este sentido, nuestros resultados
indican que se produce un fuerte incremento en la concentracion acido oleico libre
justo después del nacimiento (figura 2B). Sin embargo, otros acidos grasos, tales
como el acido palmitico, no sufren cambios sustanciales durante el mismo periodo
(figura 2B). Asi, si comparamos las concentraciones de acido palmitico con las del
acido oleico podemos observar que éste ultimo se encuentra a concentraciones dos
veces superiores a las del acido palmitico en el dia primero de vida. Es necesario
resaltar que el aumento de la concentracion de acido oleico observado en nuestros
experimentos coincide con el aumento de la expresion de la MAP-2 y GAP-43, protei-
nas marcadoras del crecimiento dendritico y axonal, respectivamente (Velasco y col.
2003). Por consiguiente, estos resultados tomados en su conjunto sugieren que el

acido oleico puede jugar un papel esencial en el desarrollo postnatal del cerebro.

Como primer paso para intentar demostrar esta hipotesis decidimos estudiar la
localizacion zonal de la SCD-1 en el cerebro de rata durante el desarrollo postnatal.
De hecho, la isoforma 2 de la SCD ha sido descrita en el cerebro como una enzima
constitutiva (DeWille y Farmer 1993; Lane, 1989). Por el contrario, la isoforma 1 sélo
se encuentra elevada durante los primeros dias de vida (Velasco y col. 2003), sien-
do posiblemente la responsable del aumento de las concentraciones de acido oleico
observado en nuestros experimentos (figura 2B). En este sentido, nuestros resulta-
dos indican que inmediatamente tras el nacimiento, la SCD-1 esta muy aumentada,
encontrandose confinada en la SVZ (figura 7), a lo largo del eje rostro-caudal. Esta
distribucion espacio-temporal coincide con la observada para la albumina (figura 9),
que en el dia P1 es unicamente observable en el parénquima cerebral y de una forma

mas patente, en la SVZ.

La presencia de albumina coincide con la existencia de un receptor especifico
para la albumina en el cerebro, cuya expresion se encuentra regulada durante el de-
sarrollo y que se ha postulado durante décadas (Laborda y col. 1989; Habgood y col.
1992; Ohsugi y col. 1992). Recientemente, en nuestro laboratorio, se ha demostrado
que la megalina es el receptor de albimina en astrocitos y, a su vez, se mostré como
su expresion esta regulada durante el desarrollo postnatal en el cerebro (Bentro-

Abreu y col., 2008), siendo, probablemente responsable de la elevada concentracion
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de albumina en el cerebro durante los primeros dias de vida postnatal (Mollgard y
col. 1979; Trojan y Uriel, 1979; Dziegielewska y col. 1980; Velasco y col. 2003). La
expresion de megalina se ha corroborado mediante inmunohistoquimica (figura 11)
pudiendo observarse tanto en el plexo coroideo, lugar de entrada de la albumina des-
de el torrente sanguineo al liquido cefalorraquideo, asi como en la pared celular que
bordea el ventriculo lateral haciendo suponer que ésta es la principal via de entrada
de la albuimina a la SVZ. A su vez, la presencia de megalina es coincidente con la ex-
presion de caveolinas (figura 12), proteinas que forman las caveolas, mecanismo por

el cual la albumina es endocitada (Bento-Abreu, no publicado).

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la endocitosis de la albumi-
na en astrocitos esta mediada por caveolas, siendo la caveolina-1 la responsable del
reclutamiento de la megalina y, la caveolina-2 la mediadora en la formacion e inter-
nalizacion de las caveolas (Bento-Abreu, no publicado). En este sentido, nuestros re-
sultados (figuras 11 y 12) indican que la presencia de megalina coincide con los de
las caveolinas 1 y 2, lo que sugiere que la maquinaria especifica de endocitosis de la

albumina esta presente en la SVZ durante el periodo neonatal temprano.

Aunque nuestro laboratorio ha demostrado que los astrocitos en cultivo pri-
mario son capaces de sintetizar acido oleico en respuesta a la albiumina en la SVZ
durante la temprana etapa postnatal no se observan células GFAP positvas (figura
13). Sin embargo, es en esta region y en este momento en el que se expresa la SCD-
1 (figura 7), enzima limitante de la sintesis de dicho acido graso. Este hecho nos lle-
vO a preguntarnos qué células serian las encargadas de realizar la sintesis de acido
oleico in vivo. En este sentido, observamos la presencia de células BLBP positivas
en la SVZ (figura 15). De hecho, las células BLBP positivas son identificadas como
glia radial y son precursoras de astrocitos y de neuronas (Gotz y Huttner 2005). En
este sentido, la glia radial se encuentra presente durante los primeros estadios del
desarrollo, aunque posteriormente (P15) son sustituidas por células GFAP positivas
(Merkle y Alvarez-Buylla 2006). Como se puede observar en las figuras 9 y 13 la ex-
presion de la albuimina y la de la BLBP muestran una localizacién muy similar a P1,
mostrando formaciones en hileras perpendiculares al ventriculo lateral (figura 16).
Este hecho parece indicar que podria ser la glia radial (células BLBP positivas) la en-

cargada de sintetizar el acido oleico en la SVZ justo después del nacimiento. En apo-
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yo de esta hipotesis, los astrocitos en cultivo primario (figura 14) coexpresan BLBP y
GFAP, lo que parece indicar que los astrocitos en cultivo expresan, al menos en par-

te, el fenotipo de la glia radial.

La SVZ se compone de células con capacidad proliferativa, tales como los pro-
genitores basales y la glia radial, asi como neuronas postmitoticas sin madurar. El
hecho de que la SCD-1 se expresase en dicha region del cerebro nos llevo a estudiar
el papel que podia ejercer la presencia de esta enzima en dicha zona mediante el em-
pleo de explantes de SVZ. De hecho, los explantes permiten el estudio de zonas dis-
cretas del SNC, dado que mantienen las caracteristicas propias de la zona, siendo
ajenas a la influencia de las areas adyacentes. Nuestros resultados muestran que
la presencia de albumina promueve la migracion de las células presentes en la SVZ
(figura 21). Sin embargo, el silenciamiento de la SCD-1 en los explantes previene el
efecto de la albumina sobre la migracion celular (figura 27E), aunque no en presen-
cia de acido oleico (figura 27F). Estos resultados indican claramente que la actividad
de la SCD-1 es necesaria para la migracion celular observada en los explantes de la
SVZ tratados con albumina. Es importante destacar que practicamente la totalidad
de las células que migran son TUJ-1 positivas, lo que sugiere que se trata de neuro-
nas (figura 17). Por otro lado, si se estudia la localizacion de la GAP-43 en las neu-
ronas que migran por efecto de la albumina, se puede observar que, en presencia de
albuiimina o de albumina + acido oleico, la expresion de GAP-43 es muy aparente en
los leading process. Este efecto de la albumina sobre la GAP-43 desaparece en ex-
plantes cuando la SCD-1 se silencia indicando que es un efecto dependiente de aci-
do oleico, lo que es muy importante, dado el papel de esta proteina en la migracion,

arborizacion y formacion de sinapsis (Aigner y Caroni 1995).

En este sentido, GAP-43 esta asociada a la prolongacion de filopodios y a la ar-
borizacion de las neuritas, durante el desarrollo y la regeneracion neuronal y su au-
sencia genera déficits en la localizacion neuronal (Denny 2006). E1 hecho de que el
acido oleico promueva la expresion de GAP-43 en el leading process y la migracion
de las neuronas de la SVZ abre un nuevo camino en la aplicacion de este factor neu-
rotrofico como propulsor de la migracion de nuevas neuronas durante procesos is-

quémicos o neurodegenerativos en el cerebro adulto. Asi, la SVZ del cerebro adulto
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es una de las principales dianas terapéuticas por su capacidad de generar nuevas

neuronas en el cerebro adulto.

Por otro lado, nuestro grupo ha mostrado previamente que el acido oleico ac-
tia como factor neurotréfico en las neuronas, induciendo la expresion de las pro-
teinas marcadoras del crecimiento axonal y dendritico, tales como la GAP-43 y la
MAP-2, respectivamente (Tabernero y col. 2001; Tabernero y col. 2002a). De hecho,
la proteina GAP-43 ejerce un papel fundamental en el crecimiento axonal (Meiri y
col. 1986; Van Hooff y col. 1988), siendo P4 el dia de su maxima expresion en el ce-
rebro (Dani y col. 1991; Velasco y col. 2003). Como se puede observar en la figura
18, nuestros resultados indican que existe una relacion espacio-temporal entre la
expresion de MAP-2 y de GAP-43, con la de la enzima limitante de la sintesis de aci-
do oleico, SCD-1 (figura 7). Este hecho sugiere que el acido oleico puede jugar un
papel fundamental en la maduracion axonal durante el periodo neonatal temprano.
En este sentido, se ha descrito que la expresion de GAP-43 presenta bajos niveles a
E21, produciéndose un aumento sustancial justo después del nacimiento. Asi, la ex-
presion de la GAP-43 aumenta tras el nacimiento hasta llegar a su maximo nivel de
expresion hacia la mitad de la primera semana de vida postnatal (Dani y col. 1991;

Velasco y col. 2003).

Teniendo en cuenta estos precedentes, decidimos investigar el posible papel
que podia ejercer la albumina y, subsecuentemente, el acido oleico sobre la expre-
sion de GAP-43 en el cerebro. Para ello, empleamos cultivos organotipicos de roda-
jas de cerebro extraidos a E21. De esta manera podiamos estudiar el efecto del acido
oleico en zonas mas amplias del cerebro, lo que nos permitiria, en su caso, conocer
la influencia de la SVZ sobre las areas adyacentes. Nuestros resultados muestran,
que la presencia de albumina incrementa significativamente la expresion de GAP-43
en cerebro (figura 33). Es mas, la deteccion imnunohistoquimica de las rodajas nos
permitié comprobar que el aumento de GAP-43 esta localizado en el nucleo estriado
(figura 31). Ademas, este fenomeno esta mediado por la actividad de la SCD-1 en la
SVZ, puesto que su silenciamiento mediante RNA de interferencia previene el au-
mento de la expresion de GAP-43 producida por la albumina, pero no cuando ésta

esta acompanada de acido oleico (figura 36).
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La generacion de neuronas del nucleo estriado tiene lugar en dos oleadas, una
primera oleada de neuronas entre E13 y E16 y una segunda entre E16 y E20. A con-
tinuacion, estas células migran desde la SVZ hasta el nucleo estriado. De hecho, el
desarrollo y maduracion del nucleo estriado contintia durante las dos primeras se-
manas después del nacimiento, observandose crecimiento axonal seguido de forma-
cion de sinapsis (Fishell y van der Kooy 1987). En este sentido, la expresion de GAP-
43 observada en el estriado es alta el primer dia de vida descendiendo a continuacion
(figura 18). La patologia de la enfermedad de Huntington no esta clara a dia de hoy y
se barajan tres hipotesis sobre los mecanismos implicados en la degeneracion. Una
de las hipotesis se basa en la excitotoxicidad que resulta de la sobreestimulacion de
receptores glutamatérgicos ionotropicos estriatales por parte del glutamato que llega
de la corteza cerebral. Otra hipotesis apunta a la disfuncion del metabolismo ener-
gético como posible causa de la enfermedad, dado que las neuronas estriatales son
especialmente sensibles a las toxinas de accion mitocondrial (Broulliet y col., 1999).
La tercera hipotesis sugiere la pérdida del aporte trofico de las células estriatales.
Por otro lado, se ha observado una disminucion de la expresion de BDNF en pacien-
tes con la enfermedad de Huntington (Ferrer y col., 2000; Zuccato y col., 2001) por
accion de la huntingtina mutada. También se ha descrito una menor aportacion de
BDNF de la corteza al estriado (Gauthier y col., 2004) y una alteracion en la secre-
cion de BDNF (Del y col,., 2006). Se ha mostrado que el aporte de la neurotrofina
BDNF, las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, FGF y GDNF han demostrado promover
la supervivencia de neuronas estriatales (Ventimiglia y col., 1995; Gavalda y col.,
2004). De la misma manera, muchos de estos factores también son efectivos en la
proteccion de neuronas estriatales frente a un estimulo excitotéxico o isquémico in

vivo (Alexi y col., 1997; Alberch y col., 2002).

Por otro lado, estudios anatémicos realizados en los cerebros de ratones trans-
génicos nulos de huntingtina, una proteina asociada a la enfermedad de Huntington,
sugieren que las neuronas espinosas medianas del estriado no completan adecua-
damente su programa de desarrollo postnatal, manteniendo caracteristicas electro-
fisiologicas y morfologicas propias de neuronas inmaduras (Belleau y Warren 2000;
Cepeda y col. 1991; Klapstein y col. 2001; Tepper y col. 1998). Estas observaciones
sugieren que la enfermedad de Huntington pudiera ser el resultado de una altera-

cion del desarrollo del estriado (Hernandez-Echeagaray 2004). Por tanto, dado que
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el acido oleico esta presente durante este momento del desarrollo, sus efectos neu-
rotroficos podrian ejercer un papel importante en la maduracion del ntcleo estriado,
sin olvidar su posible uso terapéutico en la prevenciéon de ésta y otras enfermedades

neurodegenerativas que cursan con la degeneracion de las neuronas del estriado.

Tomados en su conjunto, nuestro resultados indican que durante la fase post-
natal del desarrollo cerebral, la zona subventricular, ademas de ser la principal fuen-
te de neuronas durante este periodo, sintetiza acido oleico, el cual, presumiblemente,
ejerce sus efectos neurotroéficos in situ, asi como en las zonas adyacentes. De hecho,
, coincide con la expresion de proteinas caracteristicas del desarrollo neuronal, tales
como la GAP-43, la cual es imprescindible para el crecimiento del axén. Asimismo, el
acido oleico aumenta la migracion de las neuronas de la zona subventricular, lo que
sugiere que el acido oleico puede cumplir un papel importante en la migraciéon de las
neuronas que abandonan la zona subventricular durante este periodo. Por ultimo, el
acido oleico parece estar destinado como senal del desarrollo del estriado, dado que
produce en esta zona el engrosamiento de los haces axonales, contribuyendo, posi-

blemente, a la maduracion definitiva de las neuronas de esta zona.

Es necesario poner de manifiesto que la segunda fase del desarrollo cerebral,
es decir, la que tiene lugar durante el periodo perinatal es de vital importancia en la
especie humana en la que gran parte del desarrollo del SNC tiene lugar después del
nacimiento. Por consiguiente, nuestros resultados apuntan al acido oleico como un
factor fundamental en el desarrollo del cerebro durante este periodo. De hecho, la
sintesis de acido oleico inducida por la albumina podria ser una senal que controlara

la zona subventricular, asi como la maduracion final del estriado.
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1. La concentracion de acido oleico libre en el cerebro aumenta durante el
primer dia de vida, disminuyendo los dias siguientes. La estearil-CoA desaturasa-1
(SCD-1), enzima limitante de la sintesis de acido oleico, se localiza en la zona sub-
ventricular a lo largo del eje rostro-caudal del cerebro, mostrando su nivel mas alto
durante el primer dia de vida, coincidiendo con el pico maximo de acido oleico. Estos
resultados sugieren que el acido oleico puede servir de senal en el desarrollo postna-

tal del cerebro.

2. La albumina se encuentra presente en la zona subventricular y en el
parénquima cerebral circundante durante el primer dia de vida postnatal, disminu-
yendo a partir del dia tercero, hasta quedar finalmente confinada, a partir del dia
décimo, en el plexo coroideo. Por tanto, durante los primeros dias de vida postna-
tal, se observa una relacion espacio-temporal entre la presencia de albumina y la
SCD-1, lo que sugiere que la albumina induce la sintesis de acido oleico en la zona

subventricular.

3. La megalina, que acttia como receptor de la albimina en astrocitos, asi
como las caveolinas 1 y 2, proteinas claves en la endocitosis de la albumina, estan
presentes en las células que rodean el ventriculo lateral, lo que sugiere que la ma-
quinaria necesaria para la endocitosis de la albumina esta presente en las células de

la zona subventricular.

4. La albumina promueve la migracion celular en explantes de la zona
subventricular. Estas células son neuronas, a juzgar por la expresion de TUJ-1, y
por la presencia de GAP-43 en sus leading process. El efecto de la albumina sobre la
migracion neuronal es dependiente del acido oleico sintetizado en la zona subventri-
cular, puesto que el silenciamiento de la SCD-1 suprime el efecto de la albumina, a

menos que ésta vaya acompanada de acido oleico.

5. La distribucién de las proteinas marcadoras del desarrollo neuronal,
TUJ-1, MAP-2 y GAP-43, se correlaciona con la presencia de la SCD-1, tanto en el
espacio como en el tiempo, lo que sugiere que la sintesis de acido oleico esta relacio-

nada con la maduracion de las neuronas durante la etapa postnatal temprana.
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6. La albumina induce la axonogénesis en el estriado, produciendo un au-
mento significativo de la expresion de GAP-43, asi como del grosor de los fasciculos
axonales. Este fenomeno es dependiente de la actividad de la SCD-1, dado que su
silenciamiento impide tales fenomenos. Estos resultados sugieren que el desarrollo
postnatal del estriado esta controlado por el acido oleico sintetizado en la zona sub-

ventricular en respuesta a la albumina.

Conclusion final: La albumina promueve la migraciéon de las neuronas de la
zona subventricular y la maduracion de las neuronas del estriado. Dichos fenome-
nos son dependientes de la sintesis de acido oleico en la zona subventricular. Estos
resultados tomados en su conjunto sugieren que el acido oleico controla la madura-

cion neuronal durante el desarrollo postnatal del cerebro.
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