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Abreviaturas

ABC: complejo avidina-biotina-peroxidasa (del inglés Avidin-Biotin- Complex)
ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ARNIt: 4cido ribonucleico de transferencia

BO: bulbo olfatorio

CB: calbindina D-28k

CCM: capa de las células mitrales

CCP: capa de las células de Purkinje

CG: capa glomerular

CGr: capa de los granos

CIPF: Centro de Investigacion Principe Felipe

CM: capa molecular

CMA: c¢lulas madre adultas

CME: células madre embrionarias

CMH: células madre hematopoyéticas

CMM: células madre mesenquimales

CMO: células de la médula 6sea

CMR: corriente migratoria rostral

CNO: capa del nervio olfatorio

CPE: capa plexiforme externa

CPI: capa plexiforme interna

DAB: 3,3’-diaminobencidina

DAPI: 4, 6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato

DIG: digoxigenina

EDTA: 4cido etilenodiaminotetraacético (del inglés Ethylene Diamine Tetracetic Acid)
ESM: error estandar de la media

FITC: isotiocianato de fluoresceina (del inglés Fluorescein Isothiocyanate)
GFP: proteina verde fluorescente (del inglés Green Fluorescent Protein)
GFAP: proteina acida fibrilar glial (del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein)
Gy: Gray (unidad de radiacion)

H,Opppc: agua destilada tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)

IGF-I: factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (del inglés Insulin-like Growth Factor-1)

IP: ioduro de propidio



Abreviaturas

LacZ: gen reportero que codifica la enzima 3-galactosidasa

MAP2: marcador de estirpe neuronal (del inglés Microtubule Associated Protein 2)

MeV: Megaelectronvoltio (unidad de energfa)

MP: marcador de peso molecular

NDS: suero normal de burro (del inglés Normnal Donkey Serum)

NeuN: marcador de estirpe neuronal (del inglés Newronal Nucles)

NFH: marcador de estirpe neuronal (del inglés NeuroFilament Heavy chain)

NGS: suero normal de cabra (del inglés Nornal Goat Serunz)

Nnal: proteina 1 nuclear del sistema nervioso inducida por axotomia (del inglés Nervous
system Nuclear protein induced by Axotony)

NTS: Tiosulfato Sédico (del inglés Sodium Thiosulphate)

pb: pares de bases

PB: tampon fosfato (del inglés Phosphate Buffer)

PBS: solucién salina tamponada con fosfato (del inglés Phosphate Buffered Saline)

PCD: degeneracion de las células de Purkinje (del inglés Purkinje Cell Degeneration)
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction)

Pm: peso molecular

RNAsas: ribonucleasas

rpm: revoluciones por minuto

SBPE: sustancia blanca periependimaria

SDS: Dodecil Sulfato Sédico (del inglés Sodiun Dodecyl Suiphate)

SEA: Servicio de Experimentacién Animal (Universidad de Salamanca)

SINC: sistema nervioso central

SSC: tampon citrato sédico salino (del inglés Sodium Chloride-Sodium Citrate)

SSR: repeticién de secuencias discretas (del inglés Short Sequence Repeat)

TA: temperatura ambiente

TAE: tampo6n Tris-acido acético-EDTA

TBE: tampén Tris-Borato-EDTA

TGF-B: factor de crecimiento transformante 3 (del inglés Transforming Growth Factor-)
TSA: amplificacion de la senal mediante tiramidas (del inglés Tyramide Signal Amplification)

Tujl: marcador neuronal B tubulina II1
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Introducciion

En los ultimos afos los medios de comunicacién no especializados se han ido
haciendo eco de los distintos avances cientificos relacionados con las células madre, lo que
ha permitido la difusiéon de numerosa informacién sobre este campo al publico en general.
Por desgracia, gran parte ha sido publicada de manera bastante confusa, en muchas ocasio-
nes desvirtuada, sobre todo cuando se pronostican las perspectivas de aplicacion clinica de
las células madre. Es por ello por lo que las células madre han llegado a ser consideradas de
una forma bastante imprudente como una fuente de recambios, de potencial ilimitado, de
las distintas partes del cuerpo humano. Dejando a un lado su impacto mediatico, las células
madre constituyen una de las areas mas fascinantes de la Biologia actual. No obstante, co-
mo en la mayoria de los campos de investigacion cientifica en expansion, la investigacion
con células madre plantea nuevas cuestiones cientificas y éticas conforme se van generando
nuevos descubrimientos.

Uno de los avances mas significativos e importantes de las dltimas décadas en el
campo de las células madre, y por extension en el de la Neurociencia, tuvo lugar en el afio
1962, cuando Joseph Altman sugiri6 la posibilidad de formacién de nuevas neuronas en el
encéfalo de mamiferos adultos (Altman, 1962). Este trabajo constituy6 toda una revolucion
frente a las teorfas previamente establecidas en las que se consideraba al cerebro adulto

como una estructura sin capacidad de renovacion estructural y con una plasticidad muy
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limitada (Ramoén y Cajal, 1914). La neurogénesis adulta, actualmente aceptada en todos los
grandes grupos de vertebrados (Garcia-Verdugo e al., 2002), tiene lugar a partir de células
madre situadas en regiones muy concretas del encéfalo (Altman, 1969; Eriksson ez al., 1998;
Komuro ef al., 2001). Casi 40 afios después de la aparicioén del trabajo de Altman (1962), se
han publicado una serie de estudios que evidencian una nueva via relacionada con la for-
macién de neuronas en el encéfalo de animales adultos (Brazelton e# al., 2000; Mezey et al.,
2000; Alvarez-Dolado et al, 2003; Weimann e# al., 2003a, b). En este caso, las células madre
implicadas en el proceso se encuentran situadas fuera del sistema nervioso central (SNC),
concretamente en la médula 6sea. Asi pues, a rafz de estos inesperados descubrimientos, ha
surgido una nueva linea de investigaciéon encaminada hacia la terapia celular y la medicina
regenerativa, cuya base son las células madre de la médula 6sea. Un mejor conocimiento de
este tipo de células, asi como de los diferentes procesos en los que se encuentran implica-
das, podria permitir en un futuro el desarrollo de nuevas estrategias para su utilizaciéon en el
tratamiento de enfermedades neurolégicas humanas. El presente trabajo de Tesis Doctoral
contribuira a esta nueva linea de investigacion mediante la puesta a punto de todos los pro-
cedimientos necesarios para poder afrontar con éxito el estudio de la llegada de células de la
médula 6sea al encéfalo de animales adultos con neurodegeneraciéon posnatal selectiva.
Comenzaremos esta introduccion describiendo qué son las células madre, enume-
rando sus diferentes tipos, haciendo especial hincapié en las células madre adultas, y mas
concretamente en las células madre de la médula 6sea, objeto de este trabajo. A continua-
cion, trataremos sobre la plasticidad celular. Finalizaremos este apartado de la introduccion
relacionado con las células madre resumiendo las principales implicaciones clinicas y tera-
péuticas de las células madre de la médula 6sea. Posteriormente, haremos un resumen de
las caracteristicas del modelo experimental de neurodegeneraciéon que vamos a utilizar, el
raton mutante PCD (del inglés Purkinje Cell Degeneration). Asi, describiremos la mutacion
ped V) sus efectos generales y su importancia para este trabajo. Ademis, explicaremos mas
detenidamente los principales efectos de esta mutacién en el cerebelo y en el bulbo olfato-
rio (BO), regiones en las que centraremos nuestro estudio. Concluiremos el apartado de

introduccién con la justificacion y objetivos de esta Tesis Doctoral.
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Las células madre

¢Qué son las células madre?

Una definicién completa y sencilla es la realizada por Mimeault y Batra en 2006:
“Las células madre son células indiferenciadas que presentan una capacidad de autorreno-
vacion ilimitada y que pueden generar multiples linajes celulares que contribuyen a la
homeostasis de los tejidos mediante reemplazamiento de células o regeneracion tisular tras
un dafio”. Asi pues, una definicién adecuada de célula madre tiene que hacer referencia, al
menos, a dos propiedades fundamentales:

Autorrenovacion: consiste en la habilidad para pasar por numerosos ciclos de division
celular manteniendo su estado indiferenciado.

Potencialidad ilimitada: es la capacidad para diferenciarse en cualquier tipo de célula
madura, de cualquier linaje celular. Asi, considerando su potencial de diferenciaciéon (Young
y Black, 2004; Fortier, 2005), las células madre pueden ser clasificadas en:

Células madre totipotentes. Tienen un potencial de diferenciacién maximo, es
decir, son capaces de diferenciarse no sélo en cualquier célula de un organismo, sino tam-
bién de tejidos extraembrionarios asociados con ese organismo. Las células madre totipo-
tentes se producen tras la fusion de un 6vulo y un espermatozoide. Las células producidas
por las primeras divisiones tras la fecundacion también son totipotentes. Estas células pue-
den, por tanto, diferenciarse en cualquier tipo celular tanto embrionario como extraem-
brionario.

Células madre pluripotentes. Son descendientes de células totipotentes, y pueden
diferenciarse en células de cualquiera de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo,
ectodermo). Las células madre pluripotentes pueden dar lugar a cualquier tipo celular adul-
to o fetal. Sin embargo, por si mismas no pueden desarrollar un feto o un animal adulto
puesto que carecen del potencial para contribuir a la formacién de tejidos extraembriona-
rios, como, por ejemplo, la placenta.

Células madre multipotentes. Son aquellas que sélo pueden producir células de
su propia capa germinal (endodermo, mesodermo, ectodermo) de origen.

Células madre unipotentes. S6lo pueden dar lugar a un unico tipo celular, pero
presentan una capacidad de autorrenovacion que las distingue del resto de células no consi-

deradas como células madre.
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En sentido estricto, segun esta clasificacion y considerando la definicién anterior de
célula madre, sélo podrian ser consideradas como tal las totipotentes y pluripotentes; sin
embargo, en los dltimos afios se han demostrado propiedades inesperadas de las células
madre multipotentes y unipotentes que permiten considerarlas como células madre, segin

detallaremos mas adelante.

Tipos de células madre

Ademas de en funcién de su potencial de diferenciacion, las células madre pueden
ser clasificadas teniendo en cuenta su origen. De esta manera, se pueden considerar diferen-
tes tipos de células madre a partir de embriones, de tejidos fetales, del cordon umbilical, asi
como de nichos especificos de diferentes 6rganos y tejidos de mamiferos adultos, tales co-
mo la médula 6sea o el cerebro (Ortiz-Gonzalez et al., 2004; Li y Xie, 2005; Mimeault y
Batra, 2000). A continuaciéon resumiremos las principales caracteristicas de las células ma-

dre embrionarias, de las células madre del cordén umbilical y de las células madre adultas.

Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (CME) son células madre pluripotentes derivadas
de la masa celular interna del embrién en estadio de blastocisto. En los dltimos afios se han
establecido varias lineas de CME de mamiferos, entre las que se incluyen lineas humanas
(Mimeault y Batra, 2006; Trounson, 2006). Todas ellas son capaces tanto de autorrenovarse
como de diferenciarse en cualquier tipo de célula madre fetal o adulta o en sus progenitores
mas diferenciados. Por lo tanto, no es extrafio que se estén planteando terapias con CME
para la reparacion de tejidos tras un dafio o una enfermedad. Sin embargo, debido al origen
embrionario de estas células, su utilizaciéon en medicina regenerativa, asi como la propia
investigacion basica, conllevan una enorme controversia. Puesto que la presente Tesis Doc-
toral trata sobre las células madre adultas de la médula 6sea, y en ningin momento se han
empleado CME, no abordaremos en esta introduccion los problemas éticos de su utiliza-

cion.

Células madre del cordin umbilical

Englobamos en este apartado a las células madre procedentes del cordon umbilical,
tanto de su epitelio (Mizoguchi ez a/., 2004; Sanmano e¢f al., 2005) como del tejido conectivo
que lo compone, conocido como gelatina de Wharton (Can y Karahuseyinoglu, 2007), y de

la sangre que contiene (Mimeault y Batra, 2006). Todos ellos constituyen una fuente de
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células madre que pueden ser usadas para la obtencién de diversos tipos celulares diferen-
ciados (Cohen y Nagler, 2004; Sanmano e7 a/., 2005; Mimeault y Batra, 2006). Cabe destacar
que en el caso de las células madre, tanto de la sangre del cordén umbilical (Ishikawa ef al,
2003; Ortiz-Gonzalez et al., 2004) como de la gelatina de Wharton (Conconti ¢ al., 2006; Lu
et al., 2006; Can y Karahuseyinoglu, 2007; Karahuseyinoglu ez a/, 2007), ha sido posible
diferenciarlas en diversos progenitores de células funcionales entre las que se incluyen célu-
las hematopoyéticas, progenitores de células neurales, hepatocitos, células pancreaticas y
endoteliales, bajo condiciones especificas tanto 7z vivo como 7n vitro. Ademas, en el caso de
la sangre del cordén umbilical humano existe una subpoblacion de células madre mesen-
quimales mas primitiva que las de la médula 6sea adulta (Erices ef a/., 2003; Chang et al.,
2000). Estas células madre mesenquimales de la sangre del cordén umbilical pueden, asi-
mismo, diferenciarse 7z vitro en multiples linajes celulares bajo condiciones especificas (Mi-
meault y Batra, 2000). De este modo, la diferenciacién de las células madre de la sangre del
cordén umbilical en progenitores de células madre adultas especificas de tejido se presenta
como una posible estrategia alternativa para terapias celulares (Mimeault y Batra, 20006),

que, aunque exentas de controversia ética, s{ presentan problemas practicos.

Células madre adultas

Las células madre adultas (CMA) muestran generalmente un potencial de diferen-
ciacion mas restringido que las CME y que las células madre del cordén umbilical, y dan
lugar a un nimero mas limitado de progenitores celulares diferentes. Numerosos estudios
han mostrado la existencia de poblaciones de CMA y células acompafiantes en areas especi-
ficas denominadas nichos, situados en la mayoria de 6rganos y tejidos de mamiferos adul-
tos, entre los que se incluyen: el tracto gastrointestinal (Brittan y Wright, 2002; Modlin ez 4/,
2003), el cerebro (Doetsch, 2003), los ojos (Sun y Lavker, 2004), la piel (Tumbar et al,
2004), las mamas (Clayton ez al., 2004), el pancreas (Seaberg ez al., 2004), el corazéon (Leri ez
al., 2005), el higado (Guettier, 2005), los pulmones (Griftiths e a/., 2005), los ovarios y los
testiculos (von Schalburg ez al., 2000), la prostata (Burger ez al., 2005) y la médula 6sea (Wil-
son y Trumpp, 2006). De hecho, las CMA parecen originarse durante la ontogenia y man-
tenerse en nichos especializados de 6rganos y tejidos donde podrian permanecer quiescen-
tes durante periodos de tiempo de diversa duracion. LLas CMA y sus células acompafiantes
parecen interaccionar reciprocamente mediante diferentes tipos de conexiones intercelula-
res, tales como uniones gap o uniones adherentes que permiten el mantenimiento de la in-

tegridad del nicho (Fuchs ez a/., 2004; Hirao et al., 2004). Asi pues, las CMA latentes parecen
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ser activadas durante el reabastecimiento celular para repoblar compartimentos tisulares
bajo condiciones tanto fisiolégicas como patologicas (Li y Xie, 2005; Mimeault y Batra,
2000). De todos los tipos de CMA mencionados anteriormente, desarrollaremos en mayor

profundidad las CMA de la médula 6sea, ya que son las utilizadas en este trabajo.

La importancia del nicho

Como hemos apuntado anteriormente, el nicho de una célula madre es un mi-
croambiente que permite el mantenimiento indiferenciado de las células madre en la mayo-
rfa de 6rganos y tejidos de mamiferos adultos. Sin embargo, un nicho es mucho mas que un
simple emplazamiento anatémico, puesto que, como se ha puesto de manifiesto en estudios
previos (Fuchs ez al., 2004), la interaccion fisica directa entre las células madre y sus vecinas
es critica en el mantenimiento del potencial y las propiedades de las primeras. Un ejemplo
lo tenemos precisamente en la médula dsea, donde las células madre hematopoyéticas
(CMH) se localizan a lo largo de la superficie mas interna del hueso, que se encuentra par-
cialmente recubierta de osteoblastos. A medida que las CMH van madurando, van perdien-
do sus contactos con las células vecinas del estroma, haciéndose cada vez mas proliferati-
vas. Al parecer, la capacidad de las CMH de mantenerse en un ciclo celular lento depende
de su capacidad para adherirse directamente a los osteoblastos a través de uniones adheren-
tes mediadas por N-cadherina (Zhang e a/., 2003) y de su adhesion a la lamina basal me-
diante integrinas (Fuchs ez 4/, 2004). Tanto integrinas como uniones adherentes juegan un
papel critico en el mantenimiento de la localizacion, la adherencia y el estatus proliferativo
de estas células (Watt y Hogan, 2000).

La capacidad del nicho para retener a sus células madre parece estar también rela-
cionada con el proceso de reclutamiento de células madre, un proceso conocido como
“homing” (Whetton y Graham, 1999; Fuchs ez a/., 2004). Asi pues, los nichos pueden com-
portarse como puntos hacia los que son atraidas las células madre. De este modo, las CMH
trasplantadas desde un animal donante a otro animal al que se le ha eliminado la médula
6sea son capaces de encontrar su destino en el animal receptor, en el que reconstituyen la
médula 6sea.

La regulacion de la autorrenovacion de las células madre es una caracteristica esen-
cial de un nicho; el equilibrio entre autorrenovacion y diferenciacion de sus células madre
llega a ser critico en el mantenimiento de un nimero adecuado de células madre en el in-

terior del nicho y en satisfacer la demanda de células diferenciadas en sus tejidos adyacentes

(Fuchs ez al., 2004).

18



Introducciion

Equilibrio autorrenovacion-diferenciacion

ILa idea mas aceptada para explicar el equilibrio entre autorrenovacion y diferencia-
ci6n de las CMA se basa en la posibilidad de que haya divisiones simétricas y asimétricas.
Durante la autorrenovacion, la expansion de cada célula madre parece implicar su division
simétrica en dos células madre hijas idénticas. Por el contrario, la division asimétrica de las
células madre durante la diferenciacién conlleva que cada célula madre en divisién produz-
ca una célula madre hija y una célula hija en un paso intermedio de su desarrollo. Este se-
gundo tipo de célula, generada durante una divisiéon asimétrica, se caracteriza generalmente
por sus propiedades migratorias y por una elevada capacidad de proliferacion (Mimeault y
Batra, 2006). Ademas, estas células hijas podrian dar lugar a otros progenitores celulares
intermedios y, en dltimo término, a células mas diferenciadas, constituyendo 6rganos y teji-
dos en la misma region en donde se han originado o bien en otras regiones mas distantes.
De hecho, la migracion de estas células a regiones mas alejadas, asi como los cambios en su
microambiente local durante la amplificacién, podrian dar lugar a su diferenciacion o trans-
diferenciacién en progenitores de diferentes linajes celulares. Muchos trabajos previos han
mostrado cémo las CMA, y mas particularmente las de la médula 6sea, pueden redistribuir-
se bajo ciertas condiciones fisiologicas o patologicas por otros tejidos distantes a través del
sistema circulatorio (Kopen e# al, 1999; Blau et al, 2001; Jiang et al., 2002; de Vries et al.,
2004). En realidad, el nuevo microambiente al que se ven expuestas, que es predominante
en el nuevo tejido, podria contribuir a su determinacion y diferenciacién en progenitores

celulares especificos de ese tejido.

Plasticidad de las células madre adultas

Tradicionalmente se ha considerado que las CMA estan restringidas en su potencial
de diferenciacién y regeneracion a los tejidos en los que residen, jugando un papel clave en
la continua homeostasis de estos tejidos. A modo de ejemplo, cabe destacar las células ma-
dre hematopoyéticas —que pueden reconstituir la sangre tras una irradiacion letal— las célu-
las madre hepaticas que proliferan después de una hepatectomia parcial o los precursores
de queratinocitos que participan en el proceso de cicatrizacion de una herida (Blau e al.,
2001). Sin embargo, en los dltimos afios se esta poniendo en duda esta vision tan restringi-
da del potencial de las CMA. Ello se debe a trabajos que han mostrado cémo células deri-
vadas de la médula 6sea son capaces no sélo de reconstituir la sangre, sino también de con-
tribuir al musculo (Bittner ef al., 1999; Gussoni ¢z al, 1999), al cerebro (Brazelton et al.,

2000; Mezey et al., 2000), al higado (Petersen e7 al., 1999; Theise e/ al., 2000a, b), al corazén
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(Ortlic et al., 2001) y al endotelio vascular (Jackson ez al., 2001). Algunos estudios evidencian
incluso el movimiento de células madre en sentido inverso, sugiriendo que células muscula-
res (Jackson ez al, 1999) o derivadas del SNC (Bjornson e al, 1999) podrian dar lugar a
sangre. Aunque muchos de estos cambios en el destino celular han sido observados des-
pués de un dafio tisular, en algunos casos estas transiciones entre distintos compartimentos
celulares han sido demostradas en ausencia de lesién aparente. El descubrimiento de que
las CMA puedan inicialmente residir en un tejido y luego contribuir a otro sugiere un grado
de plasticidad de las células madre previamente desconocido. De hecho, actualmente se
esta empezando a considerar que los cambios en el destino celular son una propiedad natu-
ral de las células madre, que podria estar implicada en la reparacion fisiologica de los tejidos
dafnados a lo largo de la vida. Aunque la frecuencia en cada caso es todavia relativamente
baja, los numerosos, recientes e inesperados descubrimientos sugieren que la biologia de las

células madre podria ser mas compleja de lo que originariamente se pronosticé (Blau ez 4/,

2001).

Las células madre de la médula 6sea

LLa médula 6sea es una region compleja y bien organizada, localizada en las cavida-
des cilindricas de los huesos largos y en los intersticios de las porciones esponjosas de la
mayoria de los huesos (Fawcett, 1987). Su funcién principal es la de promover la hemato-
poyesis. Esta constituida por varios tipos celulares, entre los que se incluyen los elementos
basicos del estroma y del sistema hematopoyético. Contiene células madre hematopoyé-
ticas y células estromales que colaboran reciprocamente en los diferentes procesos de
formacién de todos los linajes celulares, tanto sanguineos como de la propia médula 6sea
(Heissig et al., 2005; Wilson y Trumpp, 20006). Las células madre hematopoyéticas son las
responsables de la formacion de todos los tipos de células sanguineas del organismo y fue-
ron identificadas como células madre hace mas de 40 afios (Becker ¢ al., 1963). Las células
estromales de la médula 6sea fueron descritas como una poblacion celular altamente hete-
rogénea, compuesta por multiples tipos celulares con diferentes potenciales de prolifera-
cion y diferenciacion, y que generaban hueso, cartilago, grasa, tejido conjuntivo fibroso y la
red reticular que sustentaba la formacién de células sanguineas (Friedenstein ez al, 19606;
Owen, 1988). Entre los diferentes tipos de células estromales, destaca la presencia de las
células madre mesenquimales (CMM). Hay que resaltar que, pese a no ser exclusivas de la
médula 6sea, las CMM han sido clasicamente obtenidas de ésta, por lo que muchos trabajos

hacen referencia a ellas como “células estromales”. Sin embargo, es importante resefiar que
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ambos términos no son equivalentes y que hacen referencia a dos entidades reconocidas
cada vez mas como diferentes. A diferencia de las células estromales, descritas anteriormen-
te, las CMM de la médula 6sea representan una subpoblacién mas homogénea de células
con caracteristicas y marcadores de superficie celular especificos de las células madre. Pues-
to que en el presente trabajo no hemos realizado una purificaciéon de los distintos compo-
nentes celulares de la médula 6sea, nos referiremos a las células madre procedentes de ella
como “células madre de la médula 6sea”. Pese a ello, hemos creido oportuno dedicar una
parte de esta introduccion para describir los dos tipos principales de células encontradas en

la médula 6sea.

Las células madre hematopoyéticas

El elevado potencial regenerativo de las células sanguineas tras una pérdida grave de
sangre, asi como la continua produccién y renovaciéon de linfocitos, son poderosos indica-
dores del potencial regenerativo de las células madre hematopoyéticas (CMH). En 1867, el
patdlogo aleman Julius Cohnheim fue el primero en describir que la médula 6sea daba lugar
a células circulantes, entre las que se inclufan fibroblastos implicados en procesos inflama-
torios y de cicatrizacion (ver Togel y Westenfelder, 2007). Sin embargo, no es hasta 1963
cuando se acepta la clonogenicidad de los linajes de células sanguineas y el concepto de
célula madre hematopoyética (Becker ef al., 1963; Siminovitch et al., 1963). Las CMH son
células indiferenciadas capaces de autorrenovarse y de diferenciarse paso a paso en células
sanguineas completamente especializadas como, por ejemplo, eritrocitos, trombocitos o
leucocitos. A pesar del corpus documental que se ha ido generando acerca de la identidad de
estas células, su completa identificacién es todavia objeto de debate, y aun no se ha conse-
guido caracterizar un marcador tnico que permita identificar con seguridad este tipo de
célula (Orlic y Bodine, 1994; Togel y Westenfelder, 2007). No obstante, su capacidad de
autorrenovacion y su potencialidad quedaron puestas de manifiesto sin ningin tipo de duda
tras demostrarse como una unica CMH era capaz de implantarse y regenerar tanto la linea
sanguinea mieloide como la linfoide de un animal previamente irradiado (Smith ez a/, 1991).

Las CMH son las células madre mejor entendidas del organismo, debido principal-
mente a su facil accesibilidad, a la disponibilidad de modelos de ratén que incluyen un am-
plio rango de marcadores de superficie y a su extensa utilizaciéon en aplicaciones clinicas.
Con todo, a finales de la década de los 90, varios laboratorios descubrieron propiedades
sorprendentes y previamente desconocidas de las CMH que cuestionaban los dogmas acep-

tados durante mucho tiempo relativos a la irreversibilidad de la diferenciacion y al mante-
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nimiento del compromiso del linaje celular (Raff, 2003). Algunos de estos grupos demos-
traron que las células derivadas de la médula 6sea no estaban sélo comprometidas a su lina-
je natural, sino que también eran capaces de diferenciarse en hepatocitos o células muscula-
res (Ferrari et al., 1998; Gussoni e7 al., 1999; Petersen ez al., 1999). Puesto que en estos expe-
rimentos se emplearon poblaciones de médula 6sea sin fraccionar, la célula responsable de
estos inesperados resultados no pudo ser identificada hasta que finalmente se pudo demos-
trar que CMH altamente purificadas eran capaces de diferenciarse en células constituyentes
de la mayoria de los tejidos tras su trasplante (Krause ef 2/, 2001). No obstante, estos resul-
tados no han sido aceptados inequivocamente, pues podrian ser debidos a otros mecanis-
mos distintos de la plasticidad celular o de la transdiferenciacioén. Se han planteado explica-
ciones alternativas para esta supuesta plasticidad entre las que se incluyen la fusién celular
(Terada ez al., 2002; Ying et al., 2002), los problemas metodolégicos (Raff, 2003) y la restric-
ci6n a modelos patolégicos (Togel y Westenfelder, 2007). Sin embargo, ademas de la dife-
renciacion, hay otros mecanismos potenciales de accion de las CMH en tejidos danados.
Entre estos mecanismos destacan: a) la secreciéon de diversas quimioquinas y citoquinas,
que estimulan la regeneracion inhibiendo la apoptosis, suprimiendo reacciones inmunes y
aumentando la angiogénesis; b) el incremento de la proliferacion de células madre endoge-
nas del tejido, y c) el rescate celular mediante fusion celular o, incluso, transferencia mito-

condrial (Prockop y Olson, 2007; Spees ¢f al., 2000).

Las células estromales de la médula dsea

El estroma de la médula 6sea es una estructura compleja altamente vascularizada
que contiene células estromales y elementos de la matriz extracelular que mantienen la
hematopoyesis (Neiva ez a/., 2005). Entre las células estromales de la médula 6sea destaca la
presencia de células madre, descubiertas gracias a un trabajo revolucionario llevado a cabo
en los afios 70 por Friedenstein y colaboradores (1970, 1974a, b). En este estudio se carac-
terizaron las células de tipo fibroblasto que formaban colonias y que se habian adherido a la
placa de cultivo tras la siembra de médula 6sea intacta. Estas células de crecimiento rapido,
que podian ser estimuladas mediante cambios en las condiciones del medio o trasplantan-
dolas en animales, se diferenciaban en osteocitos, condrocitos y adipocitos. Este trabajo ha
sido corroborado por numerosos grupos, y estas células han sido denominadas de muy
diversas formas, como, por ejemplo, unidades formadoras de colonias de fibroblastos, célu-
las madre mesenquimales o células del estroma medular (Togel y Westenfelder, 2007). De-

bido a su multipotencialidad, uno de los términos mas aceptados en la actualidad es el de
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“células estromales mesenquimaticas multipotentes” (Dominici e al., 20006). Estas células se
caracterizan por sus propiedades de adhesion a la materia plastica; la expresion de marcado-
res de superficie CD73, CD90, CD105; la ausencia de CD34, CD45, HLADR, y la diferen-
ciacién en adipocitos, osteocitos y condrocitos bajo condiciones especificas de cultivo. Al-
gunos trabajos recientes (Grove ef al., 2004; Mimeault y Batra, 2000) las subdividen en: cé-
lulas progenitoras del mesodermo primitivo, células progenitoras multipotentes adultas y
células madre mesenquimales. No obstante, los tres tipos pueden diferenciarse en los dife-
rentes tipos celulares que participan activamente en la formacion de moléculas de la matriz
extracelular calcificada (Reyes e7 @/, 2001). Ademas, también podrian diferenciarse en otros
tipos celulares de distintos linajes bajo condiciones especificas de cultivo (Pittenger e 4/,
1999; Sanchez-Ramos ez al., 2000; Jiang e7 al., 2002).

Mientras que su capacidad para dar lugar a tejidos mesenquimaticos es inherente,
muchos grupos de investigacion han descrito también su inesperada diferenciaciéon en car-
diomiocitos (Pittenger y Martin, 2004), células neurales (Cho e 4/, 2005) y pneumocitos
(Rojas e# al., 2005). Aunque algunos de estos resultados fueron obtenidos 7z vitro y, por tan-
to, estan sujetos a criticas de tipo metodolégico (Chen ef al., 2006), se ha demostrado que
estas células llegan a formar parte, en mayor o en menor medida, de todos los érganos, tras
su inyeccion sistémica (Devine ez al., 2003; Anjos-Afonso et al., 2004).

Por dltimo, las células estromales mesenquimaticas multipotentes son faciles de
mantener y de expandir 7z vitro, y pueden ser alteradas genéticamente con vectores virales,

lo que las convierte en un posible vehiculo para la terapia génica celular (Caplan, 2000).

Plasticidad de las células madre de la médula dsea

Como hemos venido introduciendo hasta este punto, en la ultima década se han
realizado una serie de trabajos que ponen de manifiesto la capacidad de las células madre de
la médula 6sea para dar lugar a células propias de otros érganos, entre los que se incluyen:
los pulmones, el corazén, el musculo, el intestino, los rifiones, la retina, el higado, el pan-
creas, el bazo, la piel y el cerebro (ver revision de Grove ¢ al., 2004). En estos estudios, las
células madre de la médula 6sea pueden tener un origen hematopoyético o estromal. Es
importante sefialar que, puesto que no se ha llegado a determinar con exactitud si las célu-
las implicadas en este proceso son directamente las células madre de la médula 6sea o célu-
las originadas a partir de éstas, de aqui en adelante nos referiremos a ellas como células de

la médula 6sea (CMO).
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A continuacién, presentaremos brevemente algunos de estos estudios en los que se
muestran claras evidencias de este proceso, hasta hace poco tiempo inimaginable. No obs-
tante, puesto que la sangre tiene acceso a todos los tejidos corporales, estos descubrimien-
tos podrian resultar menos sorprendentes de lo que parecen inicialmente. De hecho, los
cambios en el destino celular podrian ser una propiedad fisioldgica corriente en animales
adultos, puesto que muchos de los trabajos citados a continuacién implicaron el trasplante
directo de células adultas sin haber sido manipuladas experimentalmente.

En la mayorfa de estos experimentos, en los que se demuestra que CMO dan lugar
a tipos celulares propios de otros 6rganos y tejidos, se ha utilizado un procedimiento bas-
tante similar. En ellos, la identificacién de los cambios en el destino celular se consigue
mediante el trasplante intravenoso o intraperitoneal de CMO de un ratén adulto, identifi-
cable genéticamente, en hospedadores normales adultos y letalmente irradiados. Ante ele-
vadas dosis de radiacion, los ratones mueren si no reciben un trasplante de médula 6sea
que permita la reconstruccion de todos los linajes celulares de la sangre. Asimismo, el éxito
del trasplante puede ser confirmado por medio de la supervivencia de los animales recepto-
res y del grado de quimerismo sanguineo. Para la identificacion de las células del donante, la
médula 6sea procede de ratones donantes transgénicos que expresan constitutivamente en
sus células la proteina verde fluorescente (GFP, del inglés Green Fluorescent Protein) o la en-
zima B-galactosidasa. Alternativamente, también se usan células procedentes de un ratéon
macho, que, tras su trasplante en hembras receptoras, pueden ser detectadas mediante un
marcaje especifico para el cromosoma Y. En todos estos casos, los resultados sugieren que
células de la médula 6sea pueden experimentar un proceso gradual que lleva consigo una
migracion, una conversiéon a un nuevo fenotipo y la adquisicion de funciones caracteristicas

del tejido en el que finalmente se encuentran.

De la médula 6sea al musculo

El primer estudio que demostré que las CMO llegaban a incorporarse estructural y
funcionalmente en el muisculo esquelético en regeneracion fue llevado a cabo por Ferrari y
colaboradores (1998). En este trabajo, en el que no entraron a detallar el tipo celular res-
ponsable de este fendmeno, sugerian que, tras el trasplante de médula 6sea, las células deri-
vadas de ésta daban lugar a miocitos en aquellas regiones que habian estado expuestas a un
dafio quimico, inducido por la inyeccién intramuscular de cardiotoxina. Para ello utilizaron
como donantes una linea de ratones transgénicos en la que /cZ (gen reportero que codifica
la enzima B-galactosidasa) se expresaba bajo el control de un promotor especifico de la

miosina muscular. Estudios posteriores demostraron que las lesiones genéticas caracteriza-
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das por una degeneracién muscular crénica, como es el caso de la distrofia muscular de
Duchenne, también provocaban una llegada de CMO a las fibras musculares. En este caso,
los animales receptores fueron hembras irradiadas de ratéon mdx (modelo animal de dicha
enfermedad) y los donantes fueron ratones silvestres machos. Tras el trasplante de médula
6sea, las hembras mdx trasplantadas presentaban células musculares originadas a partir del
donante, que producian los factores de transcripcién musculares especificos myf5 y mioge-
nina, asi como la proteina distrofina, ausente en la distrofia muscular de Duchenne (Bittner
et al., 1999; Gussoni ez al., 1999). Es importante destacar que en estos estudios la frecuencia
de aparicion de las células originadas a partir de la médula 6sea trasplantada en los animales
receptores fue siempre muy baja (Vieyra ez al, 2005). Pese a ello, quedaba demostrado que
CMO eran capaces de migrar y convertirse en miocitos en respuesta a un dafio muscular

inducido quimica o genéticamente.

De la médula 6sea al corazéon

A tenor de los resultados observados para el musculo esquelético, varios trabajos
(Jackson e7 al., 2001; Orlic et a/., 2001) sugirieron que la conversion de células de la médula
6sea en células musculares podria estar ocurriendo también en el corazén. En estos ensa-
yos, CMO marcadas con GFP fueron inyectadas directamente en la regiéon proxima a una
zona infartada del ventriculo izquierdo de ratones, dando como resultado la sustitucion del
tejido muerto por células que expresaron proteinas especificas del musculo cardiaco tras
llegar al 6rgano diana (Otlic et a/, 2001). Posteriormente, también se comprob6 cémo la
inyeccion intravenosa de células de la médula 6sea en ratones letalmente irradiados no sélo
reconstitufa la sangre de los animales receptores, sino que, ademas, conllevaba la incorpora-
cion de estas células en el miocardio lesionado por isquemia, expresando, ademas, proteinas
tipicas de cardiomiocitos, como, por ejemplo, la a-actinina (Jackson e# a/, 2001). Sin em-
bargo, aunque estos trabajos demostraron la llegada de CMO al corazén, la frecuencia de
este proceso era también muy baja (Vieyra ez al., 2005). No obstante, muchos de los recien-
tes avances cientificos en el campo de la regeneracion cardiovascular, tanto en animales
como en seres humanos, se estin llevando a cabo mediante la utilizacién de células madre

de la médula 6sea (Liao ef al., 2007).

De la médula 6sea al higado
Una de las demostraciones mas contundentes de la regeneracion de tejidos no
hematopoyéticos a partir de la médula 6sea es la relacionada con el higado. En este sentido,

se ha demostrado como las CMO son capaces no sélo de regenerar grandes porciones de
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este 6rgano, sino también de llevar a cabo su funcién, rescatando de la muerte a ratones
con enfermedades hepaticas de origen genético (Lagasse e al, 2000). En estudios de este
tipo, tras recibir el trasplante de médula 6sea, los ratones eran tratados con drogas que in-
ducian dafio hepatico y bloqueaban la proliferacién de los hepatocitos, y, sin embargo, pre-
sentaban en sus higados CMO que iban madurando poco a poco y dando lugar a hepatoci-
tos (Petersen ef al, 1999; Theise et al, 2000a). Paralelamente, Lagasse y colaboradores
(2000) utilizaron ratones deficientes en la enzima fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH -/-;
animales modelo de una enfermedad hereditaria hepatica letal, la tirosinemia de tipo I).
Estos ratones fueron irradiados letalmente y trasplantados con médula 6sea de animales
silvestres. Los hepatocitos derivados de las CMO trasplantadas no sélo constituyeron del
30 al 50% de la masa total del higado a los 7 meses después del trasplante, sino que tam-
bién restablecieron la mayoria de las funciones hepaticas, como la expresion de la hidrolasa
hepatica —antes ausente—, hasta niveles cercanos a la normalidad, conduciendo a su super-
vivencia a largo plazo (Lagasse et al, 2000). A pesar de que, en este caso, el dafio tisular
juega probablemente un papel importante en la respuesta, la repoblacién del higado por
CMO puede ocurrir también en ausencia de lesion, aunque en menor proporcion (Theise ef
al., 2000a). Incluso en humanos, se ha visto como las CMO son capaces de dar lugar a un
numero considerable de hepatocitos y de células ducturales, tanto en higados de pacientes
que habian recibido un trasplante de médula 6sea procedente del sexo opuesto, como en
higados trasplantados (Alison ef a/, 2000; Theise ez al., 2000b). Por ello, dada la ausencia de
tratamientos para algunas enfermedades hepaticas severas, resulta de gran interés el estudio

riguroso y profundo de esta regeneracion del higado por CMO (Blau ez 4/, 2001).

De la médula dsea al cerebro

A modo de anécdota, cabe destacar que los dos primeros estudios en demostrar es-
te proceso fueron aceptados para su publicacion el mismo dia (31 de octubre de 2000) por
la revista Science pese a haber sido llevados a cabo por dos grupos de investigacion indepen-
dientes (Brazelton ez al., 2000; Mezey ez al., 2000). En ambos trabajos se ponia de manifiesto
que el trasplante de médula 6sea, bien mediante inyeccién intravenosa (Brazelton e al.,
2000), bien mediante inyeccioén intraperitoneal (Mezey e al., 2000), da lugar a células con
caracteristicas neuronales en el SNC de ratones. En el trabajo llevado a cabo por el grupo
de Brazelton, células derivadas de la médula 6sea trasplantada eran detectadas en diversas
regiones del cerebro de ratones adultos letalmente irradiados, entre las que se inclufan el
hipocampo, el cerebelo, el bulbo olfatorio y algunas areas corticales. Estas células se encon-

traban integradas en el tejido nervioso y coexpresaban GFP junto con uno o mas marcado-
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res neuronales especificos como NeuN (del inglés “Neuronal Nucle?”) o B—tubulina III
(Tujl).

En el otro estudio (Mezey ez al., 2000) se empledé como animal receptor ratones
knock-out PU.1, que carecen de macréfagos, neutréfilos, mastocitos, osteoclastos y linfoci-
tos B y T en el momento de su nacimiento (Mckercher ez /., 1996; Tondravi ez al., 1997).
Estos animales, cuando nacen vivos, requieren un trasplante de médula ésea antes de las 48
horas posteriores a su nacimiento para poder sobrevivir y desarrollarse correctamente. El
trasplante intraperitoneal de médula 6sea de machos silvestres en neonatos hembras PU.1
salvo a estos animales y conllevé la aparicion de células con cromosoma Y en la mayor
parte del encéfalo. Estas células, que expresaban NeuN y eran, por tanto, de estirpe neuro-
nal, eran especialmente abundantes en la corteza cerebral, el hipotalamo, el hipocampo, la
amigdala y el estriado.

Estos dos estudios pioneros, que pusieron de manifiesto un inesperado grado de
plasticidad de las CMO, bien tras un pequeno dafio (irradiacién) o bien en ausencia de éste,
dieron paso a una gran cantidad de trabajos en los que se ha intentado responder a las mul-
tiples preguntas surgidas a raiz de estas primeras observaciones, y algunas de las cuales si-
guen sin poder responderse de una manera convincente aun hoy en dfa. Lo que si esta claro
es que el posible uso terapéutico de estas células constituye una prometedora estrategia para
multiples enfermedades degenerativas, no sélo nerviosas, como es el caso del Parkinson o
del Alzheimer, sino con un origen diferente, como son las distrofias musculares, los infar-
tos de miocardio, las enfermedades hepaticas cronicas, la diabetes de tipo 1 y 2, asi como
alteraciones hematopoyéticas, de los ojos, de la piel o de los rifiones, y que podrian ser tra-

tadas gracias a terapias basadas en las células madre adultas (Mimeault y Batra, 2000).

Las células de la médula dsea y las células de Purkinge del cerebelo

La principal region en la que se ha estudiado la formaciéon de neuronas a partir de
células de la médula 6sea es el cerebelo, y mas concretamente la formacion de células de
Purkinje. Este fenomeno no deja de resultar extrafio debido al enorme grado de diferencia-
cién alcanzado por este tipo neuronal. Las células de Purkinje son neuronas mononuclea-
das que se originan durante la gestacion y no se reemplazan tras su pérdida traumatica o
por enfermedad genética (Manuelidis y Manuelidis, 1974; Fernandez-Gonzalez e al., 2002).
La complejidad e importancia de las células de Purkinje se acentta por el hecho de que sus
axones constituyen la unica eferencia del cerebelo a otras regiones, y porque en los huma-

nos cada célula de Purkinje puede llegar a recibir mas de un millén de “inputs” de otras
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neuronas (Weimann ef al., 2003a). De hecho, estas grandes neuronas altamente especializa-
das son criticas para el control del equilibrio y de los movimientos finos. Una pérdida de
células de Purkinje produce déficits de estas funciones en algunas enfermedades: ataxia-
telangiectasia (causa mas comun de ataxia progresiva durante la infancia), degeneraciones
cerebelares alcoholicas (particularmente en el sindrome de Wernicke-Korsakoff) y otras
enfermedades del tipo Creutzfeldt-Jacob y Kuru (Graham ez a/, 1997). Asi, la renovacién o
el rescate de las células de Purkinje podria tener implicaciones terapéuticas muy significati-
vas (Weimann ez a/., 2003b). No entraremos aun (lo trataremos en posteriores apartados) en
la polémica acerca del mecanismo por el que se lleva a cabo la formacion de células de Pur-
kinje del cerebelo a partir de las CMO. Sin embargo, si mostraremos una breve recopilacién
de algunos de los datos publicados hasta la fecha dada su relevancia para nuestro estudio.

A raiz de las primeras publicaciones en las que se ponia de manifiesto la aparicion
en distintas regiones del SNC de células derivadas de la médula 6sea que expresaban mar-
cadores neuronales (Brazelton ef al., 2000; Mezey et al., 2000), las investigaciones se dirigie-
ron a conocer la verdadera potencialidad de estas células, y lo que es mas importante, a
descubrir si esos fenotipos neuronales observados en los estudios previos persistian con el
tiempo y daban lugar a neuronas funcionales (Priller e a/, 2001a). Los primeros resultados
al respecto llegaron del grupo de Priller en 2001, quien demostré la existencia de células de
Purkinje completamente desarrolladas y funcionales (hasta un maximo de 10 por animal, en
torno al 0,1% del total de células de Purkinje analizadas) doce meses después del trasplante
intravenoso de células procedentes de animales GFP en ratones adultos letalmente irradia-
dos (Priller e al, 2001a). Evidencias similares han sido publicadas posteriormente (Wagers
et al., 2002; Alvarez-Dolado e al., 2003; Weimann e# al, 2003a; Cotti ¢f al., 2004; Bae ¢t al.,
2005; 2007; Magrassi et al., 2007; Johansson e al, 2008; Nygren ez al., 2008), incluso en
humanos (Weimann ez /., 2003b). En el estudio realizado con tejido humano, Weimann y
colaboradores (2003b) analizaron el cerebelo de mujeres que habian recibido un trasplante
de médula 6sea de donantes masculinos y encontraron también que aproximadamente el
0,1% del total de las células de Purkinje analizadas presentaban cromosoma Y (Weimann ef
al., 2003b). Es importante sefialar que muchas de las células de Purkinje que expresan mar-
cadores del donante, tanto en ratones como en humanos, son binucleadas (Alvarez—Dolado
et al., 2003; Weimann e al., 2003a, b; Magrassi ez al., 2007; Johansson ez al., 2008). En los
estudios iniciales se afirmaba que las células de Purkinje relacionadas con la médula 6sea
solo eran visibles una vez cumplidos doce meses desde el trasplante (Priller ez a/, 2001a).

Pero estudios posteriores mostraron que podian encontrarse ya a los dos (Alvarez-Dolado
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et al., 2003) o tres meses (Magrassi ¢t al., 2007) después de la realizacion del trasplante.
Ademas, se ha demostrado también que el numero de células de Purkinje relacionadas con
la médula 6sea trasplantada aumenta linealmente con el tiempo (Weimann ez a/., 2003a, b;
Magrassi et al., 2007), y se llegan a observar hasta un total de 47 células de Purkinje (Ma-
grassi ez al., 2007) e incluso 60 (Weimann e7 /., 2003a) por cerebelo en ratones, 18 meses
después de un unico trasplante. Por ultimo, se ha comprobado que las células de Purkinje
originadas se mantienen estables al menos durante 7 meses, tiempo maximo al que fue lle-
vado a cabo el estudio (Magrassi ez al., 2007).

Conviene sefialar que el posible efecto de la radiacién en todo este proceso, a la que
se somete a los animales receptores antes del trasplante, quedd inicialmente descartado
gracias al trabajo de Magrassi y colaboradores (2007). Estos autores no encontraron dife-
rencias significativas al comparar el nimero de células de Purkinje producidas a partir de la
médula 6sea trasplantada en animales que recibieron una irradiacion letal, frente a animales
sometidos a un tratamiento de quimioterapia para la eliminaciéon de su médula 6sea, antes
del correspondiente trasplante. Sin embargo, recientemente se ha publicado que la radia-
cién, aunque no es un requisito indispensable para la formacién de células de Purkinje a
partir de las CMO (Johansson e# al., 2008), contribuye a que este proceso se lleve a cabo

con una frecuencia mucho mayor (Johansson ez al., 2008; Nygtren ez al., 2008).

Células de Purkinje poliploides

Como hemos citado anteriormente, muchas de las células de Purkinje que se han
encontrado expresando marcadores del donante, tanto en ratones como en humanos, son
binucleadas (Alvarez—Dolado et al., 2003; Weimann ez al., 2003a, b; Magrassi ez al., 2007;
Johansson e al., 2008; Nygren ez al., 2008). La poliploidia de las células de Purkinje no es un
descubrimiento nuevo. Pese a ello, el primer trabajo que demostr6 claramente la existencia
de células de Purkinje con dos nucleos fue el llevado a cabo por Alvarez-Dolado y colabo-
radores en 2003. Los estudios previos, realizados hace ya varias décadas, habfan sugerido la
existencia de células de Purkinje poliploides en ratas de edad avanzada (Inukai, 1928), en
ratones senescentes (Andrew, 1937; 1939) y en una variedad de condiciones patolégicas
humanas (Lapham, 1968), sin haberse llegado a demostrar explicitamente la existencia de
células binucleadas, a pesar del contenido tetraploide de ADN de algunas de éstas (Mares ef
al., 1973). No obstante, los resultados descritos por Andrew para ratones de edad avanzada
se corresponden con los publicados por Magrassi y colaboradores 70 afios mas tarde. Es
importante resefar que en este segundo trabajo observaron en torno a un 5% de células de

Purkinje binucleadas en el cerebelo de ratones de 18 meses de edad (Magrassi ez al., 2007).
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El andlisis de las células de Purkinje binucleadas, efectuado mediante microscopia
electrénica por Alvarez-Dolado y colaboradores (2003), revelé que ambos niicleos ofrecian
caracteristicas morfolégicas muy diferentes. Uno de los nucleos presentaba una superficie
irregular, con multiples invaginaciones, eucromatina y un unico nucleolo, tipico de las célu-
las de Purkinje (Palay y Chan-Palay, 1974); mientras que el otro nucleo tenfa una forma
esférica uniforme, con heterocromatina altamente compactada y multiples nucleolos, que
indicaba un posible origen a partir de CMO (Alvarez-Dolado ez 4., 2003). Sin embargo, un
estudio posterior de las células de Purkinje binucleadas a diferentes tiempos (Weimann ef
al., 2003a) evidencié que, con el tiempo, los dos nucleos adquirfan caracteristicas similares,
tipicas de los nucleos estandares de las células de Purkinje. Este hecho puso de manifiesto
que el nucleo “procedente” de las CMO —mas condensado y uniforme inicialmente— llega a
ser menos compacto, asumiendo finalmente la morfologia de un nucleo tipico de las células
de Purkinje y, lo que es mas importante, activando la expresion de sus propios genes
(Weimann ez al., 2003a; Johansson ez al., 2008). Estos resultados sugieren la formacién de
células de Purkinje a partir de las CMO mediante fusiéon celular (Weimann e# al., 2003a;
Johansson et al., 2008; Nygren ef al., 2008) y no mediante transdiferenciaciéon (ambos proce-

sos seran desarrollados en detalle mas adelante en esta introduccion).

Efecto de un microambiente neurodegenerativo

La formacion de tipos celulares propios de otros tejidos a partir de las CMO ha si-
do observada tanto en condiciones normales, fisiologicas, como ante distintos tipos de da-
fo tisular. En el primer caso, la frecuencia de este proceso fue siempre bastante baja (Priller
et al, 2001b; Alvarez-Dolado e al., 2003; Johansson ez al., 2008; Nygren et al., 2008). Sin
embargo, esa frecuencia basal observada en condiciones fisiologicas se ve incrementada
cuando el proceso se lleva a cabo en animales con algin tipo de lesion, ya sea genética o
inducida fisica o quimicamente (Gussoni ef al., 1999; Lagasse ez al, 2000; Jackson e al.,
2001). En el caso del SNC, y mas concretamente de las células de Purkinje del cerebelo, esa
diferencia en la frecuencia se ha observado tanto ante un trasplante directo de las CMO en
la zona lesionada (Bae ¢7 al., 2005), como ante un trasplante sistémico de médula ésea (Ma-
grassi ez al., 2007; Johansson e al., 2008; Nygren ez al., 2008).

En el caso del trasplante directo de las CMO en una zona lesionada, se utilizaron

nih

como receptores ratones BALB/c npc ", modelo animal de la enfermedad humana Nie-
mann-Pick de tipo C1, en los que se produce una acumulacion intracelular de esfingomieli-
na en las células de Purkinje, que conlleva su progresiva degeneracién a partir de las 3 se-

manas de edad y la consecuente ataxia cerebelosa asociada (Tanaka ez /., 1988). El trasplan-

30



Introducciion

te directo de CMO de ratones sanos, que expresaban la esfingomielinasa acida, en el cere-
belo de ratones BALB/c npc ™ de 4 semanas de edad contribuyé significativamente a la
supervivencia de las neuronas de Purkinje. Muchas de las neuronas de Purkinje supervi-
vientes presentaron marcadores procedentes del donante, lo que puso de manifiesto su
relacion con las CMO trasplantadas (Bae ez @/, 2005). La comparacién de los resultados
obtenidos tras el mismo tipo de trasplante en ratones silvestres y en ratones BALB/c npc”
dio como resultado una mayor cantidad de células de Purkinje con marcadores procedentes
del donante ante un ambiente degenerativo. Del mismo modo, en los ratones BALB/c
npd” trasplantados se encontraron muchas méas neuronas de Purkinje con dos nucleos
(21,5% de total) que en los ratones normales trasplantados (7,5%). Todo ello parece sugerir
firmemente que la fusioén celular de CMO vy células de Purkinje ocurre en una proporcion
mas elevada en un ambiente neurodegenerativo que en condiciones normales (Bae ¢7 al.,
2005).

El posible efecto “favorecedor” de un ambiente neurodegenerativo en todo este
proceso ha sido corroborado posteriormente gracias al trabajo de Magrassi y colaboradores
(2007). Estos autores realizaron trasplantes sistémicos de CMO procedentes de animales
GFP en ratas y ratones en los que se habian afectado selectivamente las células de Purkinje,
mediante inyeccién intraventricular de sustancias toxicas (anticuerpos anti-P75 conjugados
con saporina (Heckers ez al., 1994) o ioduro de propidio (IP; Rossi e7 al., 1993)) que afectan
selectivamente a este tipo neuronal. Los resultados de este estudio demostraron que el am-
biente degenerativo conllevaba tanto una apariciéon mas temprana (1 mes antes) de células
de Purkinje verdes, como una cantidad de éstas mucho mayor en animales lesionados que
en animales control (Magrassi e al., 2007). Los resultados fueron similares tanto para ratas
como para ratones (Magrassi ¢f a/., 2007). Finalmente, dos trabajos publicados en este ulti-
mo ano (Johansson e7 al., 2008; Nygren ef al., 2008) han coincidido en sefialar el importante

papel favorecedor del proceso inflamatorio en todo este fenémeno.

Las células de la médula dsea y el bulbo olfatorio

La llegada de CMO al BO fue constatada ya desde los primeros trabajos que abot-
daron la llegada de células derivadas de la médula 6sea al cerebro (Brazelton ez al., 2000;
Mezey et al., 2000). Pese a ello, y pese a tratarse de una de las regiones de mayor incorpora-
cién de nuevas neuronas durante la vida adulta del animal (Altman, 1969; Lois y Alvarez-
Buylla, 1994; Carleton ez al., 2003), su estudio no se ha realizado en profundidad, ni se dis-

pone de datos tan precisos como en el caso del cerebelo y las células de Purkinje. Ademas,
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este analisis esta influido negativamente por la heterogeneidad de los resultados publicados
(Brazelton et al., 2000; Priller ez al., 2001a; Corti e al., 2002; Massengale ez al., 2005). Estos
escasos trabajos previos que han abordado esta cuestién resultan controvertidos, ya que
muestran resultados bastante contradictorios entre si.

En el trabajo pionero de Brazelton y colaboradores (2000) el nimero de CMO que
expresaban marcadores neuronales, NeuN, Tujl o NFH (del inglés NeuroFzlament Heavy
chain), en el BO a los 2-3 meses después del trasplante fue muy elevado (0,2-0,3% del na-
mero total de neuronas) en comparaciéon con otras regiones y con los datos publicados en
trabajos posteriores. Un afilo mas tarde, Priller y colaboradores (2001) analizaron el BO de
animales en los que habian demostrado la existencia de células de Purkinje, completamente
desarrolladas y funcionales, relacionadas con CMO procedentes de donantes GFP (Priller ez
al., 2001a). Contrariamente a lo esperado, apenas encontraron CMO en el BO que coexpre-
sasen GFP y NeuN vy, ademas, ninguna de esas escasas células encontradas mostraron una
morfologia neuronal caracteristica. A pesar de este trabajo, que pone en entredicho las pri-
meras observaciones, un afio mas tarde se publicé un nuevo estudio (Corti ez al., 2002) que
reafirmaba los resultados obtenidos anteriormente por el grupo de Brazelton (2000). Fi-
nalmente, en el ano 2005, se publicé un nuevo trabajo que abordaba la llegada de CMO al
cerebro, que inclufa el BO (Massengale ¢z al., 2005). En ¢€l, pese a encontrar células de Pur-
kinje que expresaban marcadores del donante, no se encontraron CMO con caracteristicas
neuronales, positivas para NeuN o MAP2 (del inglés Microtubule Associated Protein 2), ni en el
BO ni en otras regiones encefalicas distintas al cerebelo (Massengale ¢z a/., 2005).

Por otro lado, la incorporaciéon de CMO al BO también se ha estudiado mediante
su inyeccion en el ventriculo lateral o en la zona subventricular, tanto en estadios embrio-
narios (Mufioz-Elias ez al, 2004), como en neonatos (Kopen e/ al, 1999; Hudson et al.,
2004). Al igual que en los trabajos presentados anteriormente, los resultados de este tipo de
estudios son bastante heterogéneos. No obstante, no entraremos a detallar estos resultados,
ya que el trasplante intracerebral de CMO esta fuera de la linea de investigacion planteada
para este trabajo.

Por dltimo, hay que destacar que ninguno de los estudios que analizan la llegada de
CMO al BO se ha realizado en animales con degeneracion localizada en esta region encefa-
lica, ya fuese genética o inducida, por lo que no se tienen evidencias del efecto de un am-
biente neurodegenerativo en este proceso. Del mismo modo, y haciendo un paralelismo
con los puntos tratados en el apartado relativo al cerebelo, no se han publicado evidencias

de la existencia de células poliploides en el BO de roedores.
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Mecanismos de plasticidad de las células madre

Las CMA se han mostrado mucho mas plasticas de lo que nunca antes se habia lle-
gado a imaginar. Asi pues, ante este paradigma de la plasticidad celular surge una interpre-
taciobn mas flexible del concepto de diferenciaciéon de una CMA en respuesta a su entorno o
a sefiales de regeneraciéon. No obstante, para poder interpretar esta capacidad y poder con-
trolar el destino de estas CMA, es necesario un profundo conocimiento de los mecanismos
responsables de la plasticidad. Hasta el momento, se han propuesto dos hipdtesis principa-
les: la transdiferenciacion y la fusion celular.

La transdiferenciacion fue definida por Okada en 1991 como un cambio de un ti-
po celular, completamente diferenciado y funcional, a otro tipo de célula también diferen-
ciada. No obstante, los resultados obtenidos posteriormente a partir de estudios tanto 7
vitro como in vivo permitieron redefinirla como la transformacion de una célula pertenecien-
te a una determinada estirpe celular en otra célula de otra estirpe completamente diferente
(Alvarez-Dolado, 2007). En general, las células madre responden a varios factores i vitro
que modifican su programa de diferenciacion y las hacen incluso mas plasticas que 7 vivo
(Joseph y Morrison, 2005). Las células madre de la médula 6sea no son una excepcion, y
son capaces de diferenciarse en tipos celulares de las tres capas germinales ante condiciones
especificas de cultivo (Jiang e al, 2002). Las primeras interpretaciones de los resultados
obtenidos de los experimentos de trasplante de médula 6sea descritos anteriormente se-
gufan esta linea de pensamiento. Segun esto, las CMO habrian penetrado en el parénquima
de los diferentes 6rganos analizados, donde responderian ante factores especificos del teji-
do o a senales de dafio tisular. Asi, el nuevo microambiente permitirfa o impulsarfa la trans-
diferenciaciéon de las CMO en tipos celulares especificos de ese tejido. Sin embargo, esta
interpretacion de los resultados no resulté convincente para algunos grupos que propusie-
ron una explicacion alternativa: la fusién celular.

La hipétesis de la fusion celular considera que una célula derivada de la médula
6sea se fusiona con un precursor local o con una célula madura, transfiriendo su material
genético y mezclando sus citoplasmas. La célula hibrida recién formada adquirirfa un nuevo
tenotipo, modificando su programa genético y, en consecuencia, destruyendo su restriccion
a una determinada estirpe celular (Alvarez-Dolado, 2007). La fusién celular no fue mencio-
nada como una posible alternativa a la transdiferenciaciéon hasta la publicacién simultanea
de dos trabajos independientes en los que se mostraba la fusion 7z vitro de CME con células
de la médula 6sea y con CMA de origen neural (Terada ez al, 2002; Ying ez al., 2002). No

obstante, la contribucién de la fusion celular a la reparacion tisular ya habia sido mostrada
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con anterioridad en estudios previos sobre regeneracion muscular (Gibson ef al., 1995; Fe-
rrari e al., 1998; Gussoni ef al., 1999).

Tras haberse puesto en duda la hipétesis de la transdiferenciacién, muchos de los
grupos de investigacion de este campo centraron sus esfuerzos en encontrar evidencias en
favor de la fusion celular en sus modelos experimentales (Alvarez-Dolado, 2007). El primer
modelo iz vivo en el que se mostréd claramente fusion celular fue el de la regeneracion hepa-
tica. En este caso, el analisis citogenético de los hepatocitos producidos a partir de la médu-
la 6sea mostraba cariotipos que revelaban fusion celular entre células del donante y del re-
ceptor (Vassilopoulos ez al., 2003; Wang ef al., 2003). Previamente, Wagers y colaboradores
(2002) ya habfan encontrado escasas evidencias de transdiferenciaciéon de las CMH tras su
trasplante, proponiendo que células de Purkinje y hepatocitos podrian obtenerse como
resultado de la fusion celular. Del mismo modo, el grupo de Weimann, que realizé necrop-
sias cerebrales de mujeres que habian recibido un trasplante de médula 6sea de donantes
masculinos, sugirié firmemente que algunas células de Purkinje se habfan fusionado con
células hematopoyéticas procedentes de la médula 6sea trasplantada, puesto que se trataba
de células de Purkinje poliploides XXXY (Weimann et al., 2003b).

A pesar de estos resultados, la comunidad cientifica se mantenia escéptica sobre la
fusion celular, ya que no se tenfan evidencias directas de transdiferenciacion o de fusion
celular bajo condiciones normales, es decir, en ausencia de dafo tisular. No fue confirmada
y aceptada hasta la publicacién de un trabajo de Alvarez-Dolado y colaboradores (2003) en
el que se mostraba claramente, gracias al empleo de dos lineas transgénicas de ratén (R26R
y CRE-GFP; que describiremos en detalle en la seccion de Material y Métodos de este tra-
bajo), la fusion celular de CMO con hepatocitos y con células de Purkinje tras el trasplante
de médula 6sea en condiciones normales, aunque con una irradiacién previa. Ademas, tam-
bién mostraron evidencias de fusion con cardiomiocitos. Por el contrario, no observaron
pruebas de transdiferenciaciéon en ninguno de los tejidos analizados. Estos resultados se
han ido corroborando por otros grupos en los afios posteriores. Asi, se ha mostrado como
las CMO generan cardiomiocitos en corazones infartados mediante fusion celular, aunque
en baja frecuencia, pero no mediante transdiferenciacion (Balsam ez a/., 2004; Murry ez al.,
2004; Nygren et al., 2004). Weimann y colaboradores (2003b) mostraron que las neuronas
de Purkinje fusionadas formaban heterocariontes' estables y que, ademas, su nimero au-
mentaba con la edad. Como hemos citado anteriormente, el nicleo procedente de la médu-

la 6sea era reprogramado en el heterocarionte, y se activaba la expresion de genes especifi-

1 Heterocarionte: célula con dos nucleos resultado de una fusion celular.
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cos de las neuronas de Purkinje. La formaciéon de heterocariontes mediante fusién celular
heterotipica ha sido recientemente propuesta como la Gnica via para la formacion de células
de Purkinje del cerebelo a partir de CMO (Johansson ez a/., 2008; Nygren ez al., 2008).

Pese a haber sido verificada la fusién celular, aun no se ha podido identificar, entre
todas las células de la médula 6sea, el tipo celular capacitado para llevarla a cabo, aunque
todo parece indicar que se trata de la porciéon de CMH. Hace unos afios, se publicé que los
monocitos mieloides podian fusionarse con células musculares cardiacas, y los macréfagos
con hepatocitos, dando lugar a heterocariontes en el caso del musculo cardiaco, y tanto a
heterocariontes como a sincariontes® en el caso de los hepatocitos (Camargo ez al., 2003,
2004; Willenbring e# al., 2004). Paralelamente, se publicaba que, en el caso del musculo es-
quelético, el tipo celular con mas probabilidades de realizar procesos de fusiéon celular era
un precursor de macréfagos de la poblacién de monocitos mieloides, pero no el macréfago
como tal (Doyonnas ez al., 2004). Recientemente, se ha demostrado que el tipo celular capa-
citado para originar procesos de fusion heterotipica —con cardiomiocitos, hepatocitos, célu-
las de Purkinje y células musculares esqueléticas— forma parte de la porcion de CMH (Jo-
hansson ez al., 2008), y que, ademas, puede ser llevado a cabo tanto por células de linaje

miceloide como linfoide (Nygren ez al., 2008).

Potencial terapéutico e implicaciones clinicas

A tenor de los resultados obtenidos en los ultimos afios, las células madre de la mé-
dula 6sea han ido adquiriendo una importancia cada vez mayor por sus posibles implica-
ciones clinicas y su creciente potencial terapéutico. Como ha quedado plenamente demos-
trado, contribuyen a la regeneracion tisular, corrigiendo mutaciones recesivas (Vassilopou-
los et al., 2003; Wang ez al., 2003) o restaurando funcionalmente tejidos dafiados (Ferrari ez
al., 1998; Bittner ez al, 1999; Gussoni ¢7 al., 1999). Entre las enfermedades que podrian be-
neficiarse de terapias basadas en el potencial de estas células madre podemos citar la diabe-
tes (Oh et al, 2004; Bonner-Weir y Weir, 2005); algunos tumores (Kondo ez al, 2003;
Mayhall ez al., 2004); los infartos de miocardio (Leri ef al., 2005); enfermedades hepaticas
agudas (Guettier, 2005); patologias musculares (Gussoni ¢ al., 2002); algunos dafios cere-
brales y enfermedades del SNC, incluidas algunas enfermedades visuales (Li ez al, 2000;
Mahmood e al., 2001; Ma ez al., 2006), hematopoyéticas (Woodard ez /., 2004) e inmunes

(Kushida ez al., 2001), entre otras (Mimeault y Batra, 2006). Sin embargo, como también

2 Sincarionte: célula con un nucleo hibrido formado tras la fusién de los dos nuicleos de un hetero-
carionte.
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hemos citado anteriormente, una de las mayores objeciones para su posible utilizacién te-
rapéutica viene dada por la baja frecuencia de la llegada de las CMO a los diferentes 6rga-
nos estudiados. Aunque no podemos olvidar que esta frecuencia esta directamente influida
por la capacidad de identificacién de las células trasplantadas en los tejidos analizados, y
que, en muchas ocasiones, puede estar infravalorada por el propio sistema de deteccion
empleado o por la eliminacién prematura del marcador utilizado. No obstante, la llegada de
CMO a diferentes 6rganos a través de la sangre, y su posterior fusiéon con células residen-
tes, constituirfa una importante via terapéutica que permitirfa la transferencia génica para
solventar defectos genéticos (Togel y Westenfelder, 2007). A modo de ejemplo, cabe desta-
car que los macréfagos, potenciales candidatos a tomar parte en eventos de fusion (Alva-
rez-Dolado, 2007), penetran en el cerebro atraidos especificamente hacia las zonas de dafio
neuronal (Priller e7 al, 2001b). Asi, macréfagos modificados genéticamente podrian ser
utilizados como vectores para la liberaciéon de farmacos, factores de crecimiento o citoqui-
nas. Del mismo modo, la fusién celular podria dirigir esta liberaciéon hacia un tipo celular
determinado, como, por ejemplo, hacia células de Purkinje (Prockop e# al., 2003). En este
sentido, la fusién también podria ser usada como herramienta terapéutica para eliminar
células cancerigenas existentes, a través de la incorporacion dirigida de agentes antitumora-
les con la ayuda de macréfagos modificados genéticamente (Kondo e# a/, 2003; Mayhall ez
al., 2004).

Ademas de este posible mecanismo de accion, también se han propuesto otras po-
sibles explicaciones a los efectos observados tras el trasplante de médula 6sea en diferentes
modelos animales. Entre ellos se incluyen la secrecién de citoquinas, quimioquinas y facto-
res de crecimiento, que pueden modificar activamente ciertas afecciones. Asimismo, las
acciones posteriores de estos factores conllevan la estimulacion de la angiogénesis, la supre-
sion de la inflamacion, la inhibiciéon de la apoptosis, el rescate por transferencia mitocon-
drial y el aumento de la reparaciéon endégena a través de la estimulacion y proliferaciéon de
células madre y progenitores intrinsecos (Rabb, 2005; Chien, 2006; Togel ez al., 2007). Por
ultimo, una ventaja adicional de la utilizacién de terapias basadas en la llegada de las células
madre de la médula 6sea a través del torrente sanguineo viene dada al considerar vias efec-
tivas para reparar sistemas integrados y altamente especializados, como es el caso del cere-
bro adulto, en el que resulta basico el poder preservar la complejidad estructural del tejido
diana. A diferencia de un transplante directo en la zona afectada, la llegada de las células a
través de la circulacion tendria lugar en la propia estructura original del 6rgano sin generar

ningtin dafio quirtrgico (Alvarez-Dolado, 2007).
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Posibles efectos secundarios de su utilizacion terapéutica

En general, una de las mayores preocupaciones sobre la posible utilizaciéon de esta
terapia celular esta determinada por las potenciales consecuencias asociadas con la perma-
nencia durante un tiempo prolongado de las células del donante en el receptor. Esto consti-
tuye una diferencia con los tratamientos farmacolégicos, que pueden ser suspendidos, limi-
tandose sus posibles efectos secundarios (Togel y Westenfelder, 2007). Es por ello por lo
que este tipo de terapia requiere extraordinarias precauciones de seguridad y estudios a lar-
go plazo en animales, previos a su posible utilizacién clinica.

Otra preocupacion notable acerca de la terapia celular es la posible formacion de te-
ratomas. A diferencia de las CME, en las que constituye un problema muy merecedor de
ser tenido en cuenta (Hentze ef al., 2007), las CMA, y en especial las de la médula dsea, no
parecen formar tumores en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, en estudios realizados
con tejido de ratén 7 vitro, se ha observado que las CMM pueden sufrir una transformacion
y contribuir al crecimiento de tumores preexistentes (Djouad ef al, 2003; Houghton ef al.,
2004; Wang et al., 2005; Tolar ez al., 2007). Por suerte, hasta el momento no se han publica-
do evidencias de transformaciéon de células madre de la médula ésea en tumores en pacien-
tes trasplantados, aunque la experiencia es escasa y los datos extraidos todavia insuficientes
para poder estimar sus posibles efectos a largo plazo (Tégel y Westenfelder, 2007). No
obstante, hay que tener en cuenta que el proceso de fusién celular ha sido reconocido co-
mo un factor en el desarrollo del cancer (Duelli y Lazebnik, 2003). El resultado de la fusion
celular es una célula poliploide, y, si bien es cierto que la poliploidia no esta siempre asocia-
da con la enfermedad, esta claro que la adquisicion de cromosomas adicionales en el proce-
so de fusiéon podria conducir a la segregacion aberrante de cromosomas y a aneuploidias
con la proliferacién del producto de fusién (Alvarez-Dolado, 2007). Ademés, la fusién ce-
lular también podria promover la progresion de tumores aumentando la malignidad de las
células hibridas resultantes, su resistencia a drogas, confiriéndoles capacidad de metastatizar
y contribuyendo a la diversidad tumoral (Miller e7 a/., 1989; Pawelek, 2000).

Aparte de esta potencial formaciéon de tumores, otro temor existente es el posible
desarrollo de fibrosis (Iwano ef al., 2002; Russo ez al., 20006), ya que las CMM son células del
tipo de fibroblastos, y estan estimuladas por el TGF-§ (factor de crecimiento transforman-
te-B, del inglés Transforming Growth Factor-f), un factor que ha sido propuesto como uno de
los principales causantes del desarrollo de fibrosis tisular. Sin embargo, los modelos anima-

les de fibrosis hepatica han mostrado que el trasplante de CMO mas que promover la fi-
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brosis tisular parece evitarla (Ortiz e al., 2003; Togel y Westenfelder, 2007) reduciendo su
progtesion (Zhao et al., 2005).

Por ultimo, se ha mostrado que el proceso de fusién celular podria resultar dafiino
debido a su potencial como mecanismo de transferencia viral (Alvarez-Dolado, 2007). En
este sentido, en el ano 2004, Ogle y colaboradores realizaron experimentos de xenotras-
plantes en los que trasplantaron células de médula 6sea humana en fetos de cerdos. Su ob-
jetivo era analizar si retrovirus endégenos porcinos, que se encuentran inactivos en los cer-
dos, podrian transferirse a las células humanas trasplantadas. Estos investigadores encon-
traron que las células humanas que sobrevivian en los cerdos contenfan ADN cromosomi-
co tanto porcino como humano, confirmando el proceso de fusiéon celular. Las células
hibridas encontradas se dividian, expresaban proteinas humanas y porcinas, y se integraban
en tejidos porcinos no hematopoyéticos. Y lo que es mas preocupante, las células hibridas
eran capaces de transmitir 7 vitro ese tipo de virus a células humanas no infectadas (Ogle ef
al., 2004). Asi, la fusioén espontanea puede ocurrir iz vivo entre células de diferentes especies
y podria implicar la aparicion de nuevos patéogenos mediante la recombinacion de determi-

nadas secuencias de ADN (Ogle ez a/., 2005; Alvarez-Dolado, 2007).

Perspectivas de futuro

El trasplante de médula 6sea se ha convertido actualmente en un tratamiento esen-
cial para leucemias hace afios incurables, gracias a su desarrollo progresivo desde animales
de experimentacién hasta su adaptaciéon como tratamiento clinico estandar. El pionero de
este tratamiento, E. Donnall Thomas, recibié el premio Nobel de Medicina en 1990. Al
igual que sucedi6 con el trasplante de médula, la terapia con CMO esta comenzando a dar
el salto desde estadios experimentales a la clinica, e incluso algunos ensayos aleatorios ya
han sido llevados a cabo con éxito (Togel y Westenfelder, 2007). Sin embargo, puesto que
el campo de la Medicina regenerativa se encuentra actualmente en sus comienzos, es muy
importante que se definan rigurosamente los criterios para la estandarizacion de todos los
procedimientos implicados en ella. A pesar de que muchos de los resultados que se van
obteniendo de la investigacién basica hacen pensar que la terapia celular puede convertirse
en una importante herramienta como tratamiento innovador de muchas enfermedades, no
podemos olvidar la enorme distancia existente entre este tipo de investigacion basica y su

aplicacion clinica.
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FEl raton mutante PCD

Los diferentes modelos animales que presentan neurodegeneracion constituyen una
herramienta clave para el estudio del SNC. En la actualidad, se han identificado multitud de
ratones mutantes que presentan alteraciones generales en el desarrollo cerebral o incluso
degeneracion celular en determinadas regiones del encéfalo. Ello permite estudiar, entre
otras, la plasticidad celular iz vivo o las respuestas del organismo ante enfermedades degene-
rativas del SNC vy, ademas, supone un medio fundamental para el ensayo de terapias de
prevencion, estabilizacion y recuperacion funcional.

Una alternativa a determinados modelos de lesion experimental en el cerebro adulto
la constituyen las mutaciones que conllevan degeneraciones posnatales y selectivas de de-
terminados tipos neuronales maduros. En general, debido a la naturaleza del procedimien-
to, los resultados obtenidos con las lesiones quimicas o quirdrgicas que se practican en el
sistema nervioso central son bastante heterogéneos. Por el contrario, las mutaciones citadas
producen directamente la pérdida de poblaciones neuronales especificas sin la necesidad de
la intervencion de ningtin agente externo (Harding e al, 1977; Baker ez al., 1984; Brunjes ez
al., 1985) y son un modelo mas constante, sencillo y econémico que los procedimientos
1nvasivos.

En este Trabajo de Tesis Doctoral se estudia el raton mutante PCD, en el que tie-
nen lugar neurodegeneraciones posnatales y selectivas en varias regiones encefalicas, entre

ellas en el cerebelo y en el bulbo olfatorio.

La mutacion “Purkinje Cell Degeneration”

La mutacién ped (del inglés Purkinje Cell Degeneration) aparecié espontaneamente en
la estitpe C57BR/cd] del raton (Mus musculus 1. 1758) en los laboratorios Jackson en Bar
Harbor, Maine, EE. UU. Posteriormente, la mutacién se transfiti6 a la estitpe C57BL/6]
(Mullen e# al., 1976). Esta mutacién original se denomina ped ”. Se han hallado dos alelos
mutantes ped adicionales, ped ¥ y ped 7, que aparecieron espontineamente en las estirpes
SM/] y BALB/cBy], respectivamente. El alelo ped ? se mantiene en la linea congénita
C57BL/6], mientras que el pad ” se conserva en la estirpe original de la que se origind, la
BALB/cBy] (Fernandez-Gonzilez ¢t al., 2002). Se han generado, ademas, mediante muta-

génesis dirigida, otras dos mutaciones denominadas ped’"“ y ped 7 (Chakrabarti ef al., 2006).
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La mutacién original (ped ) es la mas grave, mientras que la ped ¥ es la mas leve (Fernan-
dez-Gonzalez ¢t al., 2002; Chakrabarti ef al., 2000).

La mutacién ped se localiza en el cromosoma 13 del ratéon y esta descrita como au-
tosomica recesiva (Mullen e/ a/., 1976). La region portadora de la mutacion ped se ha delimi-

tado, utilizando marcadores polimoérficos de ADN (Campbell y Hess, 1996), en un segmen-

to genémico de 0,61 + 0,33 megabases. En esta region, localizada entre los marcadores
D13Mit157 y D13Mit167 (Fernandez-Gonzalez et al., 2002), se encuentra el gen nnal, afec-
tado en la mutacion. E1 ARNm para el que codifica #zal se encuentra reducido o alterado
en su estructura (salvo en la mutacién ped ”), mientras que la expresion de los dos genes que
lo flanquean no cambia, al menos en los mutantes ped /) ped ¥ y ped ’ (Fernandez-Gonzalez
et al., 2002). Los niveles de expresion del ARNm de #zal varian segun el tipo de mutante
ped. Bl mutante ped " (empleado en esta Tesis Doctoral) no presenta diferencias en la se-
cuencia codificante del gen nnal con respecto al alelo silvestre. Sin embargo, su nivel de
expresion en el SNC es nulo. Esto hace pensar que la mutacion ped 7 afecta a una secuencia
reguladora del gen #nal. En el resto de mutantes PCD, la mutacién produce inserciones o
delecciones en la propia region codificante del gen, induciendo a su vez cambios en la es-
tructura de la proteina o en su estabilidad (Fernandez-Gonzalez ez al., 2002; Chakrabarti ez
al., 2000). El gen nnal codifica para una proteina nuclear llamada Nnal (proteina 1 nuclear
del sistema nervioso inducida por axotomia) que se ha asociado con procesos de diferen-
ciacioén y regeneracion neuronal (Harris ef al., 2000). La proteina Nnal tiene un tamafio de
1.218 aminoacidos en el ratén y, ademas, se ha detectado una expresiéon importante de su
ARNm precisamente en células de Purkinje del cerebelo, en células mitrales del BO, en
neuronas talamicas, en fotorreceptores de la retina y en espermatozoides maduros y en
desarrollo (Harris e al., 2000; Fernandez-Gonzalez ez al., 2002). De la secuencia primaria de
la proteina Nnalse deduce que contiene un motivo de unién a ATP/GTP vy sefiales de
localizaciéon nuclear. También contiene mdltiples sitios susceptibles de fosforilaciéon por
quinasas. En concreto, posee cuatro sitios con la secuencia consenso para fosforilaciéon
mediada por tirosina-quinasas. Por ultimo, posee una regiéon con actividad carboxi-
peptidasa cuya falta esta implicada en el proceso de neurodegeneraciéon (Wang y Morgan,
2007). La proteina murina presenta una elevada homologia con la proteina humana

(NNAT1), con la que tiene un 96% de similitud (Harris e a/., 2000).
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Efectos generales de la mutacion pcd

Como consecuencia de la expresion del alelo mutado ped  se produce la degenera-
ci6n posnatal selectiva de todas aquellas poblaciones neuronales que presentan expresion
del ARNm de Nnal (Fernandez-Gonzalez ez al., 2002). Es decir, degeneran de forma espe-
cifica las neuronas de Purkinje del cerebelo (hecho que provoca una ataxia cerebelosa muy
severa; Mullen ef al., 1976), las células mitrales del BO principal (que conlleva que el tracto
olfatorio lateral, que contiene los axones de las células mitrales, también desaparezca practi-
camente; Mullen ez 4/, 1976; Greer y Shepherd, 1982; Bartolomei y Greer, 1998; Recio ez al,
2007), asi como gran parte de la comisura anterior (Baker y Greer, 1990; Recio ez al., 2007)
y determinadas neuronas de los ndcleos talamicos (O’Gorman y Sidman, 1985; O’Gorman,
1985). Por otra parte, en estos mutantes existe una degeneracion lenta y progresiva de los
fotorreceptores de la retina de caracterfsticas similares a una retinosis pigmentaria (Mullen y
LaVail, 1975; Blanks ez al., 1982; LaValil et al., 1982). Los animales mutantes machos son
infértiles; presentan un esperma anormal, escaso y carente de movilidad. No obstante, estos
machos son capaces de copular. A diferencia de los machos, las hembras mutantes si son
fértiles, aunque presentan serias dificultades en la cria de la escasa descendencia que conci-
ben (Mullen e al., 1976; Handel y Dawson, 1981). Todos estos problemas hacen que la cria
de los animales PCD sea dificil, puesto que sélo se pueden emplear animales heterozigotos
para los cruces y éstos conciben animales homozigotos para la mutacién con una probabi-
lidad mendeliana del 25%.

LLa mayor parte de la bibliografia existente acerca de la mutacion ped esta centrada
en los efectos producidos por el alelo pad ¥, por lo que es la mutacién usada en este estudio.
En el presente trabajo hemos utilizado ratones de la estirpe DBA con este alelo, ya que la
cria es mas efectiva (comunicacion personal del Dr. Guénet, Instituto Pasteur, Parfis). Para
llevar a cabo la transferencia de este alelo ped 7 desde la estitpe C57BL/(] a la estitpe DBA
establecimos un programa de cruzamientos y controles que describiremos detalladamente

en el apartado correspondiente de la secciéon de Material y Métodos.

Efectos de la mutacion pcd en el cerebelo

El cerebelo es una regiéon del encéfalo cuya principal funciéon es la de integrar vias
sensitivas y vias motoras (Fine e al., 2002). El cerebelo coordina la actividad motora, regula
el tono muscular, controla el equilibrio estatico y dinamico, se encarga de precisar el acto

motor voluntario y participa en procesos de memoria. Es una de las regiones encefalicas
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mejor estudiadas debido a la sencilla organizaciéon laminar de su corteza y a que se dispone
de un buen conocimiento de su citologia y arquitectura sinaptica (Ramoén y Cajal, 1911;
Palay y Chan-Palay, 1974; Voogd ¢t al., 1985). Del mismo modo, el estudio de las alteracio-
nes que presentan los numerosos mutantes cerebelosos (Sidman ez a/., 1965) ha aumentado

la comprension sobre la organizacion y la fisiologia del cerebelo.

Organizacion del cerebelo

El cerebelo consta de una porciéon medial, el vermis, y de dos lébulos laterales o
hemisferios. El cerebelo de todos los mamiferos se divide en diez l6bulos basicos separa-
dos por las correspondientes fisuras (Sillitoe y Joyner, 2007). La corteza cerebelosa esta
dispuesta en pliegues denominados folia cerebeli o laminas cerebelosas. Cada una de éstas
esta constituida por tres capas, que son, desde la porcion mas superficial a la mas interna, la
capa molecular, la capa de las células de Purkinje y la capa de los granos (Figura 1).

Las células de Purkinje, unicas neuronas eferentes de la corteza cerebelosa, presen-
tan una disposicion, forma y tamafio bastante homogéneos a lo largo de toda la estructura.
En el ratén, se generan entre los dias 11 y 13 de vida embrionaria (E11 y E13) en la zona
ventricular del cerebelo (Miale y Sidman, 1961) y migran a través de la corteza cerebelosa
entre los dias E13 y E17 hasta alcanzar su localizacion definitiva (Yuasa ez al., 1991). Poste-
riormente, desarrollan su morfologia normal hacia la mitad de la tercera semana de vida
posnatal (Landis y Mullen, 1978). Las células de Purkinje se disponen formando una mo-
nocapa en la corteza cerebelosa y extienden sus arboles dendriticos por la capa molecular
en un unico plano, donde, ademas, se encuentran dos tipos de interneuronas: células en
cesto y células estrelladas. En la capa de las células de Purkinje también se localizan las cé-
lulas en candelabro (Laine y Axelrad, 1994) y los somas de la glia de Bergmann (Voogd y
Glickstein, 1998). Debajo de ésta, se encuentra la capa de los granos, constituida por una
numerosa poblacién de granos y otras interneuronas: células de Golgi, células de Lugaro y
células unipolares en cepillo (Sillitoe y Joyner, 2007). Estos granos son uno de los tipos
neuronales mas abundantes del SNC. Sus precursores aparecen entre E11 y E14, proliferan
abundantemente hasta el momento del nacimiento y, posteriormente, migran y establecen
las sinapsis apropiadas durante los primeros 20 dias posnatales (Hatten ez a/., 1997).

Las células de Purkinje forman las conexiones sinapticas aferentes apropiadas alre-
dedor de los 18 dias posnatales. Las células en cesto sinaptan sobre el soma de la célula de
Purkinje y las células estrelladas forman sinapsis en el tronco de las dendritas principales de

las células de Purkinje (Palay y Chan-Palay, 1974). Las fibras trepadoras, procedentes del
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complejo olivar inferior, discurren por las ramas de las dendritas principales de las células
de Purkinje y sinaptan en sus espinas (Eccles, 1967; Mugnaini, 1972; Palay y Chan-Palay,
1974). Las fibras paralelas, que son los axones de los granos, sinaptan directamente en las
espinas dendfriticas de las células de Purkinje (Landis y Mullen, 1978). Las fibras musgosas,
con origen en multiples regiones del SNC, llegan hasta la capa de los granos y hacen sinap-
sis sobre éstos (Palay y Chan-Palay, 1974; Sillitoe y Joyner, 2007). Por otro lado, los axones
de las células de Purkinje sinaptan sobre neuronas de los nucleos cerebelosos profundos y
de los nucleos vestibulares laterales, encargados de proyectar la informaciéon del cerebelo
hacia casi todos los sistemas sensorio-motores descendentes (Palay y Chan-Palay, 1974;

Palkovits ez al., 1977; Voogd et al., 1985; Sillitoe y Joyner, 2007).

Capa
molecular
Capa de las
' Células de Purkinje
Capa de
los granos
. .
" Sustancia
blanca

Colaterales
recurrentes

\ Fibras

trepadoras

Axones de las células de Purkinje

Figura 1. Esquema tridimensional de una lamina cerebelosa en el que se representan sus
diferentes capas y los principales tipos celulares. En la capa molecular se localizan las células
en cesto y estrelladas, junto con un abundante neuropilo, constituido por las dendritas de las célu-
las de Purkinje y las fibras paralelas. A continuacién se encuentra la capa de las células de Purkinje
formada por los somas de este tipo celular. La capa mas interna, situada sobre la sustancia blanca,
es la capa de los granos, constituida por numerosos granos y otras interneuronas, como es el caso
de las células de Golgi.

Neurodegeneracion en el cerebelo

A lo largo de la vida posnatal, el nimero de células del organismo es ajustado me-
diante procesos de apoptosis (Zhang et al., 1997). En condiciones normales, mas de la mi-
tad de las neuronas mueren por apoptosis antes de alcanzar la madurez (Oppenheim,

1991). La apoptosis de las células de Purkinje es patente alrededor del dia 11 de vida posna-
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tal, tanto en animales silvestres como en ratones mutantes PCD (Zhang et al., 1997). En los
animales silvestres, el proceso de apoptosis de las células de Purkinje se detiene en torno a
los 24 dias de vida posnatal; mientras que en los animales PCD, a esa edad, y hasta que
concluye la degeneracién total, se observa gran nimero de procesos de muerte celular pro-
gramada (Zhang ez al., 1997), con formaciones de cromatina condensada visibles ya a P22
(Landis y Mullen, 1978). Ademas, a esa edad, las células de Purkinje de animales PCD pre-
sentan caspasa 3 activa, implicada en procesos de fragmentacion de ADN, corroborando
que esta degeneracion de las células de Purkinje tiene lugar mediante procesos apoptoticos
(Kyuhou ez al., 2006). En el cerebelo del raton mutante PCD hay importantes evidencias de
degeneracion en torno a P18: restos de somas de células de Purkinje en la capa correspon-
diente y procesos dendriticos degenerados en la capa molecular. Las sefales de degenera-
cion estan ya muy extendidas a P22; y a P29, la mayoria de los somas han desaparecido, y la
capa molecular se ha reducido considerablemente. Esta degeneracion de células de Purkinje
es menos grave en zonas mas ventrales del cerebelo. Asi, en el nédulo cerebeloso (I6bulo
X) de animales mutantes de P24 tan sélo el 20% de las células de Purkinje ha degenerado.
Del mismo modo, a P29, numerosas células de Purkinje estan todavia presentes en el nédu-
lo, fléculos, parafléculos y zona ventral de la zZvula (16bulo IX). Pese a ello, a las 5 semanas
de vida, sélo unas cuantas células persisten en los nédulos, floculos y parafléculos. La su-
pervivencia de las células de Purkinje a las 7 semanas es muy escasa, y se encuentran mayo-
ritariamente en los nédulos, en donde persisten menos del 5% de las que hay en condicio-
nes normales y que suponen menos del 1% del total de las células de Purkinje del cerebelo
(Landis y Mullen, 1978; Alcalde, 2003; Kyuhou ¢z a/., 2006). A esa edad, la mayor parte de
los restos de esta neurodegeneraciéon ya han sido eliminados por elementos microgliales
(Landis y Mullen, 1978). Es relevante sefialar también que la microglia parece tener una
importante accién en este proceso apoptotico, promoviendo, a través de la liberacion de
6xido nitrico, la muerte de las células de Purkinje en la fase mas tardia de la neurodegenera-
ci6n (Kyuhou e al., 20006). Finalmente, la capa molecular, donde se localizan las dendritas
de las células de Purkinje en condiciones normales, sufre una reduccién significativa de su
espesor, aunque contindan presentes las células en cesto y las células estrelladas, rodeadas
por un alto nimero de macréfagos y de glia reactiva en la zona (Mullen e a/., 1976).

Como consecuencia de la degeneracion de las células de Purkinje, en el cerebelo de
los ratones mutantes PCD tiene lugar una degeneracion transneuronal secundaria. Esta
degeneracion retrograda afecta a mas del 90% de los granos del cerebelo, al menos hasta

los 6 meses de edad (Ghetti e al., 1978; Triarhou 7 al., 1985), muchos de los cuales mueren
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por apoptosis (Zhang e al., 1997). Por el contrario, no se aprecia una reduccién llamativa
en la concentracion de células de Golgi tipo 11 en la capa de los granos (Mullen ¢7 a/., 1976).
La desaparicién de las dianas de las aferencias cerebelosas influye también en la muerte
celular transneuronal retrograda de alrededor del 50% de las neuronas del complejo olivar
inferior (Ghetti ez al., 1987; Shojaeian ez al., 1988; Triarthou y Ghetti, 1991), origen funda-
mental de las fibras trepadoras (Desclin, 1974; Courville y Faraco-Cantin, 1978). Por dlti-
mo, la degeneracion anterégrada origina la pérdida del 21% de las neuronas de los nucleos
cerebelosos profundos y una reduccién en el diametro de las neuronas supervivientes en un
14%, produciéndose una mayor densidad de empaquetamiento de las neuronas supervi-
vientes y la disminuciéon del volumen de estos nucleos en un 50% (Wassef ez al., 19806;

Triarhou ef al., 1987; Baurle y Griisser-Cornehls, 1997; Biurle e7 al., 1997; Alcalde, 2003).

Alteraciones citologicas de las células de Purkinje del ratén PCD

Los ratones mutantes PCD presentan alteraciones ultraestructurales en el desarrollo
de las células de Purkinje incluso previas a la degeneraciéon celular. En condiciones
normales, los animales silvestres de entre P10 y P12 presentan una gran acumulaciéon de
polisomas libres en la parte basal de la célula de Purkinje (masa basal de polisomas) que
permanece durante varios dias, pero que se desorganiza hacia las dos semanas de edad y se
asocia a endomembranas, formando pilas alineadas de cisternas de reticulo endoplasmico
rugoso (Larramendi, 1969; Landis, 1973). A la tercera semana de vida posnatal, las células
van adoptando su forma caracteristica y diversos organulos se disponen alrededor del
nucleo (Landis y Mullen, 1978). Por el contrario, los ratones mutantes PCD de P15 (antes
del comienzo de los sintomas de ataxia) retienen aun la masa basal de polisomas, y
presentan menos cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (Landis y Mullen, 1978). En
algunos casos se han observado prolongaciones de reticulo endoplasmatico rugoso
convergiendo en una cisterna central dilatada y carente de polisomas (Landis y Mullen,
1978). Esta configuracion inusual del reticulo endoplasmico rugoso es normal en las células
de Purkinje inmaduras. Sin embargo, y al igual que la masa basal de polisomas, se mantiene
anormalmente en las células de Purkinje de los ratones mutantes PCD hasta su completa
degeneracion. Lo que si parece ser exclusivo de las células de Purkinje del mutante PCD es
la existencia de cisternas de reticulo endoplasmico dilatadas y sin polisomas, que se
continuan con reticulo endoplasmico rugoso (Landis y Mullen, 1978). Todos estos cambios
ultraestructurales observados inicialmente en el sistema de endomembranas han sido
corroborados, a nivel celular y molecular, con el trabajo publicado por Kyuhou y

colaboradores en 2006. En este articulo se describe la implicaciéon del estrés asociado al

45



Introducciion

reticulo endoplasmatico en los procesos neurodegenerativos que tienen lugar en las las
células de Purkinje de ratones mutantes PCD (Kyuhou e a/., 2006). Finalmente, los somas
de las células de Purkinje de animales mutantes PCD contienen unas inclusiones
citoplasmaticas formadas por gruesos filamentos de material fibrilar condensado sobre una
matriz menos densa, denominadas nematosomas (Grillo, 1970). Estos nematosomas se
observan con regularidad a partir de P18-P22 vy, ocasionalmente, ya desde P15. Estas

estructuras no se han observado en ratones normales (Landis y Mullen, 1978).

Alteraciones sinaptologicas de las células de Purkinje del ratén PCD

Las células de Purkinje de los ratones mutantes PCD de 15 dias de vida posnatal pa-
recen haber completado satisfactoriamente la mayor parte de su programa de desarrollo,
presentando colaterales axénicas que forman sinapsis (Landis y Mullen, 1978). Del mismo
modo, la extension y caracteristicas de sus procesos dendriticos parecen normales. Asimis-
mo, las fibras aferentes correspondientes forman y mantienen las sinapsis caracteristicas
con estas células de Purkinje. Los axones de las células en cesto sinaptan sobre los somas
de las células de Purkinje, mientras que los axones de las células estrelladas han formado
contactos en el tronco de las dendritas principales. Tanto las fibras trepadoras, que discu-
rren por las ramas de las dendritas principales, como las fibras paralelas sinaptan normal-
mente en las espinas dendriticas de las células de Purkinje (Landis y Mullen, 1978).

A los 18 dias de vida posnatal, las espinas dendriticas de las células de Purkinje de
ratones mutantes PCD carecen de elemento pre-sindptico y estin envueltas por procesos
gliales. Sin embargo, muchas de las espinas presentan engrosamientos en la membrana que
asemejan elementos postsinapticos (Hirano y Dembitzer, 1973; Rakic y Sidman, 1973; Lan-
dis y Mullen, 1978; Alcalde, 2003). Hay que destacar que, en condiciones normales, las célu-
las de Purkinje mas maduras presentan diferenciaciones de membrana idénticas a elemen-
tos postsinapticos, que se encuentran enfrentados a procesos gliales o a fibras paralelas,
pero no a axones inhibitorios (Landis ¢f /., 1974; Sotelo, 1975; Landis y Mullen, 1978). Las
fibras paralelas que estan junto a estos engrosamientos de la membrana de las dendritas
parecen sinaptar directamente sobre la base de los troncos dendriticos. Estas sinapsis abe-
rrantes, no observadas en los animales silvestres, se mantienen hasta que la célula ha dege-

nerado completamente (Landis y Mullen, 1978).
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Ensayos para subsanar la pérdida de las células de Purkinje del raton mutante

PCD

El ratén mutante PCD se ha empleado como modelo para el estudio tanto de la
muerte neuronal como de la recuperacion anatémica y funcional. Lla mayoria de las investi-
gaciones dirigidas a la recuperacion funcional se han centrado en diferentes formas de tras-
plante de células cerebelosas inmaduras en el cerebelo de ratones PCD una vez ocurrida la
degeneracion de las células de Purkinje. No obstante, también se han desarrollado estudios
dirigidos a intentar bloquear directamente el proceso de neurodegeneraciéon (Wang y Mor-
gan, 2007). Es importante destacar que este tipo de estudios relacionados con la recupera-
cion funcional de los ratones mutantes PCD se han centrado en los procesos degenerativos
relacionados con el cerebelo, pero no en otras regiones que también se encuentran afecta-

das por la mutacién, como es el caso del BO.

Estudios de trasplantes

El trasplante de células cerebelosas inmaduras en el cerebelo de animales mutantes
PCD jévenes constituye un método potencial no sélo para reemplazar células de Purkinje,
sino también para prevenir o minimizar la subsecuente degeneracion neuronal secundaria
en el cerebelo (granos) y en el complejo olivar inferior (Chang y Ghetti, 1993). Varios tra-
bajos han mostrado cémo el trasplante de primordios de cerebelo de ratones silvestres en
ratones mutantes PCD, bien como suspensiones celulares (Sotelo y Alvarado-Mallart, 1986;
Chang y Ghetti, 1993; Triarhou e al., 1995; Zhang ¢t al., 1996), bien como implantes s6li-
dos (Sotelo y Alvarado-Mallart, 1987a, b), pueden redimir caracteristicas del fenotipo PCD.
Por ejemplo, algunas células de Purkinje perdidas pueden ser reemplazadas por células que
migran desde el primordio cerebeloso trasplantado hasta su posicion adecuada en el cerebe-
lo hospedador. Una vez alli, reciben contactos sinapticos desde neuronas adultas del recep-
tor, presentando interacciones y propiedades moleculares similares a las que tienen lugar
durante el desarrollo normal (Sotelo y Alvarado-Mallart, 1987a, b; Zhang ez al., 1996; Wang
y Morgan, 2007). Ademas, a pesar de que en el cerebelo de un animal silvestre existen
alrededor de 200.000 células de Purkinje, en los experimentos de trasplantes tan solo unas
3.000 fueron suficientes para mejorar considerablemente la funcién motora, aunque en
ningun caso llegaron los animales trasplantados a presentar parametros motores similares a

los de un ratén silvestre (Triathou ez al., 1995; 1996; Zhang ef al., 1996).
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Estudios para prevenir la neurodegeneracion

Los estudios dirigidos a intentar prevenir el proceso de degeneracion de las células
de Purkinje en ratones PCD se han llevado a cabo mediante dos vias de aproximacién. Por
un lado, se han aplicado agentes neuroprotectores tanto z vivo como in vitro. In vivo, se reali-
zaron implantes de microsferas de factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-I, del
inglés Insulin-like Growth Factor-T), que presenta propiedades neuroprotectoras (Carro ef al.,
2001), consiguiéndose una mejoria de la coordinaciéon motora durante el tiempo en que se
mantenia la terapia (Carrascosa et al., 2004). In vitro, se llevaron a cabo cultivos organotipi-
cos de corteza cerebelosa de ratones mutantes PCD de PO con mifepristona (esteroide sin-
tético, también conocido como RU4806), y se observé una reduccion en la muerte de las
células de Purkinje durante las 4 semanas en las que se mantuvo el cultivo (Ghoumati ef 4/,
2003).

Otro intento de prevenir la degeneracién cerebelosa en el raton PCD implica la ma-
nipulacién genética de las vias de muerte celular en un fondo genético ped, que, si bien no
han resultado concluyentes, si han aportado nuevos datos sobre el papel de distintas molé-
culas implicadas en la ruta de sefializaciéon que tiene lugar ante los diferentes procesos neu-

rodegenerativos que acontecen en el cerebelo de este animal (Wang y Morgan, 2007).

Efectos de la mutacion pcd en el bulbo olfatorio
principal

El bulbo olfatorio principal es una estructura laminada que presenta una distribu-
ci6n ordenada de sus tipos neuronales y de sus circuitos sinapticos (Greer y Halasz, 1987).
Su estructura basica es comun para todos los vertebrados (Ramoén y Cajal, 1911), aunque
existen variaciones a lo largo de la escala filogenética (Allison, 1953).

La formacién del BO en el ratén comienza alrededor del dia embrionario 12 (E12),
cuando los axones de las neuronas receptoras olfatorias llegan a las vesiculas telencefalicas
en desarrollo (Lopez-Mascaraque y de Castro, 2002). El contacto estimula un pequefio cre-
cimiento desde el telencéfalo rostral que originara el primordio del bulbo olfatorio, y parece
inducir el inicio de la neurogénesis en la zona ventricular (Farbman, 1992; Gong y Shipley,
1995). Los diferentes tipos celulares del BO se originan secuencialmente comenzando por
los de mayor tamafio, y son las neuronas de proyeccion primaria —células mitrales y empe-
nachadas— las primeras en diferenciarse (Hinds, 1968). Las pequefias interneuronas del bul-
bo —granos y células periglomerulares— tienen una aparicion mas tardia (Hinds, 1968; Ros-

selli-Austin y Altman, 1979; Bayer, 1983; Kaplan ¢# a/., 1985) que continda durante toda la
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vida del animal. La adicién posnatal de interneuronas y glia provoca un aumento del 85%

del tamafno del BO en el ratén durante las 3 primeras semanas de vida (Farbman, 1992).

Organizacion del bulbo olfatorio principal

La capa mas superficial del BO es la capa del nervio olfatorio (CNO), que contiene
los axones amielinicos procedentes de las neuronas receptoras olfatorias rodeados por célu-
las gliales y sus prolongaciones (Ramoén y Cajal, 1911; Pinching y Powell, 1971). Por debajo
de la CNO se encuentra la capa glomerular (CG), formada por unidades funcionales inde-
pendientes denominadas glomérulos (Figura 2). Los glomérulos son estructuras esferoidales
ricas en neuropilo rodeadas por una capsula de pequefias neuronas (células periglomerula-
res) y células gliales. Los axones procedentes de las neuronas receptoras olfatorias hacen
sinapsis sobre las dendritas apicales de las neuronas de proyeccion primaria (células mitrales
y empenachadas) y sobre dendritas de las neuronas yuxtaglomerulares de la capa glomeru-
lar: células periglomerulares y células de ax6n corto, dos tipos de interneuronas, y las célu-
las empenachadas externas (Pinching y Powell, 1971). Inmediatamente por debajo de la CG
esta la capa plexiforme externa (CPE), que presenta una baja densidad celular, con abun-
dancia de neuropilo. Los elementos predominantes en esta capa son dendritas de células
mitrales, de células empenachadas y de granos (Macrides y Schneider, 1982; Mori ¢t al.,
1983; Orona ef al., 1984). Los principales tipos neuronales en este estrato son las células de
Van Gehuchten y las células empenachadas medias e internas (Kosaka e# a/, 1994; Shipley ef
al., 1995; 1996). Las células empenachadas son, junto con las células mitrales, las encargadas
de trasmitir la informacion olfatoria a otras regiones cerebrales fuera del BO (Schonfeld y
Macrides, 1984; Recio ez al., 2007). Las células mitrales son las principales neuronas de pro-
yeccion del BO y sus somas se encuentran formando una monocapa, la capa de las células
mitrales (CCM), situada a mayor profundidad que la CPE (Shepherd, 1972). Justo por de-
bajo de la CCM se situa la capa plexiforme interna (CPI), que es una delgada capa con baja
densidad de cuerpos celulares y con mayor densidad de axones y dendritas. La CPI contie-
ne axones de células mitrales y de células empenachadas, dendritas de granos y axones pro-
cedentes de centros superiores (Shipley ez al., 1986; McLean y Shipley, 1987a, b; McLean ef
al., 1989). A continuacién se localiza la capa de los granos (CGt), que es la capa mas exten-
sa del BO. Contiene un gran numero de pequenas neuronas anaxonicas (Ramoén y Cajal,
1911; Shipley et al., 1996), entre las que discurren axones mielinicos. En esta capa, asi como
en la CPI y en la CCM, hay otras interneuronas denominadas células profundas de axén

corto. Su soma es de tamafio intermedio entre granos y células mitrales, y se pueden dividir
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en varios tipos segun su morfologia y situacion: las células horizontales y verticales de Cajal,
las células de Blanes y las células de Golgi son los grupos mas abundantes (Ramoén y Cajal,
1911; Price y Powell, 1970; Pinching y Powell, 1971; Schneider y Macrides, 1978; Kosaka ez
al., 1994). Por ultimo, encontramos la capa mas profunda del bulbo olfatorio, que ha sido
denominada de diversas maneras: sustancia blanca periependimaria o zona subependimal
del bulbo olfatorio (SBPE; Figura 2). Por ella transcurren gran parte de las fibras aferentes
y eferentes del bulbo olfatorio que, junto con la sustancia blanca dispersa en la capa de los
granos, convergen para formar el tracto olfatorio lateral en la zona caudal de este 6rgano

(Price y Sprich, 1975; Willey ez al., 1983; Recio ef al., 2007).

Figura 2. Organizacién laminar del bulbo olfatorio. cBl: célula de Blanes. CCM: capa de células
mitrales. cEe: célula empenachada externa. cEi: célula empenachada interna. cEm: célula empenachada
media. CG: capa glomerular. cGo: célula de Golgl. CGr: capa de los granos. cHCa: célula horizontal de
Cajal. ¢cM: célula mitral. CNO: capa de fibras del nervio olfatorio. CPE: capa plexiforme externa. CPI:
capa plexiforme interna. cPG: célula periglomerular. cSAC: célula superficial de axén corto. cVCa: célula
vertical de Cajal. cvG: célula de van Gehuchten. FCf: fibras centrifugas. Gr: grano. SBPE: sustancia
blanca periependimaria. Esquema modificado de Puche, 2003 (http://www.apuche.org/OIA/).

Neurodegeneracion en el bulbo olfatorio principal

Los ratones mutantes PCD de menos de 2 meses de edad presentan una organiza-
cion sinaptica y celular normal del BO (Greer y Shepherd, 1982). Sin embargo, aproxima-
damente a los 60 dias posnatales comienza un periodo acelerado de pérdida de las células
mitrales que dura hasta, aproximadamente, los 90 dfas posnatales. No se han observado
efectos directos sobre otras poblaciones neuronales del BO (Greer y Shepherd, 1982). Du-
rante este periodo degeneran mas del 75% de las células mitrales. El 25% restante se pierde

mas lentamente entre los 90 y 120 dfas (Greer y Halasz, 1987; Baker y Greer, 1990). Las
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escasas células mitrales supervivientes quedan agregadas en pequefios grupos (Greer y
Shepherd, 1982).

A pesar de la pérdida de las células mitrales, no se observan alteraciones aparentes
en la capacidad de las neuronas receptoras olfatorias para responder a olores de forma
normal (Greer y Shepherd, 1982). Con el método de la 2-desoxiglucosa (Kennedy e# al.,
1975; Stewart ez al., 1979) no se han apreciado diferencias entre ratones mutantes y silves-
tres, de 8 meses de edad, en los patrones de distribucion de las aferencias de las neuronas
receptoras olfatorias a los glomérulos, tras la exposicion a acetato de amilo (Greer y Shep-
herd, 1982). Esta integridad del epitelio olfatorio en los ratones PCD hace posible la inter-
accion sinaptica funcional entre las neuronas receptoras olfatorias y las células de proyec-
cién supervivientes.

En los ratones mutantes PCD se observa la pérdida selectiva de las células mitrales
sin que exista una degeneracion aparente de la poblacién de células empenachadas, lo que
sugiere diferencias en los determinantes genéticos de estos dos tipos neuronales (Greer y
Shepherd, 1982). Las células empenachadas aparecen en numero y morfologia normal en la
CPE de los ratones PCD (Greer y Shepherd, 1982). Como consecuencia de este proceso
degenerativo tan especifico, varias poblaciones neuronales del bulbo olfatorio principal
quedan privadas de sus conexiones sinapticas con las células mitrales: las células periglome-
rulares de la CG, las interneuronas de la CPE y los granos de la CGr. Esta degeneracion
afecta tanto a la integracién sinaptica de la informacion olfatoria a nivel glomerular como a
las capas inframitrales. Paralelamente, tiene lugar un proceso de reorganizacion sinaptica
durante el cual las células denervadas establecen nuevos circuitos sinapticos heterélogos
con las neuronas de proyeccion persistentes (Greer, 1987a, b; Greer y Halasz, 1987).

En lo que respecta a la organizacion de las capas del BO del mutante PCD soélo se
observan cambios relacionados con su tamafio. El tamafo de los glomérulos de los ratones
mutantes se reduce respecto al de los animales silvestres. La disminucién del diametro del
glomérulo refleja fundamentalmente la pérdida de los penachos de dendritas apicales de
células mitrales, que se extienden originalmente en el interior glomerular (Greer y Shep-
herd, 1982). El cambio mas llamativo se presenta en la CPE, ya que su grosor disminuye
considerablemente en los individuos mutantes. Las partes proximales de las dendritas api-
cales y las arborizaciones de las dendritas basales de las células mitrales pueden ocupar, en
condiciones normales, hasta un 30% del volumen de la parte mas interna de la CPE
(Halasz ez al., 1981). Al disminuir el grosor total de esta capa, la densidad celular aumenta

(Greer y Shepherd, 1982). Ademas, hay un aumento significativo de la densidad de células

51



Introducciion

gliales como respuesta a la degeneracion de las células mitrales (Caviness y Sidman, 1972;
Caviness y Rakic, 1978). La CPI del ratén mutante parece mas gruesa, aunque tal vez sea
s6lo por la desaparicion de la capa de las células mitrales (Greer y Shepherd, 1982). Los
espacios dejados por las células mitrales son ocupados por algunos granos, aunque el nad-
mero de granos desplazados no es significativamente diferente al encontrado en los indivi-
duos normales. La CGr del ratén mutante PCD no parece estar muy afectada en su parte
media y superficial. Sin embargo, la densidad celular se reduce claramente en su region mas
profunda (Alcalde, 2003; Valero ez al., 2007).

Por dltimo, la desaparicién de los axones de las células mitrales conlleva también
una degeneracion extensa del tracto olfatorio lateral, en el que los axones de las células em-
penachadas permanecen aparentemente intactos (Mullen e a/, 1976; Bartolomei y Greer,
1998; Recio ez al., 2007). En los ratones mutantes, el tracto olfatorio lateral presenta un
tamafio marcadamente reducido, y los axones persistentes son considerablemente mas del-
gados que la media de los de los animales silvestres (Bartolomei y Greer, 1998; Recio e al.,

2007).

Alteraciones en las células mitrales del bulbo olfatorio principal

La mutacién ped 7 induce en las células mitrales del BO la formacién de focos de
dafo y reparaciéon del ADN, inhibicién global de la transcripcion, silenciamiento epigenéti-
co de los dominios de cromatina, reorganizacion de los compartimentos nucleares involu-
crados en el procesamiento del ARN, y modificaciones en la maquinaria de traduccion ci-
toplasmica. Estos eventos celulares son reflejo de un estado pre-degenerativo que tiene
lugar previamente a los signos citolégicos clasicos de muerte celular (Valero e al., 2000;
Valero, 2007).

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado que la
muerte de las células mitrales en los ratones PCD tiene lugar mediante mecanismos apopto-
ticos. Esta muerte “controlada” puede contribuir, en cierto modo, a que no se induzca di-
rectamente la muerte de otras células adyacentes. Ademas de esta muerte por apoptosis, la
relativa lentitud del proceso degenerativo permite al BO mantener una organizacion citoat-
quitectonica normal conservando todas sus capas (Valero, 2007). La muerte de las células
mitrales por apoptosis concuerda con la degeneracion de las células de Purkinje en los ra-
tones PCD, que también conlleva la activaciéon de mecanismos apoptéticos (Kyuhou ef al.,
2000).

La mutacién ped ” induce —o al menos no previene— la acumulacién de focos de da-

fio en el ADN en las células mitrales. Esto parece ser debido a la pérdida de expresion del
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gen znal. La gran vulnerabilidad de las células mitrales con respecto a las lesiones en el
ADN se correlaciona con su alta actividad metabdlica y bioeléctrica (Friedman y Strow-
bridge, 2000; Lowe, 2003; Djurisic ez al., 2004; Granados-Fuentes e7 al., 2004), que requiere
una configuracién predominantemente “abierta” de la cromatina (eucromatina), haciendo
que las células mitrales sean mas vulnerables a los agentes que producen dafio en el ADN.
La formacién y acumulacion de focos de dafio y reparacion del ADN en las células mitrales
de los mutantes PCD, acompafiadas de la pérdida progresiva de esta poblaciéon neuronal,
parecen reflejar la incapacidad de estas neuronas para desarrollar una respuesta efectiva
capaz de reparar los dafios que se producen en su material genético (Valero ef al., 2000).

La acumulacién de focos de dafio en el ADN en las células mitrales de los ratones
mutantes PCD se ve asociada a procesos de represion transcripcional en estas células y a
una disminucién en el nimero de ARNm presentes en el BO de los animales PCD (Valero
et al., 20006). Asimismo, en relaciéon con esta represion transcripcional, se ha observado la
existencia de abundantes y prominentes masas de heterocromatina a nivel ultraestructural
(Valero et al., 2006). Paralelamente a estas modificaciones de la cromatina, la mutacién ped ”
causa la segregacion de los componentes nucleolares y la desorganizacién de los centros
fibrilares de las células mitrales (Valero ¢# al., 2006). Estas modificaciones estructurales se
asocian con una disfuncién grave de la transcripcion nucleolar (Puvion-Dutilleul e 4/,
1992). Ademas, esta alteracién en la biogénesis de los ribosomas se relaciona con la desor-
ganizacion del reticulo endoplasmatico rugoso, previamente descrita en las células de Pur-
kinje de los mutantes PCD (Landis y Mullen, 1978), y que refleja la existencia de una ma-

quinaria transcripcional deficiente.

Ensayos para subsanar la pérdida de las células mitrales del BO del raton
mutante PCD

A pesar de haberse empleado al raton mutante PCD como modelo animal para el
estudio de la muerte neuronal de las células mitrales (Valero e# al., 20006), hasta la fecha, no
se han realizado estudios para intentar subsanar esta pérdida neuronal. Todos los estudios
previos relacionados con la recuperacion funcional de los ratones mutantes PCD se han
centrado en los procesos degenerativos relacionados con el cerebelo (ver apartados anterio-
res). Asi pues, nos encontramos ante el primer intento de subsanar esta pérdida neuronal

selectiva en el bulbo olfatorio principal.
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Idoneidad del mutante PCD en estudios de
neurodegeneracion

Los ratones mutantes PCD ofrecen gran interés como modelos de neurodegenera-
cion, ya que pueden ser considerados totalmente normales en el momento de su nacimien-
to, evitando, asi, mecanismos compensatorios prenatales. Ademas, la degeneracion neuro-
nal tiene lugar en periodos concretos, hecho que permite un conocimiento detallado de los
diferentes procesos degenerativos acaecidos a lo largo de su vida. En lo que al estudio de la
llegada de CMO al cerebro respecta, y mas concretamente al efecto que tiene un microam-
biente degenerativo sobre este proceso, el raton mutante PCD es un modelo idéneo. La
degeneracion posnatal selectiva de poblaciones neuronales especificas —células de Purkinje
(Mullen e al., 1976; Fernandez-Gonzalez et al., 2002), determinadas neuronas talamicas
(O’Gorman y Sidman, 1985; O’Gorman, 1985), células mitrales (Mullen e# a/., 1976; Barto-
lomei y Greer, 1998) y fotorreceptores (Mullen y LaVail, 1975; LaVail ez al., 1982)—, situa-
das en regiones encefalicas definidas (cerebelo, talamo, bulbo olfatorio y retina, respectiva-
mente) y durante periodos de tiempo diferentes y bien delimitados, permite dilucidar el

efecto de las distintas etapas de un mismo proceso neurodegenerativo sobre la llegada de

las CMO al encéfalo.
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Justificacion y Objetivos

La formacion de tipos celulares propios de otros tejidos a partir de CMO ha queda-
do suficientemente demostrada en la bibliografia consultada. En el caso del SNC, la mayo-
rfa de los trabajos se han centrado en el estudio del cerebelo, lo que ha determinado que los
datos relativos a otras regiones de interés sean escasos, confusos y contradictorios, como es
el caso del bulbo olfatorio, en el que se mantiene un aporte continuo de nuevas neuronas a
lo largo de toda la vida del animal. Por otro lado, el efecto favorecedor en todo este proce-
so de un microambiente neurodegenerativo ha sido demostrado unicamente en el cerebelo.
Mas aun, este concepto se ha estudiado, bien mediante trasplante intracerebelar de CMO
en animales con un defecto genético (Bae ez al., 2005; 2007), o bien mediante un trasplante
intravenoso de CMO en animales en los que previamente se habia inducido la degeneracién
de las células de Purkinje mediante la inyeccion intraventricular de sustancias toxicas (Ma-
grassi ez al., 2007). La existencia de un modelo neurodegenerativo como el ratén mutante
PCD permite estudiar la formaciéon de neuronas a partir de CMO en distintas regiones en-
cefalicas y ante diferentes etapas de un mismo proceso degenerativo. Asimismo, al ser una
mutacion la causante de la neurodegeneracion, se evitan los posibles efectos colaterales del
uso de sustancias toxicas para la induccion del dafio neuronal, asi como las incertidumbres

sobre la concentracion de sustancias efectivamente recibidas por las distintas poblaciones
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neuronales. Por lo tanto, el objetivo general de esta Tesis Doctoral es contribuir al estudio

de la llegada de CMO al encéfalo, tanto en condiciones normales como ante un proceso

neurodegenerativo posnatal selectivo, consecuencia de una mutacion.

Los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral son:

1.

Establecer las colonias de ratones que permitan llevar a cabo el estudio de la llegada

de las células de la médula 6sea (CMO) al encéfalo de los animales mutantes PCD, y

discernir entre eventos de transdiferenciacion y de fusion celular de las CMO.

Establecer un procedimiento adecuado para llevar a cabo experimentos de trasplan-

tes de médula 6sea en animales portadores de la mutacion ped V:

2.1

2.2

23

Establecer la dosis 6ptima de radiacion para conseguir la ablacion de la
médula 6sea de los diferentes animales receptores.

Analizar las diferencias existentes entre distintos tipos de trasplante (in-
traperitoneal e intravenoso).

Poner a punto los diferentes sistemas de visualizacién de las células

trasplantadas.

Realizar un estudio comportamental de los animales mutantes PCD y analizar posi-

bles diferencias entre los trasplantados con médula 6sea “sana” y los que no recibie-

ron ningun trasplante.

Realizar un analisis cualitativo de la llegada de CMO al cerebelo y al bulbo olfatorio

de los animales trasplantados, tanto de animales silvestres como de animales mutan-

tes PCD.
4.1
4.2
4.3

Analizar su destino y diferenciaciéon neural en estas regiones.
Establecer el efecto del ambiente neurodegenerativo en este fenémeno.
Determinar el efecto del trasplante de médula 6sea “sana” en las pobla-

ciones de células de Purkinje y células mitrales de animales mutantes

PCD.

El logro de estos objetivos debe suponer un claro avance hacia un mejor conoci-

miento de la biologia de las células de la médula 6sea y de las posibilidades de uso de éstas

en las patologias neurodegenerativas.
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Material y Métodos

En la seccién de Introducciéon hemos realizado una breve recopilacion de los traba-
jos previos que pusieron de manifiesto la llegada de CMO al encéfalo. En todos ellos, la
identificacion de las CMO del donante en el receptor resulté clave para poder llevar a cabo
el estudio. En nuestro trabajo hemos puesto a punto y comparado diferentes técnicas para
efectuar esta identificacion; cada una de ellas tiene ventajas e inconvenientes que discutire-
mos mas adelante. Por un lado, hemos llevado a cabo el trasplante de médula 6sea de ani-
males CRE-GFP en receptores R26R, hecho que nos ha permitido identificar las células del
donante siguiendo su fluorescencia (células GIFP) y conocer, ademas, si se han producido
eventos de fusion celular. Por otro lado, hemos realizado el trasplante de médula 6sea de
animales macho en receptores hembra, identificando las células del donante mediante mar-
caje especifico del cromosoma Y. Asi pues, para poder poner en marcha nuestros experi-
mentos, el primero de los pasos que tuvimos que dar fue establecer las diferentes colonias
de animales que iban a ser utilizadas en el estudio. La primera de ellas fue la colonia PCD,
que se caractetiza por presentar la mutacién ped V. Las siguientes colonias fueron la colonia
PCD-R26R y la colonia CRE-GFP. La primera de estas dos se origin con el objetivo de
poder obtener animales receptores R26R que presentasen la mutacién ped s y la segunda,
con el de poder obtener animales donantes CRE-GFP. Finalmente, se establecio la colonia

de animales PCD-(CRE-GFP) para poder obtener animales mutantes PCD con las caracte-
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risticas de los animales CRE-GFP. Todas estas colonias se encuentran descritas en detalle
en sus correspondientes apartados. Una vez establecidas las colonias de las que obtener los
animales donantes y receptores apropiados para el estudio, pudimos comenzar con los ex-
perimentos de trasplantes de médula dsea. Estos experimentos conllevan una serie de pasos
que comienzan con la eliminacién de la médula 6sea de los animales receptores, en nuestro
caso mediante irradiacion. Debido a la fragilidad de los animales mutantes PCD, fue nece-
sario ajustar la dosis de radiacion para conseguir no sélo una destruccion completa de la
médula 6sea propia, sino también la supervivencia del animal trasplantado. A continuacion,
se lleva a cabo el trasplante propiamente dicho, que puede realizarse de forma intravenosa
o intraperitoneal, y del que se obtiene un animal quimera, caracterizado por poseer una
médula 6sea cuyas células, y las derivadas de éstas, son identificables frente al resto de célu-
las del animal. Esos animales son sometidos a una serie de pruebas fisiologicas y de com-
portamiento, para ver si existe alguna mejoria de la capacidad motora de los animales PCD
tras el trasplante. Finalmente, sus encéfalos son analizados neuroquimicamente y procesa-
dos en busca de CMO que hayan podido llegar tanto al cerebelo como al BO. Los resulta-
dos obtenidos son comparados entre los diferentes grupos experimentales. En la figura 3 se

presenta un resumen general del disefio de nuestro estudio experimental.

Ratones donantes

|  Ratonescre-GFP |

Ratones mutantes
PCD | 4 |

Ratones silvestres

Irradiacion

(eliminacion de la
médula ésea)

Irradiacién
(eliminacién de la
médula 6sea)

Extraccion de
Trasplante la médula 6sea Trasplante

del donante

te PCD WStre
auimezz

Comportamiento Comportamiento
Neuroquimica Neuroquimica
Llegada de CMO al Llegada de CMO al
cerebelo y al BO cerebelo y al BO

Analisis comparativo

Figura 3. Esquema del proceso experimental seguido en la presente Tesis Doctoral.
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Animal de experimentacion

El animal de experimentacion empleado para la realizacion del presente trabajo fue
el ratén Mus musculus 1.. 1758 (Muridae, Rodentia, Mammalia), de las estirpes C57BL/6],
DBA/2] y BALB/c-Tg(CMV-cre)1Cgn/]J, todas procedentes de los Laboratorios Jackson,
Bar Harbor, EE. UU. Se emplearon animales provenientes del cruce de algunas de estas
estirpes entre si: C57BL/6] con DBA/2] y C57BL/6] con BALB/c-Tg(CMV-cre)1Cgn/]J,
asi como animales descendientes de esos dos cruces entre si: (C57BL/6] x DBA/2]) con
(C57BL/6] x BALB/c-Tg(CMV-cre)1Cgn/J). Las distintas colonias establecidas para la
realizacion de esta Tesis Doctoral fueron generadas y mantenidas en el Servicio de Experi-
mentaciéon Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca y en el animalario del Centro de
Investigacion Principe Felipe de Valencia, a partir de cruzamientos que detallaremos mas
adelante en los apartados correspondiente dedicados a cada una de las colonias.

Los animales se mantuvieron a temperatura y humedad relativa constantes, con un
fotoperiodo artificial de 12 horas, y fueron alimentados ad /ibitum con agua y pienso com-
puesto para roedores (T2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Diet, Oxon, Reino Uni-
do), que en el caso de los mutantes PCD tuvo que ser previamente triturado. Todos los
animales se manipularon y sacrificaron segun las lineas establecidas en la directiva
2003/65/CE del Patlamento Europeo y en la legislacion espafiola (RD 1201/2005) vigen-
tes para el uso y cuidado de animales de laboratorio. Todo el procedimiento fue aprobado

por el comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

La colonia PCD

La mutacion ped empleada en este trabajo es la mutacién original, denominada ped

y que fue transferida a la estitpe C57BL/6J en 1976 (Mullen ez al., 1976). Animales de esta
estirpe, heterozigotos para la mutacién (+/ped), fueron adquiridos en los Laboratorios Jack-
son (http://www.jax.org). Dadas las caracteristicas especiales de los animales homozigotos
para esta mutacion (ped/ ped; ver apartado correspondiente en la seccién de Introduccién), el
establecimiento y mantenimiento de la colonia se llevé a cabo mediante cruces entre indivi-
duos heterozigotos (+/ped), practicamente indistinguibles de los silvestres (+/+). El pro-
blema con la identificacién de los animales heterozigotos (+/ped) se solventd gracias a la
colaboracion del Dr. Jean-Louis Guénet (Laboratorio de Genética de Mamiferos, Instituto

Pasteur de Parfs). Las sugerencias del Dr. Guénet nos ayudaron a la tipificaciéon genética
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usando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar los mar-
cadores moleculares adecuados. Para poder llevar a cabo esta identificacién del genotipo, se
cruzaron ratones macho de la estirpe C57BL/6] heterozigotos para la mutacién ped / con
hembras silvestres de la estitpe DBA/2]. Mediante estos cruces se consigui6 asociar el alelo
ped " al fondo genético del cromosoma 13 de la estirpe C57BL/6], mientras que el alelo
silvestre se asoci6 al fondo genético del cromosoma 13 de la estirpe DBA/2]. El estableci-
miento de esta nueva colonia PCD (C57BL/6] x DBA/2J) permite tipificar genéticamente
los animales originados, gracias a la segregacion diferencial de los alelos. Ademas, debido a
las caracteristicas reproductivas propias de la estirpe DBA/2] se logré que la estitpe “hibri-
da” resultante fuese mas prolifica que la estirpe portadora de la mutacién originalmente

(C57BL/G]).

Identificacion de los animales

La mutacién ped 7 se encuentra en una regiéon reguladora que no ha podido ser
identificada, por lo que se recurrié al uso de “microsatélites” para su identificaciéon genoti-
pica. Los microsatélites consisten en mono-, di-, tri- y tetranucleétidos repetidos en tan-
dem, abundantes por todo el genoma eucariota. También conocidos como SSR (del inglés
Short Sequence Repeat) o repeticion de secuencias discretas; son, ademas, muy polimérficos,
por lo que se utilizan como marcadores moleculares intraespecificos. En nuestro caso, se
eligieron como marcadores dos regiones microsatélite presentes tanto en la estirpe
C57BL/6], portadora de la mutacién, como en la estitpe DBA/2]. Los microsatélites debi-
an ser polimérficos entre ambas estirpes, de modo que su tamafio en numero de pares de
bases (pb) fuese lo suficientemente diferente entre las dos estirpes como para hacerlos dis-
tinguibles al separarlos mediante electroforesis en un gel de agarosa. Dichos fragmentos
debfan estar, ademis, lo suficientemente cercanos a la regién portadora de la mutacién ped
como para asegurar su transmision ligada en una probabilidad elevada, de manera que pu-
diésemos suponer la ausencia de recombinacién entre la regiéon portadora de la mutacién y
el marcador. Los microsatélites elegidos bajo estas caracteristicas fueron D13Mit250 y
D13Mit283. El primero de ellos es un fragmento de 130 pb en los ratones de la estirpe
C57BL/6], mientras que estd formado por 116 pb en la estitpe DBA/2]. El segundo es un
fragmento de 114 pb y 136 pb en las estitpes C57BL/6] y DBA/2], respectivamente. Se
utilizaron ambos marcadores para asegurarnos de que su localizaciéon no se vefa afectada

por fenémenos de recombinacion a lo largo de las generaciones.
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Extraccion de ADN

El ADN para la tipificaciéon genética se extrae a partir de una muestra de tejido de
la cola de los ratones, tomada en torno a la primera semana de vida posnatal, tras su co-
rrespondiente marcado e identificacion individual. Para la obtencién del ADN se homoge-
neiza el tejido en un bafio a 55 °C durante una noche utilizando proteinasa K (16,4 U/ml,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) diluida en un tamp6n de lisis que contiene 0,2% (p/v)
de dodecil sulfato sédico (SDS, del inglés Sodium Dodecyl! Sulphate), tampédn Tris 0,1 M a pH
8,0, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA, del inglés Ethylene Diamine Tetracetic Acid)
5 mM a pH 8,0, NaCl 0,2 M y agua destilada tratada con dietilpirocarbonato (H,Opppc,
Sigma-Aldrich). A la mafana siguiente, tras resuspender el homogeneizado, se centrifuga
durante 2 min a 13.200 revoluciones por minuto (rpm), y se separa el sobrenadante, al que
se aflade un volumen equivalente de isopropanol (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, Francia), y
se agita suavemente. A continuacién, centrifugamos de nuevo durante 10 min a 13.200 rpm
y eliminamos el sobrenadante. El ADN precipitado se lava con etanol 70% (v/v) vy, tras
resuspender, se vuelve a centrifugar durante 10 min a 13.200 rpm. Por dltimo, el ADN se

resuspende en 50 pl de H,Opppe. Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente (TA).

PCR

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa, o PCR, permite obtener un
gran niamero de copias de un fragmento de ADN determinado a partir de muy poca canti-
dad de ADN original, en un corto periodo de tiempo (Mullis e# a/., 1986). Para la puesta a
punto de un protocolo para la realizaciéon de la PCR con los marcadores D13Mit250 y
D13Mit283 se utilizaron los cebadores propuestos en las siguientes paginas web de los
Laboratorios  Jackson:  http://www.informatics.jax.org/searches/probe.cgi?38700 vy
http:/ /www.informatics.jax.org/searches/probe.cgi?41581. En la Tabla 1 se recogen las

secuencias de los dos cebadores correspondientes a cada uno de los dos marcadores.

Marcador S nei Marcador S nei
D13Mit250 ecuencia D13Mit283 ecuencia
5-ACACTCATTTCC 5" GGAAGCAGT
Cebador 1 ATGCACGA-3' Cebador 1 CTCCTGCCTC-3'
Cobodon.2 5_AGGTCCTCAAAT Cobodon 2 5_-GAGAGGTGG
eoador CTCACAAGTAGG-3' eoaaor CACATGAGGTT-3'

Tabla 1. Secuencias de los cebadores empleados para genotipar la mutacion ped /.
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El medio para la realizacién de esta PCR contiene: tampén comercial de la Taq po-
limerasa (1x, Promega, Madison, Wisconsin, EE. UU.), desoxinucleétidos (0,2 mM, Pro-
mega), Taq polimerasa (0,125 U/ul Promega), dimetilsulféxido (DMSO; 5%), CLLMg (1,5
mM), cebadores (2,5 pM; cada uno), ADN (entre 100 y 500 ng de muestra) y H,Oppp.
Como control positivo se incluye siempre una muestra de ADN de cada uno de los tres
genotipos posibles (+/+, +/ped y ped/ ped), mientras que como control negativo se utiliza el
medio anterior sustituyendo el volumen de ADN por H,Opppe. La PCR de ambos marca-
dores se lleva a cabo en una termocicladora (Primus, MWG- Biotech, Vernon Hills, Illinois,

EE. UU.) con los ciclos de temperatura que se detallan en la siguiente tabla:

Paso Tiempo T;r;.lslj‘(;r.atura Temper.atura
1t250 DI13Mit283

1 5 min 94 °C 94 °C

2 1 min 94 °C 94 °C

3 1 min 54 °C x40 53°C <40
4 1 min 30 s 72°C 7 0C

5 10 min 72 °C 72 °C

S = 4°C 4°C

Tabla 2. Condiciones de tiempo y temperatura de la PCR para la mutacién ped /.

Electroforesis

Los productos de la PCR de las regiones microsatélites D13Mit250 y D13Mit283,
que tienen distintos tamafios en las estitpes C57BL/6] y DBA/2], se separan mediante
electroforesis en un gel de agarosa (MS-8, Pronadisa, Madrid, Espafia) al 3% en tampon
Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X (ver Apéndice), al que se afiaden 0,4 pg/ml de bromuro
de etidio (Sigma-Aldrich). La visualizacion de las distintas bandas del ADN amplificado se
realiza gracias a una lampara de luz ultravioleta (Gel Doc XR, Bio Rad Laboratories, Barce-
lona, Espafia). El marcador de peso molecular (Pm) empleado fue el pBR322 DNA-Msp 1
Digest New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, EE. UU.). Aquellos carriles en los
que aparece una sola banda de 130 pb para el D13Mit250 o de 114 pb para el D13Mit283
se corresponden con animales homozigotos para la mutacion (ped/ ped), mientras que en los
que aparece una unica banda de 116 pb para el D13Mit250 o de 136 pb para el D13Mit283

se corresponden con animales homozigotos silvestres (+/+). Por dltimo, los cartiles en los
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que aparecen dos bandas de diferente tamafio (130 y 116 pb para el D13Mit250, 114 y 136
pb para el D13Mit283) se corresponden con animales heterozigotos (+/ped; Figura 4).

D13Mit250
pcd/pcd +/+ +/pcd Pm

D13Mit283
pcd/pcd +/+ +/pcd

147 pb
“— 123 pb
— 110 pb

Figura 4. Genotipado de los ratones de la colonia PCD. Imagenes de dos geles de agarosa
en los que se han resuelto dos PCR para la amplificacién de las regiones microsatélites del ADN
del raton D13Mit250 y D13Mit283. Las bandas simples corresponden a homozigotos para la
mutacién ped 1 (ped/ped) y a homozigotos silvestres (+/4), mientras que las bandas dobles co-
rresponden a animales heterozigotos (+/ped). Pm: marcador de peso molecular en pb.

La colonia PCD-R26R

Para poder llevar a cabo la deteccion de posibles eventos de fusion entre las CMO
trasplantadas y células de los animales receptores, se cred una nueva colonia de animales, la
colonia PCD-R26R. Esta nueva colonia se establecié mediante el cruce de animales hetero-
zigotos (+/ped) de la colonia PCD, anteriormente descrita, con animales homozigotos
(lac/ lac) para el gen reportero procariota LacZ de la linea R26R (Mao e# al., 1999), proceden-
tes del Laboratorio de Regeneracion Celular del Centro de Investigaciones Principe Felipe
(CIPF), que dirige el Dr. Alvarez Dolado. La linea de ratones R26R contiene el gen repor-
tero LacZ, pero éste no se expresa a no ser que se produzca la escision de un codén de
“stop” que lo precede, y que se encuentra “floxeado” (Figura 5). Se dice que una secuencia
esta “floxeada” cuando se encuentra flanqueada por sitios llamados Lox-P, y que son reco-
nocidos por la recombinasa Cre. Asi, en presencia de la recombinasa Cre, se produce la
escision del codon de “stop”, permitiendo la expresion del gen reportero LacZ, que puede
ser facilmente visualizado (ver mas adelante). Los animales R26R carecen de recombinasa
Cre, por lo que en condiciones normales no presentan expresion de LacZ. Sélo si se ponen

en contacto en la misma célula la recombinasa Cre y su diana se podra visualizar la expre-
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sion del gen reportero LacZ, demostrandose fehacientemente la fusion celular. Por todo
ello, el trasplante de médula 6sea procedente de animales que expresan la recombinasa Cre
en animales hospedadores R26R permite la deteccion de los eventos de fusion celular, y

constituye, por tanto, un modelo idéneo para el estudio de este proceso.

Diana de CRE

| | | Locus ROSA26 |

LoxP LoxP

wwi b ) >

STOP

Escision mediada por
la recombinasa Cre

+++V

-

Figura 5. Esquema de la estructura genética para el gen reportero LacZ en la linea de
ratones R26R. En condiciones normales, el gen reportero LacZ, contenido entre las dos se-
cuencias de integracion retroviral (RTV), no se expresa debido a la presencia de un codén de
“stop” flanqueado por dos sitios Lox-P. La escision del codén de “stop” llevada a cabo por la
accion de la recombinasa Cre permite la expresion del gen reportero LacZ

Los ratones originales R26R del laboratorio del Dr. Alvarez Dolado son de la estit-
pe C57BL/6], por lo que, para poder mantener nuestro sistema de deteccion de la muta-
cién ped ", basado en su asociacién al fondo genético C57BL/6], tuvimos que realizar un
paso intermedio previo al establecimiento de la nueva colonia PCD-R26R. Este paso in-
termedio, junto con las fases posteriores efectuadas para conseguir el establecimiento de la
colonia PCD-R26R, los describimos en detalle en la seccién de Resultados, ya que permitie-
ron alcanzar el primero de los objetivos planteados para la realizacion de esta Tesis Docto-
ral. Asi, fruto de un adecuado programa de cruzamientos (incluido también en la seccién de
Resultados), conseguimos obtener animales +/pcd-lac/ lac, que son los parentales idoneos
para poder mantener la colonia y para poder obtener animales receptores +/+-lac/lac y
ped/ ped-lac/ lac que permitan afrontar con garantias el analisis de los eventos de fusién en

animales mutantes PCD y silvestres.
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Identificacion de los animales

La linea de ratones R20R se caracteriza por presentar el gen reportero /acZ en una
region del cromosoma 6 conocida como locus ROSA26 (Zambrowicz et al., 1997). Este
locus, también conocido como G#ROS.A)26S0r, tue descrito por primera vez por Friedrich
y Soriano (1991). El locus ROSA26 es activo en la gran mayoria de las células del ratén, por
lo que cualquier gen insertado en esta regiéon se expresa sin ningun tipo de restriccion
(Strathdee e al., 2000). Asi pues, el locus ROSA26 se ha utilizado ampliamente para la ex-
presion de genes reporteros (Soriano, 1999; Awatramani e a/., 2001; Mao ez al., 2001).

Para poder llevar a cabo la identificacion de los animales de la linea R26R, tanto de
la colonia original como de la colonia PCD-R206R, hay que realizar dos PCR de cada uno de
ellos: una con cebadores especificos de la region del gen reportero /acZ; y la otra con ceba-
dores especificos del locus ROSA26 silvestre, o lo que es lo mismo, sin inserto. Los prime-
ros permiten la amplificaciéon de un fragmento de 280 pb; mientras que los segundos, de un
fragmento mucho mayor, de 600 pb, facilmente distinguibles por electroforesis. Ademas,
en el caso de los animales de la colonia PCD-R26R, hay que realizar el genotipado para la
mutacion ped 7, que hemos descrito anteriormente en el apartado correspondiente a la co-

lonia PCD.

PCR

El ADN utilizado en el genotipado de estos animales se extrae siguiendo el mismo
procedimiento que hemos descrito anteriormente para la colonia PCD. Para el desarrollo de
las dos PCR que permiten reconocer el gen reportero /acZ se utilizan dos parejas de ceba-
dores. Los cebadores especificos del locus ROSA26 silvestre utilizados son dos de los pro-
puestos en la pagina web de los Laboratotios Jackson: (http://jaxmice.jax.org/pub-
cgi/protocols/protocols.shrobjtype=protocol&protocol_id=433). Los cebadores especifi-
cos de la regién del gen reportero /acZ fueron proporcionados por el Dr. Alvarez Dolado.
En la Tabla 3 se recogen las secuencias de los dos cebadores correspondientes a cada uno

de los dos posibles tipos de genotipos.

Gftl’lOtlp N Secuencia il Secuencia
Silvestre lacZ
Cebador 5-AAAGTCGCTICTG Cebador 5-GCTGGGATCCGC
R26F?2 AGTTGTTAT-3' LacB1 CATTGTCAGACATG-3'
Cebador 5'-GGAGCGGGAGAA Cebador 5-GCTGGAATTCCG
R523 ATGGATATG-3' LacF1 CCGATACTGAC-3'

Tabla 3. Secuencias de los cebadores empleados para genotipat la linea de ratones R26R.
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El medio para la realizacién de esta PCR contiene: tampén comercial de la Taq po-
limerasa (1x, Promega) desoxinucleétidos (0,2 mM, Promega), Taq polimerasa (0,1 U/pl,
Promega), CL,Mg (1,5 mM), cebadores (0,5 uM; cada uno), ADN (entre 100 y 500 ng de
muestra) en H,Oppp. Como control positivo se incluye siempre una muestra de ADN de
cada uno de los tres genotipos posibles para el gen reportero /acZ; silvestre (-/-), heterozi-
goto (lac/-) y homozigoto para el gen lacZ (lac/ lac); mientras que como control negativo se
utiliza el medio anterior sustituyendo el volumen de ADN por H,Oppe. La PCR se lleva a
cabo con el mismo programa de ciclos de temperatura para ambos genotipos, recogido en

la siguiente tabla (Tabla 4).

Paso Tiempo Temperatura
1 5 min 94 °C
2 1 min 94 °C
3 1 min 58 °C x40
4 1 min 72 °C
5 7 min 72°C
6 0 4°C

Tabla 4. Condiciones de tiempo y temperatura de la PCR para la linea de ratones R26R.

Electroforesis

Para comprobar el tamafio del producto de la reacciéon de PCR, éste se somete a
una electroforesis en un gel de agarosa (Pronadisa) al 1,5% en TBE 0,5 X con 0,4 pg/ml de
bromuro de etidio (Sigma-Aldrich). El marcador de Pm utilizado en este caso es el PhiX
174 DNA /Hae III (Promega). Los animales homozigotos presentaron una unica banda, de
unas 600 pb en el caso de los silvestres (-/-), y de unas 280 pb en el caso de los animales

lacZ (lac/ lac). Los animales heterozigotos (/ac/-) presentaron ambas bandas (Figura 6).

La colonia CRE-GFP

Para poder completar la identificacion de los posibles eventos de fusién, y poder
discernir también si las CMO que llegan al encéfalo siguen procesos de fusion celular o de

transdiferenciacion, se origind una nueva colonia de animales, la colonia CRE-GFP, de la
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lac/- lac/lac /- Pm

—1078 pb

-~ — ~281p0

Figura 6. Fotografia de las bandas obtenidas al realizar la electroforesis del producto de
la PCR para el gen reportero LacZ. El primer carril corresponde a un animal heterozigoto
(lac/-); el segundo a un animal homozigoto para LacZ (lac/ lac); y el tetcero, a un animal silvestre
(-/-). El ultimo cattil es el marcador de peso molecular (Pm).

que poder obtener los animales donantes idoneos con los que trasplantar a los animales de
la colonia PCD-R26R. Los animales de la colonia CRE-GFP son seleccionados como do-
nantes, ya que, ademas de tener sus células fluorescentes —permitiendo una visualizacién
directa de las CMO en el receptor— presentan una expresion de la recombinasa Cre de for-
ma constitutiva. Asi, en el caso de producirse algin evento de fusion, la recombinasa Cre
(codificada en el nucleo procedente de las células de la médula 6sea trasplantada) se sinteti-
zarfa en un ambiente celular R26R, lo que provocaria la escisién del codén de “stop” y la
expresion del gen reportero /acZ (Figura 7). Por el contrario, en el caso de desarrollarse
procesos de transdiferenciacion, y no de fusion celular, observarfamos las células GFP sin

expresion del gen reportero lacZ.

Fusion celular

+ — @%

2n

2n 2n +2n

Figura 7. Esquema de un proceso de fusidon celular entre una célula R26R y una célula
CRE. La primera de las células contiene el gen reportero LacZ, que no se expresa a no ser que se
produzca la escision de un codén de “stop” que lo precede y que se encuentra “floxeado”. La célula
CRE presenta una expresion constitutiva de la recombinasa Cre. Asi, ante una fusién entre estos
dos tipos celulares, la recombinasa Cre produciria la escisién del codén de “stop” y la expresion del
gen reportero LacZ.
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Como hemos apuntado anteriormente en la Introduccion, el gen /acZ codifica para
la enzima [-galactosidasa que degrada B-galactésidos, como la lactosa o el 5-bromo-4-
cloro-3-indol-B-p-galactésido (X-Gal). Por ello, la expresion de /lacZ puede ser facilmente
visualizada mediante técnicas histoquimicas, aprovechando la actividad de la enzima para
degradar el X-Gal o mediante técnicas inmunofluorescentes, empleando anticuerpos contra
la enzima {-galactosidasa. Estos sistemas de visualizacion de la expresion del gen JacZ ya se
han empleado con éxito previamente en el contexto de demostracion de fusion celular (Se-
ketkova et al., 1997; Bex et al., 2002; Alvarez-Dolado e al., 2003; Oh et al., 2003; Chung ez
al., 2004; Delacour ¢t al., 2004; Jin y Ding, 2006; Naik ¢z a/., 2000).

La colonia CRE-GFP se origin6 también a partir de animales adquiridos en los La-
boratorios Jackson. Los animales que contienen el gen de la recombinasa Cre eran de la
estitpe BALB/c-Tg(CMV-cre)1Cgn/]J. Los animales que sintetizan la GFP eran de la estit-
pe C57BL/6]. Esta nueva colonia fue establecida mediante un programa adecuado de cru-

zamientos, que se encuentra detallado en el apartado de Resultados.

Identificacion de los animales

La identificacién de los animales GFP se realiza bajo el microscopio de fluorescen-
cia a partir de una muestra de tejido de la cola, que posteriormente se aprovecha también
para el genotipado del gen de la recombinasa Cre. La proteina GFP, constituida por 238
aminoacidos y cuyo gen fue aislado originariamente de la medusa Aeguorea victoria Murbach
y Shearer, 1902 (Hydroida, Hydrozoa, Cnidaria; Shimomura, 2005), emite bioluminiscencia
fluorescente en la zona verde del espectro visible. Es por ello por lo que la observacion de
una muestra de tejido con luz violeta de 395 nm permite la identificacién del fenotipo de
animal para esta proteina. Sin embargo, en el caso del gen de la recombinasa Cre, es necesa-

ria la realizacién de la técnica de PCR para conocer su presencia.

PCR

Para el desarrollo de esta PCR se utilizan las secuencias de cebadores recogidos en

la siguiente tabla:

Cebador Secuencia Cebador Secuencia
Bl 5'-GAAAATGCTTICT FI 5-ATTGCTGTCACT
GTCCGTTTGC-3' TGGTCGTGGC-3'

Tabla 5. Secuencias de los cebadores empleados para conocer la presencia del gen de la recombinasa Cre.
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El medio para la realizacion de esta PCR contiene los mismos componentes, con
los cebadores correspondientes, que en el caso del genotipado del gen reportero /acZ. El
ADN utilizado en este caso se extrae siguiendo el mismo procedimiento que hemos descri-
to en apartados anteriores. El programa de ciclos de temperatura para la termocicladora

esta recogido en la Tabla 6:

Paso Tiempo Temperatura
1 5 min 94 °C
2 1 min 94 °C
3 30s 55 °C x35
4 30 s 72 °C
5 10 min 72 °C
6 00 4 °C

Tabla 6. Condiciones de tiempo y temperatura para la PCR de la recombinasa Cre.

Electroforesis

El producto de la PCR se somete a una electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%
en las mismas condiciones que el gel empleado para el genotipado de /cZ. El marcador de
Pm utilizado en este caso es de BioRad (170-8202, Barcelona, Espafia). Los animales que

poseen el gen de la recombinasa Cre presentan la amplificacién de un fragmento de 251 pb

(Figura 8).

CRE Silvestre

— 500 pb
350 pb

250 pb

150 pb

Figura 8. Fotografia del producto de la PCR obtenido para el gen de la recombinasa
Cre. El primer carril corresponde a un animal que presenta el gen de la recombinasa Cre. El
segundo carril, a un animal que no lo presenta; por lo tanto, no aparece amplificado ningun
fragmento. El dltimo carril corresponde al marcador de peso molecular (Pm).
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La colonia PCD-(CRE-GFP)

Finalmente, durante el analisis de los datos obtenidos de los animales mutantes
PCD trasplantados con médula 6sea “sana” nos surgi6 la necesidad de incorporar un nuevo
grupo experimental para futuros trabajos de este tipo. Este nuevo grupo estarfa formado
por animales mutantes PCD trasplantados con médula 6sea de otros animales PCD, de
manera que permitirfa aproximarse a las condiciones normales que tienen lugar en un ani-
mal PCD y al proceso de llegada de CMO al encéfalo de estos animales. Asi pues, para po-
der disponer de animales donantes CRE-GFP que, ademas, tengan la mutaciéon ped v
(ped/ ped - cre/ cre - gfp/+), se establecié la colonia PCD-(CRE-GFP). Este tipo de trasplante
lo hemos denominado homotrasplante’, y por extension los trasplantes realizados en este es-
tudio seran denominados como Jeterotrasplantes, para el caso de los animales PCD trasplan-
tados con médula 6sea “sana”, y homotrasplante también, para el caso de los animales silves-
tres trasplantados con médula 6sea de otros animales silvestres.

El establecimiento de esta colonia, PCD-(CRE-GFP), se realiz6 mediante cruza-
mientos entre animales procedentes de la colonia original PCD y de la colonia CRE-GFP,
teniendo como exigencia prioritaria el mantenimiento del sistema de identificacion genética
de la mutacién ped V. La identificaciéon de los animales originados tras cada uno de los cru-
ces realizados se efectud por separado siguiendo los procedimientos detallados anterior-
mente para el genotipado de la mutacién ped 7 (ver apartado sobre la colonia PCD) y para la
identificacion de los animales de la colonia CRE-GFP (ver apartado correspondiente). Co-
mo en los casos de las colonias anteriores, todos los trabajos ejecutados para establecer la
colonia PCD-(CRE-GFP) se encuentran detallados en la seccion “Resultados” de esta Tesis

Doctoral.

Trasplante de médula dsea

En los siguientes apartados, englobados bajo la denominacién de “Trasplante de
médula 6sea”, recogemos todos los pasos que se realizan para poder llevar a cabo dicho
proceso experimental. Asi pues, comenzamos describiendo el proceso de ablacion, o elimi-

nacion de la médula 6sea del animal receptor, necesario para desarrollar este tipo de expe-

3 El homotrasplante propiamente dicho es aquél que se realiza entre individuos de la misma especie
consanguineos. En nuestro estudio hemos utilizado este término para denominar a aquel tipo de
trasplante en el que se transfiere la médula 6sea de un animal donante a otro animal receptor con el
mismo genotipo para la mutacién ped (de silvestre a silvestre o de PCD a PCD).
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rimentos. A continuacién, hacemos referencia al proceso de extraccion de la médula 6sea
del donante y, finalmente, a su trasplante en los animales receptores, bien mediante inyec-

ci6én intraperitoneal, bien mediante inyeccién intravenosa.

Ablacion de la médula 6sea de los animales receptores

Para poder realizar con éxito experimentos de trasplante de médula 6sea es necesa-
rio llevar a cabo, previa al trasplante, la ablacién de la médula 6sea propia del animal recep-
tor, para dejar libre el nicho en el que se injertan las células de la médula 6sea trasplantada y
asegurar la correcta sustitucion de la médula del receptor por la del donante. La ablaciéon de
la médula 6sea puede llevarse a cabo mediante tratamiento con sustancias quimicas o me-
diante irradiacién. En nuestro caso, al igual que en la mayoria de los trabajos previos, se ha
realizado mediante irradiacion de todo el cuerpo del animal con una fuente de radiacion
ionizante, bien con “’Co, bien con "’Cs. Independientemente del tipo de fuente, en ambos
casos tuvimos que poner a punto la dosis éptima de radiacion necesaria para conseguir la
ablaciéon de la médula 6sea de los animales receptores con el menor dafio para el animal, lo
que hemos denominado dosis letal minima. Con esta terminologia, nos referimos a la
cantidad minima de radiaciéon que produce la muerte del animal en ausencia de trasplante
de médula 6sea. Todos los animales trasplantados fueron irradiados a los 19 dfas de vida

posnatal (P19) y trasplantados dentro de las 24 horas posteriores.

Irvadiacién con una fuente de *Co

El “’Co es el radioisétopo mas estable del cobalto, y ha sido empleado durante mu-
chos afios en radioterapia médica. La utilizacién de este tipo de fuente en nuestro estudio
ha sido posible gracias a la colaboracion del Dr. José Luis Rodriguez Fresnadillo, Jefe del
Servicio de Radioterapia; del Dr. Manuel Fernandez Bordes, Jefe del Servicio de Radiofisica
y Proteccién Radioldgica; y de D. Enrique de Sena Espinel, especialista en Radiofisica, to-
dos ellos del Hospital Universitario de Salamanca. El aparato irradiador empleado fue una
unidad de teleterapia Theratron-780 (AECL; Kanata, Canada). La irradiacion de los anima-
les se realizé con fotones de 1,25 MeV y una tasa de dosis de 45c¢Gy */min. Para poder
irradiar de manera uniforme por todo el cuerpo y con la misma dosis a todos los animales,

éstos se introdujeron en pequefias jaulas de metacrilato (que no interfiere en la tasa de ra-

4 Gy: gray, unidad del Sistema Internacional que mide la dosis absorbida de radiaciones ionizantes
por un determinado material. Un gray es equivalente a la absorciéon de un joule de energifa ionizante
por un kilogramo de material irradiado.

75



Material y Métodos

diacién) disefiadas al efecto, y cedidas para nuestro estudio por el Dr. Ignacio Sanchez-
Abarca Bernal, del Servicio de Cultivos y Terapia Celular de la Unidad de Hematologia del
Hospital Universitario de Salamanca. La dosis de radiaciéon empleada con este tipo de fuen-
te fue de 7,5 Gy en la linea media del animal, dosis previamente estandarizada por el Dr.

Sanchez-Abarca Bernal.

Irvadiacién con una fuente de ”’Cs

El "'Cs es uno de los principales isétopos radiactivos del cesio, y en los dltimos
afios esta sustituyendo al “’Co en el tratamiento del cancer. La fuente de "’Cs utilizada en
este trabajo es un equipo de irradiaciéon gamma modelo Gammacell 1000 Elite (MDS Nor-
dion, Ottawa, Canada), del Laboratorio de Imagen Molecular perteneciente al SEA de la
Universidad de Salamanca. Este equipo es capaz de proporcionar una tasa de dosis de 243
cGy/min, con una energia de emisién de 0,662 MeV. En este caso, por tratarse de un equi-
po nuevo en la Universidad de Salamanca, tuvimos que realizar una serie de pruebas para
poder ajustar la dosis letal minima (ver secciéon “Resultados”). Finalmente, la dosis selec-
cionada fue también de 7,5 Gy. A diferencia de la fuente de “’Co, no hubo que utilizar nin-
gun tipo de dispositivo especial para inmovilizar a los animales durante la radiacién, ya que
se introdujeron directamente en un contenedor especifico del propio equipo, que iba giran-
do de forma adecuada con el fin de proporcionar una radiacion homogénea.

Tras realizarse el proceso de irradiacion, independientemente del tipo de fuente, los
animales se mantuvieron separados en un aislador especifico para animales inmunodepri-
midos del SEA de la Universidad de Salamanca, proceso critico para evitar su muerte. De
hecho, para verificar tanto la eficacia del proceso de radiaciéon como el injerto del trasplante
posterior, en todos los experimentos realizados se dejé siempre un animal fuera del aisla-

dor, en lo que hemos denominado condiciones “sucias”, y sin trasplante.

Extraccion de 1a médula 6sea del donante

La médula 6sea que va a ser trasplantada se obtiene a partir de los fémures y de las
tibias de animales donantes de mas de 4 semanas de edad. Los animales donantes son
siempre seleccionados para cada experimento en funcién del tipo de receptor. Para la ex-
traccion de la médula dsea, los donantes se sacrifican por dislocacion cervical. A continua-
cién, se limpia la zona de incisién con etanol de 70° (v/v), y se procede al corte de la piel de
la parte posterior dorsal del animal, lo que permite acceder a las patas traseras. Las patas se

seccionan a la altura de la cadera y del tobillo, y se separan los huesos del resto de los teji-
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dos. Los huesos integros, sin fisuras ni fracciones, se llevan al interior de una campana de
flujo laminar para proceder al lavado medular en condiciones estériles. Hasta el momento
de la extraccién, se mantienen los huesos en una placa de cultivos con tampoén fosfato sali-
no (PBS, Phosphate Buffered Saline) estéril 0,1 M, pH 7,4.

La extraccion de la médula 6sea se realiza mediante la inyecciéon de medio IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium; Invitrogen; Carlsbad, EE. UU.), con ayuda de una
jeringuilla de insulina, por ambos extremos del hueso. El lavado 6seo se recoge sobre un
tubo Falcon® de 50 ml en el que se ha colocado un filtro de 70 pm (BD Falcon; Bedford,
Massachusetts, EE. UU.). Una vez extraida la médula 6sea de los 4 huesos de un mismo
animal, se centrifuga a 1.500 rpm durante 5 minutos y a 4 °C. Tras la centrifugacion, se
retira el sobrenadante, y nos quedamos sélo con el “pellet”, de color rojo debido a los eri-
trocitos. A continuacién, se afladen 5 ml de solucién de lisis de eritrocitos para médula 6sea
(ver Apéndice), se resuspende y se deja actuar. Al cabo de 5 minutos, se afiade PBS hasta
50 ml. En este momento, se toma una alicuota para realizar el recuento del numero total de
células con una camara Thoma; mientras, centrifugamos de nuevo en las condiciones ante-
riores. Finalmente, tras retirar el sobrenadante, se resuspende el “pellet” (ya blanco, sin
eritrocitos) en un volumen de PBS, en funcién del nimero de células estimadas anterior-
mente, y teniendo en cuenta que se tienen que trasplantar 7,5 x10° células por animal en un

volumen maximo de 150 pl.

Trasplante

Una vez realizada la extraccion de la médula 6sea de los animales donantes, se pro-
cede a su trasplante en los animales receptores. Los animales receptores fueron trasplanta-
dos al dia siguiente de haber sido irradiados (P20).

El trasplante puede llevarse a cabo mediante dos técnicas diferentes: inyecciéon in-
traperitoneal o inyeccion intravenosa. Durante todo el tiempo comprendido entre la extrac-
cion de la médula 6sea del donante y el trasplante, las células se mantienen en frio para su
conservacion adecuada. No obstante, la viabilidad de las células inyectadas se comprueba
siempre después del trasplante mediante el cultivo 7z vitro de parte de las células sobrantes

de cada uno de los donantes (ver siguientes apartados).

Via intraperitoneal
El trasplante de médula 6sea mediante inyeccién intraperitoneal se ha empleado

con éxito en algunos trabajos previos (Mezey e# al., 2000; Alvarez-Dolado ez al., 2003). En
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nuestro caso, dado el pequefio tamafio de los animales receptores (P20) y las caracteristicas
especiales de los mutantes PCD, inicialmente nos planteamos la realizacion de trasplantes
intraperitoneales. Este tipo de trasplante consiste en la inyeccion intraperitoneal de las célu-
las extraidas con una jeringuilla de insulina de calibre 0,3 mm (30 G), poniendo especial
cuidado en que el volumen inyectado no refluya después de retirada la aguja. Para evitarlo,
después del pinchazo se mantiene la aguja en el interior del animal durante algunos segun-

dos.

Via intravenosa

El trasplante de médula 6sea mediante inyeccion intravenosa presenta una serie de
ventajas comparado con el realizado por via intraperitoneal, principalmente relacionadas
con la incorporacion directa de las células trasplantadas al torrente sanguineo vy, por tanto,
con una mayor facilidad para llegar a su destino en los animales receptores. Sin embargo, la
inyeccién intravenosa también presenta los inconvenientes derivados del tamafio del ani-
mal. L.a comparacién de ambos procesos la llevaremos a cabo en el apartado de Discusion,
de acuerdo con los datos presentados en la seccion de Resultados sobre el porcentaje de
células del donante incorporadas en los receptores en funcién del tipo de trasplante.

En este trabajo, la region elegida para llevar a cabo la inyeccion intravenosa fue una
de las dos venas principales de la cola. Para poder realizar el trasplante intravenoso hay que
introducir al animal en un dispositivo especifico para inmovilizarlo (LE5016, Panl.ab S.L.;
Barcelona, Espana). Este dispositivo tiene un pequefio orificio que deja libre la cola, la cual
se expone a una fuente de calor infrarrojo (InfraCare HP3621, Philips Ibérica; Madrid, Es-
pafia), lo que produce una vasodilatacion periférica, favoreciendo asf la visualizacion de los
vasos de la cola. Una vez identificadas las venas, el trasplante se realiza introduciendo muy
superficialmente la aguja de una jeringuilla de insulina de calibre 30 G en el interior de una
de ellas, en direccion distal-proximal. Cuando la aguja alcanza la vena, el émbolo disminuye
su resistencia considerablemente, permitiendo una liberacién de las células del donante al
torrente sanguineo del receptor. A diferencia del trasplante mediante inyeccién via intrape-
ritoneal, en este caso no existen problemas de pérdida de volumen después del trasplante,

debido al flujo continuo de la sangre en el mismo sentido de la inyeccién.

Comprobacion de la viabilidad de las células trasplantadas

Puesto que, desde el momento en que se produce el sacrificio del donante hasta que

se lleva a cabo el trasplante de las células extraidas al animal receptor, transcurre un tiempo
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no inferior a dos horas, se hace necesario un control de viabilidad de las células inyectadas.
Para ello, una vez finalizado el trasplante, se cultivan las células restantes, sometidas, por
tanto, a los mismos tratamientos que las células inyectadas a los animales receptores.

En nuestro caso, el cultivo de las células de la médula 6sea se realiza en una placa
multipocillo de plastico estéril en la que se introducen cubreobjetos de plastico especifico
(Thermanox®). El medio de cultivo empleado estd compuesto por el medio IMDM, suero
fetal bovino 5% (10106-151, Invitrogen) y penistrepto 100 pg/ml (mezcla comercial de
antibioticos Penicilina y Estreptomicina; 15140-148, Invitrogen). Se afiaden 3 ml de este
medio por pocillo y se siembran las células a una densidad de 1 x 10° células/ml. Las células
se mantienen en un incubador (Nuaire™ US AUTOFLOW; Plymouth, EE. UU.) a 37 °C y
5% de CO, durante una semana, con cambios de medio cada dos dias. Coincidiendo con el
cambio del medio, se fija uno de los pocillos con paraformaldehido 4% para su tincion
posterior con azul de toluidina (ver Apéndice); y otro de los pocillos se trata con Azul Tri-
pan (Invitrogen) al 0,4% en PBS, previamente filtrado, para comprobar la viabilidad celular.
El Azul Tripan es un colorante vital que solo penetra en el interior de las células que pre-
senten dafios en su membrana, y que, por tanto, es rechazado por las células vivas. La pro-
porcion entre células tefiidas y células sin teflir nos da una estimacion de la viabilidad celu-

lar.

Seguimiento del trasplante

Cuidados especiales de las quimeras

Una vez realizado el trasplante de médula 6sea, tanto el intravenoso como el intra-
peritoneal, los animales receptores —quimeras— se mantienen en el mismo aislador en el que
se habfan mantenido tras el proceso de irradiacién, durante un tiempo minimo de dos se-
manas. Transcurrido ese tiempo, las quimeras pueden ser expuestas a lo que hemos deno-
minado anteriormente como condiciones “sucias” sin presentar problemas de superviven-

cia.

Analisis de la incorporacion de las células trasplantadas

El analisis de la incorporacion de las células trasplantadas en los animales receptores

constituye una aproximacién importante al grado de quimerismo conseguido tras el tras-
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plante de médula 6sea. Un buen injerto de la médula 6sea trasplantada en los animales re-
ceptores conlleva una mayor capacidad de identificaciéon de las CMO que llegan al encéfalo
de los animales receptores. Esto es debido a que cuantas mas CMO procedan de la médula
Osea del donante, y, por tanto, estén marcadas, mayor probabilidad hay de identificarlas.
Ademas, puesto que uno de los objetivos de nuestro estudio es realizar una aproximacion al
efecto del trasplante de una médula 6sea “sana” en animales mutantes PCD, cuanto mayor
numero de células del donante estén presentes en el animal mutante después del trasplante,
mayor capacidad de conocer su efecto tendremos. En nuestros experimentos, este analisis
de la incorporacion de las células trasplantadas en los animales receptores se lleva a cabo
exclusivamente en los animales trasplantados con médula 6sea procedente de donantes
fluorescentes que, por tanto, permite una visualizacion rapida y directa mediante citometria
de flujo. No se realiz6 este tipo de analisis en el caso de células procedentes de donantes

machos en receptores hembras.

Citometria de flujo de sangre periférica

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que implica medir las carac-
terfsticas de dispersion de luz y de fluorescencia que poseen las células, conforme se las
hace pasar a través de un rayo de luz. Para su analisis por citometria de flujo, las células
deben encontrarse individualizadas en suspension. A diferencia de las células de tejidos
solidos, que hay que disociarlas previamente, las células sanguineas pueden analizarse prac-
ticamente de manera directa. El efecto producido por las células en el rayo de luz al atrave-
sarlo permite tener un conocimiento de su tamafio y de su complejidad estructural. Ade-
mas, si las células se encuentran marcadas con alguna molécula fluorescente, nos permite
tener un conocimiento del porcentaje de células que presentan dicho marcador.

En nuestros experimentos, el analisis de la incorporacion de las células trasplanta-
das en los receptores se hizo a partir de sangre periférica. En todos ellos se tomé una
muestra de sangre en el momento previo a su sacrificio. Ademds, en los casos en los que se
realizo el estudio del porcentaje de células incorporadas en relacion con el tipo de trasplan-
te (intravenoso o intraperitoneal), se tomaron también muestras 2, 4 y 6 semanas después
del trasplante, que se corresponden con las edades de P35, P50 y P65, respectivamente. El
nimero de animales empleados en este estudio fue de 4 para cada tipo de trasplante (intra-
venoso o intraperitoneal) y un control positivo (animal donante CRE-GFP) y un control
negativo (animal silvestre de la colonia PCD-R26R sin trasplante) como referencia en cada

prueba.
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La sangre periférica se extrae mediante un pequefio pinchazo en la zona proxima al
ojo (plexo supraorbitario) y se recoge en tubos de plastico de 1,5 ml (Eppendorf®), im-
pregnados con hepatina (1.000 U/ml de solucién salina) para evitar su coagulaciéon. Una
vez recogida la sangre, se lisan los eritrocitos con una solucion de lisis diferente a la utiliza-
da durante el proceso de extraccion de la médula 6sea, y que es especifica para sangre peri-
férica (ver Apéndice). En este caso, el tiempo necesario para una lisis correcta es de 20
minutos. Todos los pasos de este proceso hay que realizarlos en hielo para evitar la lisis del
resto de células sanguineas. Lisados los eritrocitos, y tras los adecuados lavados con PBS, la
muestra con los componentes nucleados de la sangre se lleva a analizar al citbmetro de
flujo (FACSCalibur, BD; Nueva Jersey, EE. UU.) del Centro de Investigacion del Cancer
de Salamanca. Debemos destacar aqui la inestimable ayuda prestada por D. Angel Pricto
Martin (técnico de Citometria del CIC) en la realizacién de estos experimentos. En todos
ellos se utiliz6 un control positivo (animal donante CRE-GFP) y un control negativo (ani-
mal silvestre de la colonia PCD-R206R sin trasplante) como referencia para el analisis de los

animales trasplantados.

Pruebas fisiologicas y de comportamiento

A las dos semanas de haberse realizado el trasplante (P35; coincidiendo con su sali-
da del aislador para inmunodeprimidos), los animales objeto de estudio se sometieron a
diferentes pruebas fisiologicas y de comportamiento para tener una aproximacion al efecto
funcional del trasplante de una médula 6sea “sana” en los ratones mutantes PCD. Se for-
maron 3 grupos experimentales con 4 animales cada uno. Los 3 grupos fueron:
= animales PCD trasplantados con médula 6sea “sana” (grupo PCD trasplantado).
= animales PCD sin ningun tipo de tratamiento (grupo PCD sin trasplante).
= animales silvestres (+/+) hermanos de los anteriores sin ningun tipo de tratamiento
(grupo Silvestre).
No se hizo distincién entre machos y hembras (Takahashi ez a/., 2006). Todos estos
animales se sometieron a estas pruebas cada 15 dias, las cuales se repitieron un total de 7
veces (P125). A continuacion, describimos las diferentes pruebas empleadas en esta parte

de nuestro estudio.

Campo abierto
La prueba del campo abierto permite obtener informacion relacionada con la capa-

cidad motora, con el comportamiento exploratorio y con la reactividad emocional de los
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animales analizados. Esta prueba se llevé a cabo introduciendo al ratén en el interior de
una caja rectangular de plastico de 50 x 29 cm y 17,5 cm de profundidad, con el piso divi-

dido en 15 cuadros de 9 x 9 cm. Las lineas de separacion tienen 1 cm de grosor (Figura 9).

Figura 9. Imagen de la caja en la que se lleva a cabo la prueba de campo abierto.

Inicialmente, el animal fue situado en el centro del rectangulo y observado durante
5 minutos. En este tiempo se contaron el nimero de lineas que cruzaba, bien con las cuatro
patas (cruces completos), o bien con soélo dos de ellas (medios cruces); el nimero de veces que se
alzaba sobre las patas traseras (a/zadas); el nimero de veces que se aseaba (Zmpiezas), y el
nimero de defecaciones que realizaba (defecaciones). Transcurrido el tiempo, el animal era
devuelto de nuevo a su jaula, y la caja se limpiaba con alcohol de 50% (v/v) pata evitar que
el siguiente animal estudiado se encontrase bajo la influencia de los olores desprendidos
por los animales anteriores. Todas las pruebas se grabaron con una camara de video situada
sobre la caja en la que se hacia el test. El namero de cruces completos y cruces medios aporta,
principalmente, informacién sobre la capacidad motora. Por su parte, el numero de alzadas
y de /limpiezas es indicativo del comportamiento exploratorio, aunque también esta parcial-
mente relacionado con la capacidad motora y con la reactividad emocional. Finalmente, el

ndamero de defecaciones es un indicador sencillo del nivel de estrés.

Velocidad media de desplazamiento

Para el anilisis de la velocidad media de desplazamiento (m/s), se situaron los rato-
nes en el extremo de una superficie horizontal de 1 metro de longitud y 2,5 cm de ancho, y
se midi6 el tiempo que tardaban en desplazarse de un extremo a otro. Al ser una superficie
de s6lo 2,5 cm de ancho, el animal no podia darse la vuelta, lo que le obligaba a desplazarse

unicamente en un sentido. Asimismo, para que no se escapase, uno de los lados longitudi-
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nales presentaba una altura de 20 cm; mientras que en el otro habfa una caida, que, ademas

de impedir su huida, permitia su grabacion en video.

Analisis neurohistologico

A continuacion, recogemos todos los pasos que hemos realizado para poder llevar a
cabo el analisis neurohistolégico de los animales trasplantados: desde el sacrificio de los
animales y el corte del tejido, hasta los diferentes métodos empleados para la identificacion

de las células del donante en los animales receptores.

Obtencion y preparacion del tejido

Sacrificio y diseccion

Con la excepcion del grupo de animales silvestres (+/+) que fueron utilizados para
buscar poliploidias en el BO y que se dejaron vivir hasta edades muy avanzadas (P300), el
resto de los animales fueron sacrificados a 3 edades distintas después del trasplante: P60,
P110 y P150. A P60 (40 dfas después del trasplante), la degeneracion en el cerebelo de los
animales PCD esta ya casi concluida; pero en el BO atn no ha comenzado la degeneracion
de las células mitrales. A P110 (90 dias después del trasplante), el BO esta en pleno proceso
degenerativo. A P150 (130 dias después del trasplante), ya casi han concluido ambos proce-
sos degenerativos.

Segun los casos, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical (animales de

P300) o por exanguinacion (los restantes) tras anestesia intraperitoneal con una solucion

compuesta por Ketamina (120 pg / gramo peso animal), Valium® (192 ug / g p-a)y
Atropina (0,48 pg / g. p. a.). El efecto de la anestesia se comprob6 por la ausencia del refle-
jo palpebral. Los animales se perfundieron a través de la aorta ascendente con una bomba
peristaltica con un flujo de 12 ml'min". Inicialmente, se lavé el arbol vascular con PBS
durante 1 minuto, previa inyeccién intracardiaca de 7 U.I. de heparina sodica. La perfusion
se continu6 con solucién fijadora, seleccionada en funcién del tipo de técnica a practicar
posteriormente. En el caso de realizarse la técnica histoquimica del X-Gal (para identificar
eventos de fusién), se utilizaban 40 ml de una solucién de paraformaldehido 2% con 0,25%
de glutaraldehido en PBS. En el caso de realizarse la hibridacién 7z sitn del cromosoma Y
(para identificar células de donantes machos en receptores hembras), la fijacién debia ser

mucho mas suave, sin glutaraldehido. Hay que destacar aqui que el protocolo recomendado
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inicialmente por la Dr.* Eva Mezey (NIH, Bethesda, EE. UU.) para la realizacion de este
tipo de hibridacién 2 situ requeria la utilizacién de tejido fresco. Sin embargo, la ausencia
de fijacién causa inconvenientes a la hora de realizar algunas técnicas inmunofluorescentes.
Es por ello por lo que, para poder combinar ambos procesos (hibridacion 7 situ e inmuno-
fluorescencia), hubo que realizar una serie de pruebas hasta conseguir poner a punto un
protocolo consenso que resultase en condiciones adecuadas para ambos tipos de técnicas.
Con todo ello, tras el lavado del arbol vascular con PBS, se utilizé6 como fijador el de Zam-
boni (ver Apéndice) y se emplearon distintos volumenes (50, 100 6 150 ml por animal) para
poder establecer el volumen de fijador con el que, tanto la hibridacién iz sitn como las téc-
nicas inmunofluorescentes, funcionaban correctamente. Ademas, con el propésito de evitar
una exposicion prolongada del tejido al fijador, tras el paso de éste por el arbol vascular, se
realizé un nuevo lavado con PBS (50 ml), también mediante perfusion intracardiaca.

Tras la perfusion, se diseccionaron los encéfalos y se dividieron en tres bloques
(porcién rostral, porcion central y porcion caudal) mediante cortes coronales en los que se
empled una matriz coronal del cerebro de ratéon (Electron Microscopy Sciences, Filadelfia,
EE. UU.). En la porcién caudal se realizé un corte sagital, que permitié dividir el cerebelo
en dos partes iguales. Los encéfalos de animales destinados a la técnica histoquimica del X-
Gal se mantuvieron en la misma solucién fijadora, a TA y en agitacion durante 20 min vy,
posteriormente, se lavaron 3 veces en tampoén fosfato 0,1 M pH 7,4 (PB, Phosphate Buffer)
para eliminar el exceso de fijador. Los encéfalos destinados al resto de técnicas no se posfi-
jaron, por lo que, una vez divididos en esos 4 bloques, se lavaron 3 veces en PBS para eli-
minar completamente el exceso de fijador. En ambos casos, tras los respectivos lavados, los
bloques se sumergieron en una solucién crioprotectora de sacarosa al 30% (p/v) en PBS o
en PB (segun el caso), en agitacion y a 4 °C hasta que se hundieron. Algunos bloques se
cortaron inmediatamente, pero la mayor parte de ellos se congelaron con nitrégeno liquido
y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su procesamiento.

Ademas de diseccionarse los encéfalos, también se extrajeron los ojos, los incisivos
inferiores, la lengua, el timo, los pulmones, el corazoén, el higado, el bazo, los rifiones, una
muestra de musculo esquelético (gastrocnemio) y, en los machos, los testiculos de los ani-
males sacrificados. Todos estos 6rganos siguieron el procesamiento correspondiente segin
el tipo de perfusion realizada, se crioprotegieron en sacarosa al 30% y se congelaron para su
conservacion y almacenamiento hasta su futura utilizacion. En el caso del higado, que sirvid
de control positivo de los eventos de fusion, se secciond uno de sus lébulos para ser proce-

sado como control paralelamente al encéfalo correspondiente al mismo animal.
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Seccionamiento del tejido

En el caso de animales receptores hembras trasplantados con médula ésea proce-
dente de animales machos (en los que para poder identificar las células del donante hay que
realizar la hibridacion 7z sitn del cromosoma Y), las secciones del encéfalo debian tener un
grosor no superior a 14 pm, para permitir una adecuada penetracioén de la sonda al interior
del tejido, por lo que se seccionaron en un criostato (Leica CM 3050S; Wetzlar, Alemania).
Este grosor fue establecido tras una serie de pruebas con grosores de 10, 12, 14, 16 y
18 um (ver secciéon de Resultados). Para los casos restantes no se requerian secciones tan
finas para su procesamiento y visualizacién, por ello se utilizé6 un microtomo de congela-
cion (Frigomovil Jung SM 2000, Leica; Nussloch, Alemania) a 40 pm de grosor.

Independientemente del tipo de seccionamiento, el cerebelo se corté segun planos
sagitales, que permiten una visualizacién completa del arbol dendritico de las células de
Purkinje. Por el contrario, la porcion rostral del encéfalo se secciond segun planos corona-

les.

Corte en criostato

Los encéfalos que se procesaron para llevar a cabo la hibridacién 2z sitn se secciona-
ron a 14 pm de grosor, a una temperatura de -25 °C. Una vez crioprotegidos, se colocaron
sobre el portapiezas del criostato en contacto con nitrogeno liquido, y se encastraron con
un medio especifico (Tissue-Tek; Sakura, Japén) para este tipo de corte. Todas las seccio-
nes se recogieron seriadas directamente sobre 20 portaobjetos, recubiertos de poli L-lisina
(Menzel-glaser; Braunschweig, Alemania), de manera que en el portaobjetos numero 1 de
cada bloque se encontraban las secciones 1, 21, 41, 61, etc.; en el portaobjetos nimero 2 de
cada bloque se encontraban las secciones 2, 22, 42, 62, etc., y as{ sucesivamente hasta el
final de las regiones de interés, constituyendo una muestra representativa de cortes con una
separacion de 240 um de cada bloque de tejido. Los portaobjetos con las secciones de teji-
do se dejaron secar a TA durante dos horas y, a continuacion, se almacenaron congeladas a

-30 °C hasta el momento de su procesamiento.

Corte en microtomo de congelacion

Los encéfalos de los animales en los que no se iba a realizar la técnica de la hibrida-
cion n sitn del cromosoma Y, y sus correspondientes higados (controles positivos de even-
tos de fusion), se seccionaron en un microtomo de congelaciéon a 40 pm de grosor, y a una

temperatura que oscilaba entre -23° y -15 °C. Todas las secciones se recogieron en flotacion
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en PB y se distribuyeron en series consecutivas. A continuacion, se lavaron tres veces du-
rante 10 minutos cada lavado (3 x 10 min) en PB, para eliminar los restos de fijador y saca-
rosa. Finalmente, las series que no se utilizaban en un breve periodo de tiempo se conser-

varon a 4 °C en azida sédica al 0,05% en PB.

Deteccion de las células del donante en el receptor

En los siguientes apartados, recogemos las diferentes técnicas empleadas para la vi-
sualizacion de las células derivadas en los animales receptores a partir de células proceden-
tes de la médula 6sea trasplantada, asi como para la identificacién de los eventos de fusion.
Dividimos este apartado en dos secciones, en funcién del tipo de donante utilizado en cada

caso: donantes CRE-GFP y donantes machos.

Donantes CRE-GFP

En esta primera seccion, hacemos referencia a la forma de identificar las células
procedentes de donantes CRE-GFP en receptores de la colonia PCD-R26R. Este tipo de
trasplante se caracteriza porque las células del donante pueden ser facilmente identificadas
en el hospedador, tanto en sangre periférica, como en secciones de tejido. En sangre perifé-
rica, nos proporciona una aproximacion al grado de incorporaciéon de la médula 6sea tras-
plantada al organismo receptor. En secciones de tejido, nos permite una rapida visualiza-
cion de las células del donante en los distintos tejidos del receptor. Asimismo, este tipo de
trasplante permite caracterizar, en el caso de producirse, los eventos de fusién. No obstan-
te, no todo son ventajas en comparacioén con el trasplante de donantes machos en recepto-
res hembras, y presenta una serie de inconvenientes que analizaremos posteriormente en el
apartado de Discusion. A pesar de la rapida y sencilla identificacién de las células del do-
nante (GFP positivas) en los tejidos del receptor, no hemos llevado a cabo la simple visua-
lizacion directa de las secciones de tejido, sino que siempre la hemos combinado con técni-
cas de inmunofluorescencia indirecta para intentar también caracterizar neuroquimicamente
las células positivas para GFP. Ademas, puesto que en la mayoria de los casos la sefial emi-
tida directamente por la GFP era bastante débil, empleamos como marcador complementa-
rio un anticuerpo dirigido contra la propia proteina GFP (ver Tabla 7 y Apéndice) para
ampliar la sefial y permitir una visualizacién mejor de las células con origen en la médula
6sea trasplantada.

En cuanto a la deteccién de los eventos de fusion, hay que puntualizar que con las

técnicas empleadas no es posible identificar la totalidad de las células originadas a partir de
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la médula 6sea trasplantada, sino solamente aquellas que han realizado un evento de fusioén
con células propias del hospedador. Para esta deteccion de los eventos de fusién, emplea-
mos la técnica histoquimica del X-Gal, que aprovecha la actividad de la propia enzima

B-galactosidasa para degradar un cromoégeno artificial, el X-Gal.

Inmunofluorescencia indirecta

Para la deteccién de antigenos, ya fuesen la GFP u otros marcadores propios de de-
terminados tipos neuronales (CB, células de Purkinje del cerebelo; Reelina, células mitrales
del BO) o gliales (GFAP, astrocitos; Ibal, microglia), mediante inmunofluorescencia, se
utilizaron secciones de tejido obtenidas con cualquiera de los dos métodos descritos ante-
riormente, ya que para este tipo de procesamiento su grosor no constituyé un factor tan
limitante como en el caso de la hibridacién zz situ. Inicialmente, se lavaron las secciones con
PBS a TA (3 x 5 min) y, a continuacion, se incubaron durante una hora con un medio de
preincubacién, compuesto por 0,2% (p/v) Triton X-100, 5% (v/v) de Suero Normal de
Cabra (NGS, Normal Goat Serum; Sigma-Aldrich) o de Suero Normal de Burro (NDS, Nor-
mal Donkey Serum; Sigma-Aldrich), en funcidon del animal en el que estuviesen hechos los
anticuerpos secundarios que se fueran a utilizar, y PBS. Al cabo de ese tiempo, se incuba-
ron en el medio anterior junto con los anticuerpos primarios seleccionados conjuntamente,
durante toda la noche a TA. Como norma general, la inmunofluorescencia indirecta se rea-
liz6 para identificar dos antigenos (doble inmunofluorescencia indirecta), aunque en oca-
siones también se hizo para identificar tres (triple inmunofluorescencia indirecta); en todos
los casos, uno de los antigenos que se identificaba era la GFP. Para poder efectuar esta
identificacion de mas de un antigeno de forma simultanea, los anticuerpos primarios debfan
estar hechos en diferentes especies de animales para evitar reacciones cruzadas inespecifi-
cas. En la Tabla 7, se especifican los distintos anticuerpos primarios empleados, con sus
respectivas diluciones, y se detalla la especie en la que han sido obtenidos.

Tras la incubacién simultanea con los anticuerpos primarios, los cortes se lavaron
con PBS (3 x 10 min) y se incubaron durante 90 minutos, a TA y en oscuridad, con los
anticuerpos secundarios fluorescentes correspondientes diluidos 1:400 en PBS. En la Tabla
7, se recogen también los anticuerpos secundarios empleados para cada uno de los prima-
rios. Para evitar posibles interacciones inespecificas, a la hora de seleccionar los anticuerpos
secundarios, se eligieron de manera que estuviesen obtenidos en un mismo animal, diferen-
te de aquellos en los que se habian obtenido los distintos primarios.

Finalmente, las secciones se contratifieron con 4°, 6-Diamidino-2-fenilindol diclor-

hidrato (DAPI; Gibco-BRL, Carlsbad, EE. UU.) a concentracién 1:10.000 en PBS, durante
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20 minutos, o con ioduro de propidio (IP; Sigma-Aldrich) a concentraciéon 1:2.000 en PBS
durante 30 minutos. Tras 3 nuevos lavados con PBS, se montaron con medio ‘“anti-
desvanecimiento” (ver Apéndice).

Las fotografias que ilustran esta Tesis Doctoral, tanto de secciones reveladas con
este tipo de técnica como con las explicadas posteriormente, fueron captadas mediante un
fotomicroscopio (Olympus Provis AX70, Tokio, Japén) que tiene acoplada una camara
digital Olympus DP70. Posteriormente, las imagenes se procesaron digitalmente con Ado-

be Photoshop 7.0 para igualar el brillo, el contraste y el balance de color.

Anticuerpo primario Concentracion Anticuerpo secundario
Anti-CB (hecho en conejo) 1:7.000 Cy3, Cy2 o Biotinado anti-IgG de conejo
Anti-CB (hecho en ratén) 1:2.000 Cy3, Cy2 o Biotinado anti-IgG de ratén
Anti-DIG (hecho en oveja) 1:333 Cy3 anti-IgG de oveja
Anti-DIG (hecho en raton) 1:333 Cy3 anti-IgG de ratén
Anti-GFAP (hecho en conejo) 1:2.000 Cy3, Cy2 o Biotinado anti-IgG de conejo
Anti-GFP (hecho en cabra) 1:1.000 Cy2 anti-IgG de cabra
Anti-GFP (hecho en conejo) 1:4.000 Cy2 anti-IgG de conejo
Anti-Ibal (hecho en cabra) 1:500 Cy5, Cy3 o Cy2 anti-IgG de cabra
Anti-Ibal (hecho en conejo) 1:750 Cy3, Cy2 o Biotinado anti-IgG de conejo
Anti-Reelina (hecho en ratén) 1:1.000 Cy3, Cy2 o Biotinado anti-IgG de rat6n

CB: calbindina; DIG: digoxigenina; GFAP: proteina acida fibrilar glial GFP: proteina verde fluorescente.
Ver Apéndice para una descripcién mas detallada de todos ellos.
Todos los secundarios fluorescentes se usaron a una concentracion de 1:400 y los biotinados a 1:200.

Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la realizacién de este trabajo.

Controles de especificidad

Para comprobar la especificidad de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, ya
fuese doble o triple, se realizaron los siguientes controles. La técnica se llevo a cabo tanto
sin los anticuerpos primarios, para detectar uniones inespecificas de los secundarios, como
sin los secundarios, para detectar la posible emision de fluorescencia inespecifica. Ademas,
también se incubaron las secciones con uno solo de los anticuerpos primarios utilizados vy,
a continuacién, se afladieron los secundarios correspondientes a los otros anticuerpos pri-
marios omitidos, con el fin de poder detectar uniones cruzadas.

Por dltimo, como control negativo de los anticuerpos para la proteina GFP, se em-
plearon secciones de animales silvestres sin ningin tipo de tratamiento que fueron revela-
das paralelamente a las utilizadas como objeto de estudio. En ninguno de los casos detec-

tamos falsos positivos por uniones inespecificas.
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Histoquimica del X-Gal

La técnica histoquimica del X-Gal permite visualizar la actividad enzimatica de la
B-galactosidasa en aquellas células del tejido en las que se ha producido su expresion. Para
poder llevarse a cabo, el tejido debe haber sido extraido siguiendo un protocolo especifico
para la misma, que ya ha sido detallado en el apartado de “Obtencién y preparacion del
tejido”. Una vez obtenidas las secciones y lavadas con PB, se transfirieron al tampén X-Gal
(ver Apéndice) en el que se llevé a cabo la reaccion a 37 °C, en oscuridad y durante toda la
noche.

La B-galactosidasa hidroliza el enlace O-glucosidico de la lactosa, entre la -
galactosa y la glucosa. En esta técnica se utiliza el X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-3-bp-
galactésido) como sustrato de la reaccidn, que también contiene un enlace O-glucosidico
con la B-galactosa. Al separarse de la 3-galactosa, el 5-bromo-4-cloro-3-indol dimeriza es-
pontaneamente y se genera un compuesto (5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo) de color azul
(Figura 10). A la mafiana siguiente, se paré la reaccion realizando un lavado con PB a TA (3
x 10 min). LLas secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados. Una vez secas, se cu-

brieron con medio de montaje acuoso Gel Mount (Sigma-Aldrich) y cubreobjetos.

5-bromo-4-cloro-3-indol-B-o-galactésido

Br
CH OH

B-galactosa B-galactosidasa

5-dibromo-4-cloro-3-indol

O/ zT

Dimerizacion no enzimatica

Br
c Precipitado
azul
5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo

Figura 10. Esquema de las reacciones producidas en la técnica histoquimica del X-Gal.
La B-galactosidasa hidroliza el enlace O-glucosidico del X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-8-D-
galactésido). Al separarse de la B-galactosa, se produce la dimerizacion espontanea del 5-
Bromo-4-Cloro-3-Indol y se genera un compuesto, el 5,5-dibromo-4,4’-dicloro-indigo, que es
de color azul y precipita.
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La caracterizacion de las células marcadas con esta técnica se llevé a cabo en un pa-
so posterior, previo al montaje de las secciones, mediante la técnica inmunohistoquimica
del ABC. Las secciones seleccionadas —con células previamente marcadas con la histoqui-
mica del X-Gal- se lavaron con PB a TA (3 x 10 min) y se incubaron con un medio com-
puesto por 0,2% (p/v) de Triton X-100, 5% (v/v) de NGS o NDS (en funcién de los anti-
cuerpos secundarios) y PB. Al cabo de 1 hora, se incubaron en el medio anterior junto con
el anticuerpo primario seleccionado, durante toda la noche a TA. A la mafana siguiente, se
lavaron con PB (3 x 10 min) y se incubaron durante 90 minutos, a TA y en oscuridad, con
el anticuerpo secundario correspondiente marcado con biotina, diluido 1:200 en PB. Tras
nuevos lavados con PB (3 x 10 min), se incubaron con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (ABC; Vector, California, EE. UU.) diluido 1:200, durante 90 minutos a TA.
Tras esto, las secciones se lavaron con PB (3 x 10 min) y con tampén Tris-HCI 0,2 M, pH
7,6 (2 x 10 min). Para la visualizacién del antigeno buscado, las secciones se incubaron en
0,003% (v/v) de H,O, (sustrato) y 0,02% de 3,3’-diaminobencidina (DAB, cromégeno,
Sigma-Aldrich) en tampén Tris-HCI 0,2 M, pH 7,6 a TA. El desarrollo de la reacciéon se
control6 en el microscopio y se detuvo con tampoén Tris-HCI frio. Las secciones asi tefiidas
se montaron sobre portaobjetos, se deshidrataron rapidamente en una baterfa de alcoholes
de concentracion creciente y se aclararon con xileno para poder cubrirlos con el medio de

montaje para microscopia Entellan® (Merck, Haar, Alemania) y un cubreobjetos.

Controles de especificidad

Para comprobar la especificidad de la técnica histoquimica del X-Gal, y la ausencia
de expresion basal de la enzima $-galactosidasa en ausencia de la recombinasa Cre, se reve-
laron secciones de tejido de animales R26R en los que no se habfia realizado ningun tipo de
trasplante. En ninguna seccioén de este tipo se detectaron elementos positivos. Asimismo,
en todos los animales trasplantados y procesados de esta manera, se emplearon secciones
de su higado como control positivo, ya que la presencia de eventos de fusion en el higado
es bastante abundante. Por ultimo, hay que tener en cuenta que tanto el ferrocianuro como
el ferricianuro pueden formar precipitados de color azul como consecuencia de su reaccion
con iones de hierro libres. Por ello, se evit6 la utilizacién de material metalico durante la

manipulacién de las secciones en el tiempo que duraba la reaccion.

90



Material y Métodos

Donantes machos

En esta secciéon hacemos referencia a las técnicas para identificar las células proce-
dentes de donantes machos en receptores hembras. Este tipo de trasplante se caracteriza
principalmente por la alta consanguinidad, ya que puede llevarse a cabo entre animales
hermanos, y los problemas de rechazo son minimos. Sin embargo, el proceso de visualiza-
cion de las células derivadas de la médula 6sea trasplantada (hibridacion z situ del cromo-
soma Y) es bastante mas complicado y tedioso que en el caso de tener que identificar direc-
tamente las células procedentes de donantes GFP o que en el de realizar la técnica histo-

quimica del X-Gal.

Hibridacion in situ del cromosoma Y

La hibridacion z situ es una técnica experimental basada en la capacidad que poseen
los acidos nucleicos para unirse (hibridarse) entre si, mediante el reconocimiento de se-
cuencias complementarias. Esta capacidad puede emplearse para identificar la presencia de
una determinada secuencia de acidos nucleicos en una muestra, por medio de la utilizacién
de una sonda (secuencia de acidos nucleicos de una sola cadena) complementaria marcada.
Asi, se produce la hibridacién de la sonda marcada con la secuencia a buscar (en el caso de
estar presente en la muestra), que se visualiza mediante técnicas especificas, en nuestro caso
inmunofluorescentes. La hibridacion zz situ se caracteriza por presentar una especificidad
muy elevada.

Para identificar células de macho en un tejido de hembra, utilizamos una sonda es-
pecifica para una regién del cromosoma Y. Esta sonda nos fue cedida, de forma comple-
tamente altruista, por la Dr.* Eva Mezey, jefa de la “Adult Stem Cell Research Section” del
NIH (National Institutes of Health) de Bethesda (EE. UU.), y ya ha sido utilizada con éxito
previamente en algunos de sus trabajos (Eglitis y Mezey, 1997; Mezey e al., 2000; Toth ez
al., 2007; entre otros). L.a empleamos como una ribosonda; es decir, una sonda de ARN

que hibrida en el ADN nuclear.

Preparacion de la sonda del cromosoma Y

La sonda de cromosoma Y que empleamos en este trabajo se denomina pY3531B
(Bishop e# al., 1985) y reconoce una secuencia repetida del cromosoma Y de ratén. Su desa-
rrollo en nuestro laboratorio se ha realizado a partir del fagémido pBluescript 1 KS
(http:/ /www.stratagene.com; Figura 11) en el que llegé procedente del laboratorio de la

Dr.* Mezey. Un fagémido es un tipo de vector (agente que transfiere informaciéon genética)
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empleado en biotecnologia, compuesto por un plasmido al que se le ha incorporado el ori-
gen de replicaciéon de un fago filamentoso (fago de ADN monocatenario). De este modo,
mantiene todas las propiedades de un plasmido; pero, ademas, tiene la capacidad de produ-
cir  ADN monocatenario. El fagémido pBluescript 1I KS tiene un tamafio aproximado de
2,7 kb y en su secuencia destacan dos genes que actian como marcadores de seleccion: el
gen de resistencia al antibiético Ampicilina y el gen /acZ. Asimismo, presenta un polylinker
flanqueado por los promotores de transcripcion T3 y T7, en cuyo interior se encuentra el

fragmento que codifica para nuestra sonda.

Nae 1131

z Sspl442
Ssp 12850 Sspl19

Pvu 1500
Pu 1l 529

Xmn | 2645

Scal 2526

Pvul2418

BDSSH 11619 !
Sac | 857

Kon 1759
BssHIT792

-

Pvu 11 977

AfTIE1153

Figura 11. Esquema del fagémido pBluescript II KS. En el interior del polylinker, flanqueado
por los promotores T3 y T7, se encuentra el fragmento que codifica para la sonda de cromosoma
Y de ratén, en la region coloreada en azul.

A continuacién, describimos todos los procesos que se llevaron a cabo desde su re-
cepcidn en nuestro laboratorio hasta la utilizaciéon de la sonda a modo de ribosonda, es

decir, formada por ARN.

Amplificacién en bacterias competentes

Para obtener una cantidad suficiente para afrontar el estudio, se procedi6 a la ampli-
ficacién del fagémido en bacterias competentes, también con la finalidad de poder conser-
var el vector en nuestro laboratorio para futuros experimentos. Este proceso se efectué en
la unidad de Medicina Molecular del Dpto. de Medicina de la Universidad de Salamanca,
con la ayuda del equipo del Dr. Rogelio Gonzalez Sarmiento. El primer paso de este proce-
so de amplificacion fue la transformaciéon de bacterias competentes. La transformacion
bacteriana es el proceso por el que un ADN libre se incorpora en una bacteria, normalmen-
te llevando a cabo un cambio genético. Se dice que las bacterias que son capaces de ser

transformadas son competentes. En nuestro caso, diluimos 1 pl de la solucién proporcio-
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nada por la Dr.* Mezey (con el vector original) en 4 pl de H,O destilada, y lo afiadimos a 25
ul de una solucion de bacterias supercompetentes de la cepa TG1 derivada de Escherichia
coli. Para llevar a cabo el proceso de trasformacion, se pusieron las bacterias en hielo duran-
te 30 minutos; luego, en un bafio a 42 °C durante 2 minutos; y, finalmente, de nuevo, en
hielo. A continuacion, se afiadieron 300 pl de medio liquido 2xTY (ver Apéndice) y se cul-
tivaron en agitacion. Al cabo de 40 minutos, se sembraron en una placa con medio sélido
TYE (ver Apéndice), pero, en este caso, suplementado con Ampicilina, y se pusieron a
incubar hasta el dia siguiente. Los cultivos en medios liquidos se mantuvieron en incubado-
res con agitacion horizontal (180-200 rpm), mientras que el crecimiento en placas se realizé
en estufas de cultivo, ambos a 37 °C. Como resultado de la incubacién en placa con un
medio suplementado con Ampicilina, se obtuvo un “césped” con una gran cantidad de
colonias de bacterias transformadas. Con un palillo estéril, se seleccionaron algunas de ellas
y se sembraron tanto en nuevas placas como en medio liquido. Las nuevas placas se sella-
ron con Parafilm® y se guardaron a 4 °C para futuras siembras, durante un tiempo maximo
de 3 meses. Asimismo, también se guardaron parte de las bacterias transformadas cultiva-
das en medio liquido con glicerol 1:5. Para ello, se mantuvieron a -20 °C durante 1 hora y,
finalmente, a -80 °C, temperatura a la que pueden ser almacenadas indefinidamente. Por
ultimo, el resto de las bacterias cultivadas en medio liquido se emplearon para la amplifica-

ci6n del vector.

Purificacion del vector amplificado

La purificacion del vector amplificado se llevé a cabo a partir de las bacterias desti-
nadas a su amplificacién tras su cultivo en medio liquido durante una noche. Este procedi-
miento se realizé también en la unidad de Medicina Molecular del Dpto. de Medicina de la
Universidad de Salamanca, siguiendo el protocolo comercial del “RAPID DANAPLAS-
MID MINIPREP KIT” (GeneDan S.L., Barcelona, Espafia). Inicialmente, se realizé una
lisis alcalina de las bacterias, seguida de un paso de precipitacion y neutralizacion que hace
precipitar las proteinas y el ADN genémico. A continuacion, se efectud una precipitacion
del ADN plasmidico con isopropanol, y, posteriormente, se purificé y concentré en una
solucion purificante. El producto final, que es el ADN plasmidico purificado, se resuspen-

di6 en H,O destilada y se guardé a -20 °C hasta su utilizacién posterior.

Extraccion de la sonda mediante PCR
Una vez obtenida una cantidad suficiente del vector que contiene la sonda de cro-

mosoma Y de raton, se procedio a la extracciéon de dicha sonda mediante la técnica de la
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PCR. Con el fin de comprobar que el vector obtenido tras los dos pasos anteriores (ampli-
ficacion y purificacion) era similar al original de la Dr.* Mezey, el proceso de extraccion de
la sonda se llevé a cabo simultaneamente con el vector que habfamos amplificado y con
una muestra del vector original. Los cebadores empleados para esta PCR fueron los ceba-
dores universales T3 y T7, que flanquean la zona de insercién de la sonda en el vector. En

la siguiente tabla se recogen las secuencias de estos dos cebadores utilizados (Tabla 8).

Cebador Secuencia Cebador Secuencia
T3 5-CGCGCAATTAAC 7 5'-GCGCGTAATACG
CCTCACTAAAGG-3' ACTCACTATAGGG-3'

Tabla 8. Secuencias de los cebadores utilizados para extraer la sonda del vector

Para preparar 100 pl de medio para la realizacién de esta PCR se necesitan: 10 pl de
tampon comercial de la Taq polimerasa 10x, 2 pl de desoxinucleétidos 10 mM, 1 pl de Taq
polimerasa 5 U/pl, 6 pl de CL,Mg 25 mM, 2 pl de cada cebador universal (T3 y T7) 100
uM, 2 ul del vector (entre 100 y 500 ng de muestra) y 75 ul de H,Opppe. Como control
positivo, se utilizé el vector original; mientras que, como control negativo, se empled el
medio anterior, sustituyendo el volumen del vector por H,Opppe. Esta PCR para la extrac-
cion de la sonda del vector se llevo a cabo en una termocicladora (GeneAmp PCR System
9700, Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.) con los ciclos de temperatura

que se detallan en la siguiente tabla (Tabla 9).

Paso Tiempo Temperatura
1 5 min 95 °C
2 1 min 95 °C
3 2 min 60 °C x 35
4 2 min 30's 72 °C
5 7 min 72 °C
6 00 4°C

Tabla 9. Condiciones de tiempo y temperatura de la PCR para extraer la sonda del vector.

El producto de la PCR se separé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%

en TBE 0,5 X, con 0,4 pg/ml de bromuro de etidio. La sonda de cromosoma Y de ratén
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presenta un tamano de 1.600 pb. El marcador de Pm empleado en este caso fue el PhiX
174 DNA /Hae 111 (Promega). Tanto con el vector original como con el vector amplificado
se consiguio la extraccion de la sonda de cromosoma Y de ratéon. El producto amplificado
tras la PCR no era muy puro (Figura 12), por lo que hubo que purificarlo antes de poder
utilizarlo como molde para la sintesis de la sonda de ARN marcada con digoxigenina

(DIG) que se requiere para la hibridacion i situ.

ORI AMP Pm

1600 pb

- 603 pb

1353 pb
1078 pb
872 pb

Figura 12. Fotografia del producto de la PCR obtenido para la extracciéon de la sonda
de cromosoma Y de ratén del vector. El primer carril corresponde al vector original
(ORI), proporcionado por la Dr.* Mezey. El segundo carril, al vector amplificado (AMP) en
bacterias competentes. El altimo carril es el marcador de peso molecular (Pm).

Purificacion de la sonda a partir del producto de la PCR

La purificacién de la sonda extraida del vector mediante la PCR se llevé a cabo con
el kit comercial “HIGH PURE PCR PRODUCT PURIFICATION KIT” (Roche Applied
Science, Mannheim, Alemania) proporcionado amablemente por el Dr. Rogelio Gonzalez
Sarmiento. Hay que recordar que, tras la reaccién de PCR, la sonda amplificada se encuen-
tra contenida en un medio junto con los otros componentes empleados en la propia reac-
cion (cebadores, sales, nucleétidos que no han sido incorporados, restos del vector y Taq
polimerasa) que podrian interferir en los posteriores procesos de secuenciacién, transcrip-
ci6n y marcado de la sonda con digoxigenina. El protocolo empleado se basa en una unién
selectiva del ADN amplificado a fibras de un vidrio especial, contenidas en el interior de
unos filtros propios del kit, seguida de una serie de lavados y centrifugaciones para la elimi-
nacion de los distintos contaminantes. Finalmente, se deshace la unién inicial y se obtiene
el producto purificado, la sonda de ADN de cromosoma Y de ratén, en nuestro caso.

Para comprobar la efectividad de este proceso se sometié a electroforesis una ali-
cuota del producto resultante (Figura 13). El resto del producto final se guardé a -20 °C

para su utilizacién posterior.
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AMP Pm

B 1600 pb
1353 pb

K 1078 pb
s 8T2pb

603 pb

Figura 13. Fotografia de un gel de agarosa en el que se ha corrido mediante electroforesis
una alicuota del producto de la PCR obtenido para la extraccion de la sonda de cromosoma
Y de raton del vector una vez purificado. El primer cartil corresponde al vector amplificado y
purificado (AMP). El segundo carril es el marcador de peso molecular (Pm).

Secuenciacion de la sonda y comprobacion de su especificidad

Para comprobar la especificidad de la sonda de ADN del cromosoma Y de raton,
una vez sintetizada y purificada a partir del vector, se llevo a cabo su secuenciacion. Este
proceso se realizo en el Servicio de Secuenciaciéon de ADN de la Universidad de Salamanca.
En ¢, los factores mas importantes que afectan a la calidad de los resultados son la pureza
de la muestra y la cantidad de ADN. El primero de ellos, su pureza, no constituy6é un pro-
blema tras el proceso anterior al que habfamos sometido a nuestra muestra. Por otra parte,
es necesario conocer la concentracién del ADN, no sélo para proceder a su secuenciacion,
sino también para los procesos posteriores de transcripciéon y marcado de la sonda con
DIG, en los que es decisivo también partir de una cantidad de muestra conocida. En el
caso de la secuenciacion, si se utiliza una cantidad insuficiente de ADN, los resultados son
de mala calidad, pues la intensidad o altura de los picos del cromatograma son muy bajos y
pueden enmascararse con el ruido de fondo (picos inespecificos). Por el contrario, si la
cantidad de ADN es excesiva, la secuencia no se alarga lo suficiente, ya que los cebadores
se terminan en los primeros ciclos. Asi pues, es necesaria una relacién equilibrada entre la
cantidad de ADN molde y de cebadores.

La cuantificacion del ADN purificado después de la PCR se realizé6 mediante espec-
trofotometrfa. Para ello, se hizo una predilucién 1:100 de la muestra y se calculd su concen-
tracion a partir de su absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro (Smart Spec™ Plus
Spectrophotometer, BioRad). Esta medicién se realizé en el Centro de Investigacion del
Cancer de Salamanca, gracias a la colaboracion de D.* Ruth Rodriguez Barrueco. Una vez
conocida la concentracién, se prepard una alicuota de la muestra para llevarla a secuenciar,

teniendo en cuenta que el proceso de secuenciaciéon para productos de PCR requiere 100

96



Material y Métodos

ng del ADN que se secuencie y 3 pmoles del cebador que se utilice (T3 y T7, en nuestro
caso) en un volumen final de 8 pl de H,O destilada.
En los siguientes cuadros se recogen las secuencias obtenidas tras el proceso de se-

cuenciacion con los cebadores universales T3 y T7.

Cebador T3

5’ AGCTGGAGCTCCACCGCGGTGNTTTGCCGCTCGGAGAACTAGTGGATCCCCCGGNCTGCAGGAATTCATATATAT
GACAGAGGCAACAGCATTGTGTCTGGTTTAAACGGGCAAGATCTTCAGTCCCAGGCAATGAGCAAGTATGATATTT
GAAGGGAATGGAAGCCATAAGACAGTGTGATCTACCACAACAGATCTACAGCCAGGTAGAAGACAATACCTCTGAA
GAGTCTGAGCATGACATCACTCAAGAAGAAGAGTAGGAGGAAGCCTTCTTCCCAGGCCCTGGGGAATATTGTTGGC
TGCAGAATTTCTCACGGGTGAAAGGAAGGTAATGAGCCTGTCACCCATTGAAAGGCCATGATTCTAGGTCAACTGCC
AACAAACCCTTCTCTTTATTTGATGAAGTATGAAGGAATTGACAGTGTCTACGGACAGGGAGCTCCCACAGCGATGA
GAGCATTTTAAATCTTTAAGGNCTTGCCTCACANAGTAGTTTTTCCCTCCAGGTTGANGGATGCTCCCAACCTCGCCA
GCGTCCCTTGGGTTGGCAANAANAAGNNTTCCAAACCCCAAAAATTTTGGNANAGGNANAACCATTGGGCCCTCCC
TGANNNGNTAAAANTTCGGCNNNTTAGGTNTAATGGGTNGCCTTNTCCCCCCACTGGNNGCCCCANTTTNCCTTTNA
ANNNGNNNCCTGGCGNTTTTTNTANCCATTTTTTCCCCATAANANANNGAAAAGGANNTGCCNCGGGGCCCCTNCTT
TNNCANTCCTTTCTCCGNCCNTTCCCCGGNCTTATGNAACNCTTCCACAACGGATNAGGNTCATAACCCCTTNCCCN
CCNNTACCCNTTTNTCAA-3

Cebador T7
5'CGATGGGTCCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCATATCCGATGGTTAACAA
TCAGCTTTAATGCCAGCTCCATGGGATCTGACAACTCATGTCTCTGTGGTCACCTATACTCTCAAGCTCATGCCCTAC
TCCCATCCATATAAATAATGATAATAAATCTTAAAATGAGAGACAAGTTTCATTTGGTTTCATTATTCAAATGAAAC
CTTATTTTGTCTGATTTCTGAGTCACTTTGGATCAGTTTTCTGGGTTAAACTTTGTGTAACAAGGCCACATTCCTTTTA
TCTATCACTCTTTCCCCAACTTGTTGTTTCTCCCTCAGACTTCATACCAGAGATTCTATCTATATCCTGTCTTTCTTCCC
TTCTTCCTAAAAATCCATCATTTGCTGCCATCCCTACTCCNCNAAGTCATATCTCCAATTCCTTGCTCACTATGCAGA
CCACAGAAACTAAGTCCTGTCCATTTTAGCCTGTGTGATATTAGATGTATGCACTGTTCACATCCTGAGTTGCAACTT
TCATCTTCCTTTGAAGTTCTTTCCACCATAGTCCATCTCTTCCACCAAAGTGTTTACTAAAAGCATGTCATGTCACAC
GTATTAATTTTTTAGAACAAAACAAAATTTTATTGACAAAGATACTGGAGGTTGTCAAAGACCCATAGGTNCCCACC
CAGGGGAAAACAAACAGNTTTTTTTCAACCCCTAAAAGTTTANAATTTTCNGGNACNTTTTTTTTTNCCAANTNAAA
GNGGAAATTTTGGGANCCCCGGGGGTNNTANNCCNANANNAANATGGCANNGNCCCACCCCCGAAAATTTNGGAA
AAAAAATNACACCCGGNNAGGGAATGGGNCCNAANACCCTTTTNTNAAAAAAAACCTTTTTTGGNAAACNNTTTTN
G-3

Las secuencias obtenidas se cotejaron con las proporcionadas por la base de datos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para el genoma del ratéon
(http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=10090), y se
obtuvieron unos porcentajes de hibridacién del 96 y 97% para las secuencias obtenidas con

el cebador T3 y T7, respectivamente, con secuencias propias del cromosoma Y del raton.

Trascripcion de la sonda a ARN y marcado con digoxigenina

Tras haberse purificado y cuantificado la sonda de ADN, y una vez comprobada su
especificidad, se procedi6 a su trascripcion a ARN y a su marcado con DIG. Las sondas de
ARN, o ribosondas, presentan una serie de ventajas con relaciéon a las sondas de ADN;
entre ellas, destaca su elevada sensibilidad, asi como el hecho de que, durante la hibrida-
cion, toda la ribosonda marcada se encuentra disponible para hibridarse, a diferencia de las
sondas de ADN que pueden seguir procesos de reanillamiento o de renaturalizacion. Asi-
mismo, es importante destacar que el proceso de transcripcion de la sonda a ARN conlleva,

de forma sencilla, la sintesis de una mayor cantidad de sonda.
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Por otro lado, la digoxigenina, molécula con la que llevamos a cabo el marcado de
nuestra sonda, es una molécula de naturaleza esteroidea, presente unicamente en plantas del
género Digitalis, por lo que su reconocimiento e identificaciéon en tejidos de ratén no va a
presentar problemas de especificidad.

El proceso de transcripciéon y marcado con DIG se llevé a cabo utilizando el kit
comercial “DIG RNA LABELING KIT (SP6/T7)” (Roche Applied Science). A partir de 1
ng de muestra de ADN purificado en 13 pl de H,Opypp, se anadié tampon de transcripcion
10x (2 ul), mezcla de ribonucleétidos marcados con digoxigenina 10x (2 ul), inhibidor de
ribonucleasas (RNAsas; 1 ul) y, en nuestro caso, ARN polimerasa T7 (2 ul). Tras mezclar
suavemente, se incub6 en un bafio a 37 °C durante 2 horas. A continuacion, se afiadié
DNAsa I (2 ul) y se incub6 a 37 °C, durante 15 minutos, para eliminar el molde inicial de
ADN. La reaccién se par6d con una mezcla de EDTA 0,2 M pH 8,0 (2 ul), LiCl1 4 M (2,5 pl)
y etanol absoluto frio (75 pl), y se puso en hielo seco durante 30 minutos. A continuacion,
se centrifugd a 13.000 rpm y 4 °C durante 30 minutos. Se eliminé el sobrenadante por de-
cantacion y se resuspendié con 100 pl de etanol 95% frio. De nuevo, se centrifugd a 13.000
rpm y 4 °C durante 30 minutos y, tras eliminar el sobrenadante, se dej6 secar a TA hasta
que el precipitado se volvié transparente. Finalmente, se reconstituyé en 100 ul de
H,Opppc. Para evitar congelar y descongelar el volumen total de la sonda de ARN marcada
con DIG sintetizada, se prepararon alicuotas de 5 pl que se almacenaron a -20 °C hasta su

utilizacion.
Protocolo de hibridacion

Describimos, a continuacion, el protocolo definitivo que hemos puesto a punto tras
una serie de pruebas, y que ha sido el empleado durante la realizacién de esta Tesis Docto-
ral. En él, se necesitan criosecciones de hasta 14 um de grosor, de material fresco o perfun-
dido con hasta un maximo de 50 ml de fijador Zamboni por animal (ver secciéon de Resul-
tados). Para evitar que las secciones adheridas —tras su corte— a los portaobjetos se separen
de éstos, se sacan del congelador en que se encuentran almacenadas a -30 °C y, para que se
atemperen, se dejan a TA por un tiempo no inferior a 2 horas; ademas, antes de comenzar
la técnica, es conveniente secarlas suavemente con un secador de pelo durante unos segun-
dos. Una vez acondicionadas, se puede continuar con la hibridacién 7z situ sin temor a per-
der las secciones a lo largo de todo su procesamiento. A continuacién, hay que delimitar
con un rotulador de cera el area ocupada por las secciones en los portaobjetos, para dismi-

nuir el volumen de sonda y los reactivos que vayan a utilizarse en las distintas incubaciones.
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La técnica comienza con 3 lavados en PBS de 5 minutos de duracion (3 x 5 min) a
TA y en ligera agitacion. Es importante que todos los pasos (hasta que se haya producido la
hibridacién) se realicen en soluciones libres de RNAsas para evitar la presencia de este tipo
de enzimas en el momento de aplicar la ribosonda, y que podrian producir su degradacion.
Tras los lavados con PBS, se realiza un lavado con tampén citrato sédico salino (SSC, So-
dium Chloride — Sodinm Citrate) 2x (ver Apéndice) de 10 minutos de duraciéon. Durante ese
tiempo, se preparan el medio de hibridacién y el medio de prehibridacién, compuesto este
ultimo por 7 partes de formamida (FLUKA 47670, Sigma-Aldrich), 2 partes de H,Opppe v
1 parte de SSC 20x, y se pone a calentar a 81 °C en un termobloque (Baureihe Metall Block
Thermostat MBT 250-4, ETG, Ilmenau, Alemania). El medio de hibridacién esta compues-
to por 80 pl de tampén de hibridacion (ver Apéndice), 0,5 pl de SDS 10%, 0,5 ul de tiosul-
fato sédico 10% (IN'TS, Sodium Thiosulphate), 2 pl ARN mix (ver Apéndice) y 1 pl de la son-
da de ARN marcada con DIG. Estas cantidades corresponden a cada uno de los portaobje-
tos con secciones de tejido analizable. Una vez preparados ambos medios, prehibridacion e
hibridacién, se ponen a incubar los portaobjetos con las secciones durante 10 minutos, a
81 °C, con el medio de prehibridacion precalentado a 81 °C, en una placa calefactora espe-
cifica para este proceso (Hybaid OmniSlide I Situ Thermal Cycler System PCR, Thermo
Scientific, Massachusetts, EE. UU.) que permite variar rapidamente la temperatura de incu-
bacién en el interior de una camara himeda. Durante esos 10 minutos de incubacion de las
muestras con el medio de prehibridacion, el medio de hibridaciéon, que contiene la sonda de
ARN, se pone a calentar también a 81 °C en el mismo termobloque en el que se habia
puesto a calentar con anterioridad el medio de prehibridacion. Al cabo de ese tiempo, en el
que se ha llevado a cabo la desnaturalizacion de los acidos nucleicos, se retira el medio de
prehibridacion de las secciones y se sustituye por el medio de hibridacion, que se encuentra
también a 81 °C. Esta parte del proceso dura 12 minutos. Para evitar que se sequen las sec-
ciones, ademas de encontrarse en el interior de una camara himeda, una vez aplicado el
medio de hibridacién, se cubren con cubreobjetos estériles, procurando evitar la formacion
de burbujas en su interior. Tras los 12 minutos de incubacién de las secciones con la sonda
a 81 °C, se disminuye la temperatura hasta 55 °C y se mantienen incubando a esta nueva
temperatura durante 30 minutos en camara humeda, tiempo en el que tiene lugar la hibri-
dacién propiamente dicha. Estos cambios rapidos de temperatura en el interior de una ca-
mara himeda son posibles gracias a la utilizacion del dispositivo anteriormente menciona-
do, y que pertenece al Dpto. de Anatomia e Histologia Humanas de la Universidad de Sa-

lamanca.
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Terminada la hibridacion, el siguiente paso consiste en retirar los cubreobjetos. Para
ello, se sumergen los portaobjetos en una cubeta de vidrio con SSC 2x precalentado a 55 °C
en la estufa, evitando asi someter a las muestras a cambios bruscos de temperatura. Al poco
tiempo de haberlos sumergido en el SSC 2x a TA, en ligera agitacion, se van soltando los
cubreobjetos. Una vez retirados, se realizan lavados consecutivos de 5 minutos cada uno, a
TA, con SSC 2x, 1x, 0,5x y 0,1x. Tras el ultimo de estos lavados, se incuba durante 30 mi-
nutos a 65 °C con SSC 0,1x. Todos estos lavados tienen por mision eliminar aquellos restos
de sonda que hayan podido quedar en el tejido sin estar unidos de manera especifica. Asi-
mismo, tras haberse producido la hibridacién, todos los medios empleados para los dife-
rentes lavados e incubaciones no se encuentran libres de RNAsas para favorecer la degra-

dacion de los restos de sonda no hibridados especificamente.

Visualizacion de la ribosonda hibridada

Los siguientes pasos consisten en preparar el tejido para la visualizacién de la sonda
hibridada. Al cabo de los 30 minutos a 65 °C con SSC 0,1x, se sacan los portaobjetos con
las secciones de la estufa y se dejan en agitacion ligera a TA para que no haya cambios
bruscos de temperatura con el PBS de los siguientes lavados, que son a TA y en agitacion
ligera (3 x 5 min). A continuacion, se lleva a cabo una preincubacién previa a la técnica
inmunofluorescente para la identificaciéon de la DIG unida a la sonda. Esta preincubacion,
de 30 minutos de duracion, se hace en el interior de una camara humeda, a TA, con PBS,
Triton X-100 al 0,2% (p/v) y NGS al 5% (v/v). Tras esta preincubacién se realiza la incu-
bacién con el anticuerpo primario anti-DIG (ver Tabla 7 y Apéndice) a una concentracion
de 1:333 en el mismo medio de preincubacion, en camara humeda, a TA y durante toda la
noche. A la mafiana siguiente, se lavan las secciones con PBS a TA (3 x 5 min) y en agita-
cion ligera. Se continua realizando la incubacién con el anticuerpo secundario fluorescente
Cy3, en funcién del tipo de anticuerpo primario utilizado (monoclonal o policlonal; ver
Tabla 7 y Apéndice), a una concentracion de 1:400 en PBS durante 90 minutos, también en
camara humeda, a TA, y, en este caso, en oscuridad. Al cabo de esos 90 minutos, se lava
con PBS a TA (5 x 5 min) y se ponen las secciones a incubar con DAPI a concentracion
1:10.000 en PBS durante 20 minutos, a TA, en camara humeda y en oscuridad. E1 DAPI
permite marcar los nucleos de las células y poder conocer la localizaciéon de la sonda de
cromosoma Y en el tejido, identificando su citoarquitectura. El exceso de DAPI se elimina

con lavados de PBS (5 x 5 min) a TA, en agitacion ligera, y en oscuridad.
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Tratamiento con negro Sudan

La hibridacion 7 situ fluorescente del cromosoma Y resulta en un marcaje del tejido
que consiste en un pequefio punto fluorescente en la periferia de los nucleos (ver seccion
de Resultados). Para evitar confundir este tipo de sefial con otras inespecificas, principal-
mente procedentes de la lipofucsina, es conveniente realizar un tratamiento con negro Su-
dan (Schnell ez @/, 1999). La lipofucsina es un pigmento lipidico autofluorescente que se
acumula con la edad en el interior de las células del SNC y de otros tejidos, y que se conoce
como el “pigmento del envejecimiento”. En nuestros experimentos, en los que los tiempos
de supervivencia son relativamente elevados, la cantidad de lipofucsina en el tejido es bas-
tante alta. Para enmascararla, tras realizar la técnica completa de hibridacion 7 situ, se tifien
las secciones con una soluciéon de negro Sudan B (Panreac, Barcelona, Espafia) al 1% en
etanol de 70° (v/v) durante 4 min. Al cabo de ese tiempo, se introducen en etanol de 70°
para eliminar el exceso de colorante y se lavan rapidamente en PB. Por ultimo, los portaob-

jetos con las secciones se montan con cubreobjetos y “medio antidesvanecimiento”.

Controles de especificidad

Ademais de tener en cuenta la localizacién nuclear del cromosoma Y, mencionada
anteriormente, en todas las hibridaciones 7z situ se llevan a cabo los correspondientes con-
troles positivo y negativo. Como control positivo, se emplean secciones de un animal ma-
cho; y como control negativo, secciones de un animal hembra sin trasplante, ambas proce-
sadas bajo las mismas condiciones que las secciones objeto de estudio. En ninguna de las
secciones procedentes de animales hembras sin trasplante se observan nucleos con marcaje
positivo tras la hibridacion 7z situ. Por el contrario, en la mayorfa de los nicleos de animales
machos se observa marcaje positivo. El hecho de no encontrarse este marcaje del cromo-
soma Y en la totalidad de las células de los machos es consecuencia del seccionamiento del

tejido.

Caracterizacion de las células del donante en el hospedador

La hibridacién i situ del cromosoma Y descrita en el apartado anterior permite
identificar las células procedentes de los donantes machos en el encéfalo de animales recep-
tores hembras. Sin embargo, esta identificacion no es suficiente a la hora de llevar a cabo
una aproximacion a su funciéon y efecto en el hospedador, por lo que necesitan ser caracte-
rizadas. Para ello, hemos puesto a punto una combinacién de la técnica de hibridacion 7
situ del cromosoma Y de ratén con técnicas inmunofluorescentes, que permiten la identifi-

cacion de los distintos tipos celulares que provienen del huésped.
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Para poner a punto esta técnica, a la que hemos denominado “doble inmunofluo-
rescencia-hibridacion 7z siti”’, se probaron diferentes vias. Inicialmente, se hizo en primer
lugar la hibridacién 7z situ del cromosoma Y; después, la inmunofluorescencia sobre esas
mismas secciones. Del mismo modo, se prob6 a realizar primero la inmunofluorescencia y,
a continuacion, la hibridacion 7 situ del cromosoma Y. Ninguna de estas dos modalidades
resulté valida, como describiremos en la seccién de Resultados. A continuacion, detallamos
el protocolo definitivo que hemos conseguido poner a punto para poder realizar la técnica

de la doble inmunofluorescencia-hibridacion  situ.

Doble inmunofinorescencia-hibridacion in sitn

Puesto que esta técnica es una combinacion de la técnica de hibridacion iz sitn del
cromosoma Y y de técnicas inmunofluorescentes, hay que tener en cuenta los requisitos y
restricciones de cada una de ellas. Asi pues, se necesitan secciones de hasta 14 um de gro-
sor, obtenidas de la misma manera y del mismo tipo de tejido que para el caso de la hibri-
dacion i situ del cromosoma Y. Ademas, para evitar que las secciones se despeguen de los
portaobjetos a lo largo de todo su procesamiento, requieren un tratamiento inicial similar al
que se realiza para esa misma técnica por separado. Del mismo modo, antes de comenzar
con la doble inmunofluorescencia-hibridacién 7 situ, hay que delimitar en los portaobjetos
con un rotulador de cera la regién en la que se encuentran contenidas las secciones. Dividi-

remos esta técnica en una serie de apartados para facilitar su seguimiento:

Inhibicién de las peroxidasas endégenas

La técnica se comienza con 3 lavados con PBS de 5 minutos de duracion (3 x 5
min) a TA y en agitaciéon ligera. A continuacion, se realiza una inhibiciéon de las peroxidasas
endbgenas, fundamental para evitar la posterior aparicion de falsos positivos. Este paso,
que se lleva a cabo utilizando el kit comercial “PEROXIDASE BLOCKING REAGENT”
(DAKO, Glostrup, Dinamarca), se realiza en una camara humeda, a TA y durante 10 minu-
tos. Una vez inhibidas las peroxidasas enddgenas, se realizan 3 nuevos lavados con PBS (3

x 5 min).

Anticuerpo primario de la técnica inmunofluorescente

El siguiente paso consiste en la incubacién con el anticuerpo primario seleccionado
para la técnica inmunofluorescente. Inicialmente, se lleva a cabo una preincubacion, de una
hora de duracién, en una camara himeda, a TA, con un medio compuesto por: PBS, Triton

X-100 al 0,2% (p/v) y NGS al 5% (v/v). Al cabo de ese tiempo, se realiza la incubacién
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con el anticuerpo primario correspondiente, segin el antigeno que queramos caracterizar
en cada caso (ver Tabla 7 y Apéndice), en el mismo medio de preincubacién y en las mis-
mas condiciones, durante toda la noche a TA. A la mafiana siguiente, se lavan las secciones

con PBS a TA (3 x 5 min) y en agitacién ligera.

Anticuerpo secundario de la técnica inmunofluorescente

Se continua la técnica incubando durante 90 minutos con el anticuerpo secundario
biotinado correspondiente (1:200), en funcién del tipo de anticuerpo primario utilizado (ver
Tabla 7 y Apéndice), también en caimara himeda y a TA. Después de una hora de haber
incubado, se prepara el complejo ABC con el que se realizara la siguiente incubacién, y que

tiene que prepararse media hora antes de su utilizacion, y mantenerse en oscuridad.

Complejo ABC

A continuacion, se lava con PBS (3 x 5 min) y se incuba con el complejo ABC en
una camara humeda, durante una hora, en oscuridad. Esta incubacién conlleva la forma-
ci6n de agregados de avidina, biotina y peroxidasa en torno a la biotina con la que se en-
contraba marcado el anticuerpo secundario. Al cabo de ese tiempo, se lava de nuevo con

PBS (3 x 5 min) para eliminar el exceso del complejo ABC no unido al tejido.

Amplificacién con tiramidas

La amplificaciéon con tiramidas es un paso esencial para poder concluir con éxito el
protocolo de la doble inmunofluorescencia-hibridacién 7z sitn. Este paso consiste en la
unién covalente de moléculas de tiramida biotinada a proteinas presentes en el tejido, s6lo
en torno a la peroxidasa del complejo ABC y, por ende, al antigeno buscado (Figura 14).
En presencia de peréxido de hidrogeno (H,0O,), la peroxidasa del complejo ABC cataliza la
formacién de tiramida biotinada reactiva, que se une covalentemente a residuos de tripto-
fano y tirosina de proteinas proximas en el tejido, resultando en el depdsito de biotina (ti-
ramida biotinada) en la zona de reaccién, puesto que la peroxidasa esta presente inicamen-
te en la zona de localizacién del antigeno (Bobrow ez a/, 1989; Adams, 1992).

La importancia de este paso reside en que el depdsito de la tiramida biotinada es
capaz de soportar las elevadas temperaturas a las que se somete el tejido para poder realizar
posteriormente la hibridacion  sitn (81 °C, en nuestro caso), lo que permite mantener mo-
léculas de biotina en la zona del antigeno para su revelado e identificacion posterior. La
amplificaciéon con tiramidas se lleva a cabo con el kit comercial “TSA (TYRAMIDE SIG-
NAL AMPLIFICATION) BIOTIN SYSTEM” (PerkinElmer Life Sciences, Massachu-

setts, EE. UU.) en una camara humeda a TA, durante 6 minutos, a la concentracién de
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1:100. Para disminuir el volumen de la solucién de tiramida biotinada utilizada en cada por-
taobjetos, se cubren éstos con un trozo de Parafilm® durante la incubacién. Tras el tiempo
de incubacién, se lava abundantemente con PBS (5 x 5 min), y se lleva a cabo la hibridacién

in situ del cromosoma Y de ratén.

Tiramida biotinada

! inactiva

H,O
o 22 Tiramida biotinada
reactiva

Gxﬂ

Pe.0%

Figura 14. Esquema de los diferentes componentes implicados en el proceso de amplifica-
cion con tiramidas. Al antigeno (Ag) se le ha unido el anticuerpo primario (1), y a éste el anticuer-
po secundario (2) que lleva unida biotina (B). El complejo ABC produce la uniéon de avidina (A),
biotina y peroxidasa (P) a la biotina del anticuerpo secundario. La peroxidasa, en presencia de pe-
réoxido de hidrégeno (H2O»), cataliza la formacion de tiramida biotinada reactiva (B’) que se une
covalentemente a proteinas proximas en el tejido, resultando en el depésito de biotina en la zona de
reaccion y en la amplificacion de la sefial.

Hibridacion in situ del cromosoma Y

Los pasos que se realizan para la hibridacion 7z sitn del cromosoma Y para la técnica
de la doble inmunofluorescencia-hibridaciéon 7z situ son similares a los que hemos descrito
anteriormente para el protocolo de hibridaciéon iz situ (ver seccién correspondiente). Asi
pues, haremos una breve resena de los distintos pasos: 1°, lavados con PBS (3 x 5 min); 2°,
lavado con SSC 2x (10 min); 3°, preincubacién (81 °C, 10 min); 4°, incubacién con la ribo-
sonda (81 °C, 12 min; 55 °C, 30 min); 5°, lavados con SSC 2x, 1x, 0,5%, 0,1x (5 min cada
uno); 6°, lavado con SSC 0,1x (65 °C, 30 min); 7°, lavados con PBS (3 x 5 min); 8°, prein-
cubacion previa a la técnica inmunofluorescente (30 min); 9°, incubacién con el anticuerpo

primario anti-DIG (1:333, durante toda la noche); 10°, lavados con PBS (3 x 5 min).

Revelado fluorescente
Una vez lavado el medio de incubacion del anticuerpo anti-DIG, se lleva a cabo el
revelado fluorescente de la sonda hibridada y del antigeno buscado. Para ello, se utilizan un

anticuerpo secundario fluorescente Cy3 anti-(el anticuerpo monoclonal o policlonal utiliza-
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do contra la DIG; 1:400) y estreptavidina Cy2 (1:600) en PBS. Esta etapa se realiza en oscu-
ridad, en el interior de una camara humeda a TA, durante 90 minutos. La estreptavidina es
una molécula que se une especificamente a la biotina, permitiéndonos revelar el antigeno
identificado previamente y que se ha mantenido estable durante la hibridacion 7 situ gracias
al depésito de biotina producido con la reacciéon de amplificacién con tiramidas. Transcu-
rrido el tiempo de incubacién, se lava con PBS (5 x 5 min), se incuban las secciones con
DAPI (1:10.000, 20 minutos) y se elimina el exceso de DAPI lavando nuevamente con PBS
(5 x 5 min). Al igual que en el caso de la hibridacién 7 situ, una vez terminados todos los
pasos, se realiza el tratamiento con negro Sudan. Tras eliminar el exceso de colorante, se

montan los portaobjetos con cubreobjetos y “medio antidesvanecimiento”.

Controles de especificidad
Para comprobar la especificidad de la técnica de la doble inmunofluorescencia-

hibridacién 7 situ, se utiliza una combinacion de los distintos tipos de controles negativos
empleados para cada una de las dos técnicas por separado. Asi, se realiza la omisiéon tanto
de los anticuerpos secundarios y de la estreptavidina, para detectar la emision de fluores-
cencia inespecifica, como de sélo los anticuerpos primarios, para detectar posibles uniones
inespecificas de los secundarios o de la estreptavidina al tejido. Ademas, en todos los casos,
se revelan a la par secciones de un animal macho y una hembra, como controles positivo y
negativo, respectivamente, de la técnica de hibridacion 7 sitn del cromosoma Y de raton, y

se analiza la necesaria localizaciéon nuclear del marcaje para dicho cromosoma.

Deteccion de células poliploides en el bulbo olfatorio

Para realizar una aproximacion a la posible poliploidia de las células mitrales del BO
de ratones, se llevo a cabo una hibridacién zz situ fluorescente del cromosoma 1 de ratén.
Este analisis se hizo en hermanos silvestres (+/+) de las mismas camadas que los animales
PCD, dejandolos sobrevivir hasta 300 dfas de edad (P300). Los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical, y sus cerebros se diseccionaron rapidamente en fresco. A continua-
cioén, se separaron ambos bulbos olfatorios y se seccionaron coronalmente para permitir la
visualizacion de la capa de células mitrales (CCM). Seguidamente, bajo la lupa y con ayuda
de un bisturi, se selecciond en todas las secciones la regiéon en la que se encontraban las
células mitrales, desechandose el resto de tejido adyacente. El tejido de interés seleccionado
se puso en un tubo de plastico de 1,5 ml (Eppendorf®) junto con 1 ml de PBS, y se man-

tuvo en hielo hasta el momento de la hibridacién 7 situ.
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Hibridacion in situ del cromosoma 1

Después de haber seleccionado el tejido de interés, se disocié mecanicamente (pa-
sandolo por una aguja de insulina) y se deposité sobre portaobjetos gelatinizados en los
que, una vez seco y adherido, se fij6 con metanol/acido acético (3:1) durante 5 minutos.
Tras la fijacion, se lavo con PBS (2 x 5 min) a TA y en agitacion. El siguiente paso consistio
en un tratamiento con pepsina (9001-75-6, Sigma-Aldrich) al 0,005%, durante 10 minutos,
a 37 °C, para degradar los restos de sustancia intercelular. El medio utilizado para esta de-
gradacion estaba compuesto por HCI IN (1 ml), H,O (99 ml) y Pepsina (0,005%). Tras 10
minutos de digestion, se volvié a lavar con PBS (2 x 5 min) a TA. Posteriormente, se incu-
b6 con paraformaldehido al 1% en PBS, durante 10 minutos, a TA, y se volvi6 a lavar con
PBS (2 x 5 min) en las mismas condiciones. Seguidamente, se deshidraté en una bateria de
alcoholes de gradaciéon creciente (70%, 90%, 100%), 5 minutos en cada uno de ellos, y se
dejo secar. Una vez seco, se llevé a cabo la desnaturalizacion del ADN celular en una solu-
ci6on de formamida al 70% (49 ml de formamida, 7 ml de SSC 20x (pH 5,3) y 14 ml de
H,Opppe) 2 75 °C, y pH 7,0, durante 5 minutos. Tras ese tiempo se volvié a deshidratar en
etanol, pero, en este caso, solamente 1 minuto en cada solucion, y se dejo secar de nuevo.
Durante esta segunda deshidratacion, se procedié a desnaturalizar la sonda comercial del
cromosoma 1 de ratén (Applied Genetics Laboratories, Melbourne, Florida, EE. UU.) du-
rante 5 minutos en un bafio a 75 °C. A continuacion, se anadieron 8 ul de la solucién co-
mercial con la sonda de cromosoma 1 de ratén marcada con biotina, por cada uno de los
portaobijetos, y se cubtieron con un trozo de Parafilm®. La incubacién de las células con la
sonda se realizé a 37 °C durante toda la noche. A la mafana siguiente, se lavé en formami-
da 50% (formamida/SSC 2x) durante 15 minutos a 46 °C y, a continuacién, en SSC 2x y en
tampon TNT (ver Apéndice) a TA y durante 5 minutos cada uno. El siguiente paso fue
una preincubacion de 30 minutos a 37 °C en tampon TNB (ver Apéndice), procurando
que no se secasen los portaobjetos durante la incubacion. Los pasos posteriores se dirigie-
ron a conseguir la visualizaciéon de la sonda ya hibridada, y a la amplificaciéon de la sefial.
Para ello, se incubaron los portaobjetos con las células disociadas utilizando una solucion
de avidina marcada con una molécula fluorescente, el isotiocianato de fluoresceina (FITC,
A2901, Sigma-Aldrich), en TNB (1:400) a 37 °C. Al cabo de 30 minutos, los portaobjetos
se lavaron con tampoén TNT (3 x 3 min) a TA; después, se volvieron a incubar con biotina-
avidina en TNB (1:200) en las mismas condiciones vy, tras lavado en TNT (3 x 5 min), se
incubaron en avidina-FITC. Después de varios lavados, se incubaron en una solucién de

contratinciéon con DAPI (1:1.000), durante 2 minutos, a TA. Finalmente, se eliminé el ex-
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ceso de DAPI lavando con TNT (3 x 3 min), y se montaron con Vectashield (H-1000, Vec-

tor) y cubreobjetos.

Analisis estadisticos

Las diferencias cuantitativas se analizaron utilizando diferentes test estadisticos, en
funcién de los grupos que se estuviesen comparando. En el caso de estudiar el porcentaje
de células fluorescentes —del donante— en la sangre periférica de los dos grupos de animales
trasplantados (silvestres y mutantes), se utilizo el test de la 7 de student, con un nivel de signi-
ficacién de p<0,05. En el caso de los resultados obtenidos de las pruebas de comporta-
miento, en el que se compararon 3 grupos experimentales, se usaron el test de ANOIA o
el de Kruskal-Wallis, en funcién del grado de cumplimiento de los supuestos de normalidad
y homoscedasticidad. En el caso de que existiesen diferencias significativas, se llevo a cabo
la comparacion entre pares de grupos con Bonferroni, si los datos eran normales, o con la U
de Mann-W hitney, si no se cumplian los supuestos de normalidad. El nivel de significacién se
estableci6 en p<<0,05 —diferencias significativas (¥)— y p<0,01 —diferencias altamente signifi-
cativas (**)—. El programa estadistico utilizado fue el SPSS v15.0 para Windows (SPSS,
Chicago, EE. UU.).
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Resultados

Para este apartado se mantiene el mismo esquema que se ha seguido en la seccion
anterior, desde el establecimiento de las colonias hasta el sacrificio de los animales, pasando
por todos los pasos intermedios que conllevan el trasplante de médula y el seguimiento de
los animales receptores. Finalmente, se muestran los resultados obtenidos tras el sacrificio
de los animales, y que engloban las distintas vias de identificacion de las células trasplanta-
das y un analisis cualitativo de la llegada de las CMO al cerebelo y al BO de los animales

trasplantados.

FEstablecimiento de Ias colonias de animales

El primero de los objetivos que nos planteamos al inicio de esta Tesis Doctoral fue
el establecimiento de las colonias de animales necesarias para abordar estudios de trasplan-
tes de médula 6sea como terapia celular en enfermedades neurodegenerativas. Al comienzo
de este estudio ya disponfamos de la colonia de animales PCD en nuestro laboratorio, por
lo que podriamos haber limitado el modelo experimental para nuestro estudio al trasplante
de médula 6sea procedente de animales donantes machos en animales receptores hembras.
Sin embargo, este modelo experimental limita mucho la interpretaciéon de los resultados, ya
que, ademas de no permitir distinguir el mecanismo de plasticidad seguido por las CMO en
el encéfalo de los animales receptores (fusion celular o transdiferenciacién), requiere un
procesamiento experimental mucho mas laborioso. Es por ello por lo que nos planteamos
el establecimiento de las colonias de animales PCD-R26R y CRE-GFP como uno de los
objetivos prioritarios de nuestro trabajo. Posteriormente, para poder continuar con los ex-
perimentos de trasplantes de médula 6sea aqui comenzados, establecimos también la colo-

nia PCD-(CRE-GFP).
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La colonia PCD-R26R

Cuando iniciamos este trabajo disponiamos ya de la colonia PCD y de un sistema
adecuado para poder genotiparla. Al proponernos introducir el gen reportero LacZ (con la
estructura propia de la linea de ratones R20R; Figura 5) en animales de aquella colonia,
hubo que tener en cuenta que el sistema de identificacion de la mutacion ped, basado en la
asociacion de los alelos silvestre y mutante a distintos fondos genéticos, no debia verse
afectado.

Los ratones originales R26R del Dr. Alvarez Dolado eran de la estirpe C57BL/¢],
por lo que para poder mantener nuestro sistema para genotipar la mutacién ped ¥ tuvimos
que realizar un paso intermedio previo al establecimiento de la nueva colonia PCD-R26R.
Este paso intermedio consistié en transferir la estructura genética propia de los ratones
R26R (de la estirpe original C57BL/(]) a la estitpe DBA/2]. Para ello se realizé un primer
grupo de cruces entre animales R26R (C57BL/6]), homozigotos para LacZ (lac/lac), con
animales de la estitpe DBA/2]J sin el gen reportero LacZ (-/-). Todos los descendientes de
estos cruces presentaron el LacZ en heterozigosis (lac/-) y un fondo genético hibrido de las
dos estirpes antetiores (C57BL/6J-DBA/2]). El cruce de este tipo de animales entre si re-
sulté en 9 tipos distintos de genotipos con distintas probabilidades mendelianas (no mos-
tradas), en funcién de la presencia del gen reportero LacZ y de su fondo genético para la

regi6n del cromosoma 13 que nos permite genotipar la mutacién ped ” (Figura 15).

T%

lac/- X lac/-
P

Figura 15. Esquema de la incorporacion del gen reportero LacZ a ratones con fondo
genético DBA/2]J. Los colores hacen referencia al fondo genético de cada animal en la regién
del cromosoma 13 portadora de la mutacién PCD. Negro: C57BL/6J; Blanco: DBA/2J; Gris:
C57BL/G6J-DBA/2]J. El genotipo para LacZ se encuentra escrito en el interior de cada ratén. Los
grupos que permiten transferir el LacZ a animales de la colonia PCD, sin afectar al sistema de
genotipado de la mutacién, estan sefialados con un cuadrado rojo.
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De todos ellos, los que nos interesan son los que portan el gen reportero LacZ
(lac/ lac o lac/-) con el fondo genético DBA/2J en la regién de interés del cromosoma 13. El
genotipado de todos estos animales se llevé a cabo como hemos descrito anteriormente en
la seccion de Material y Métodos.

El siguiente paso consistié en el cruce de esos animales homozigotos para el gen
reportero LacZ (lac/lac) con animales heterozigotos (+/ped) de la colonia PCD. Fruto de
ese cruzamiento se obtuvieron dos tipos distintos de animales: homozigotos dominantes
(+/+) y heterozigotos (+/ped) para la mutacion ped ; todos ellos heterozigotos para el gen
reportero LacZ (lac/-; Figura 16). El cruce de esos animales heterozigotos entre si resultd
en 9 tipos distintos de genotipos, en funcién de la expresion de la mutacion ped 7y de la
presencia del gen LacZ (Figura 16). De todos ellos se seleccionaron los animales (+/ped)-
(lac/ lac), como parentales idoneos para el mantenimiento de la colonia y para poder obtener
animales receptotes (+/+)-(lac/ lac) y (ped/ ped)-(lac/ lac), que permiten afrontar con garantias

el analisis de los eventos de fusion en animales silvestres y mutantes PCD.
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e
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Figura 16. Establecimiento de la colonia PCD-R26R. La utilizacién de animales de la colonia
PCD portadores de mutacion ped /7 (+/ped) en el primero de los cruces permite asociar el genotipo
para esta mutacion de los animales descendientes con el fondo genético del cromosoma 13 utiliza-
do para su identificacién (descrito en detalle en el Material y Métodos). Asi pues, los colores de los
animales en el esquema no sélo hacen referencia al fondo genético de esta regién, sino también al
genotipo para PCD, representado al lado. Negro: C57BL/G] (ped/ped); blanco: DBA/2] (+/+);
gris: C57BL/GJ- DBA/2] (+/ped). El genotipo para LacZ se encuentra escrito en el interior de cada
raton. Los parentales idoneos para poder expandir y mantener la colonia (+/ped)-(lac/ lac), conset-
vando el sistema para el genotipado de la mutacién PCD, estan contenidos en un cuadrado azul;
mientras que los animales receptores, silvestres y mutantes, necesarios para este estudio, estan
recuadrados en verde.
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Al igual que en el caso de la incorporacién del gen reportero LacZ a la estirpe
DBAZ2J, el genotipado de todos estos animales se llevé a cabo como hemos descrito ante-

riormente en el Material y Métodos.

La colonia CRE-GFP

Paralelamente al establecimiento de la colonia de animales PCD-R26R, efectuamos
el establecimiento de la colonia CRE-GFP de la que llegar a obtener los animales donantes
que nos permitiesen disponer de una herramienta para ser capaces de discernir el proceso
de plasticidad seguido por las CMO en el encéfalo de los animales de la colonia PCD-R26R
trasplantados. Esta nueva colonia se originé mediante el cruce de animales homozigotos
para el gen de la recombinasa Cre (¢re/¢re) con animales heterozigotos (gfp/+) que sintetizan
la proteina GFP. La baja viabilidad de los animales homozigotos para el gen de la GFP
(gb/gp) limitd el uso de estos animales para la cria (observaciones propias). Fruto de ese
primer cruzamiento se obtuvieron dos tipos distintos de animales para el gen de la GFP,
heterozigotos (gfp/+) y homozigotos sin el gen (+/+), todos ellos heterozigotos para el gen
de la recombinasa Cre (+/cre; Figura 17). El cruzamiento de esas dos poblaciones de ani-
males entre si produjo 6 tipos distintos de ratones, en funcién del genotipo para la GFP y
para la recombinasa Cre. De esos 6 tipos distintos de descendientes, se seleccionaron los
animales que presentaron el gen de la recombinasa Cre y el GFP en heterozigosis (gp/+)

como donantes idoneos para trasplantar a animales de la colonia PCD-R26R (Figura 17).

cre/cre

X i gfp/+
/ \

+/cre +/cre

X gfp/+
P

+/+ +/cre cre/cre
gip/% gfp/+ gfp/+

Figura 17. Establecimiento de la colonia CRE-GFP. El genotipo para el gen de la recombi-
nasa Cre se encuentra detallado en color azul encima de cada uno de los animales, en cuyo in-
terior se recoge el genotipo para GFP. Los animales que son realmente verdes estin coloreados
consecuentemente. Los animales seleccionados como donantes idéneos para poder distinguir el
proceso de plasticidad (fusion o transdiferenciacién) seguido por las CMO en el encéfalo de los
animales de la colonia PCD-R26R trasplantados se encuentran en el recuadro rojo.
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La identificacion de todos los animales se llevd a cabo siguiendo los pasos descritos en el

apartado de Material y Métodos.

La colonia PCD-(CRE-GFP)

Finalmente, con el objetivo de llegar a obtener animales mutantes PCD con las ca-
racteristicas propias de los animales CRE-GFP, de manera que puedan ser utilizados como
donantes, creamos la colonia de animales PCD-(CRE-GFP). El establecimiento de esta
nueva colonia se realiz6 mediante cruces entre animales procedentes de la colonia original
PCD, sin el gen reportero LacZ, y animales de la colonia CRE-GFP. En todos estos cruces
se tuvo en cuenta el mantenimiento de las condiciones necesarias para la identificacion de
la mutacién pad . A este respecto, puesto que la colonia CRE-GFP habia sido originada
mediante cruzamientos entre animales de las estitpes BALB/c-Tg(CMV-cre)1Cgn/] y
C57BL/6], para realizar el cruce inicial de la nueva colonia PCD-(CRE-GFP), hubo que
seleccionar aquellos animales (ere/cre)-(gfp/+) que no presentaban un fondo genético de
C57BL/6] en la regién del cromosoma 13 que utilizamos para genotipar la mutacién ped
(concretamente los microsatélites D13Mit250 y D13Mit283). En los ratones de la estirpe
BALB/c, el microsatélite D13Mit250 es un fragmento de 120 pb, ligeramente mayor que
en la estitpe DBA/2] (116 pb), aunque lo suficientemente distinto de la estirpe C57BL/6],
en la que ocupa 130 pb, como para poder ser distinguibles al separarlos en un gel de agaro-
sa mediante electroforesis. Lo mismo sucede en el caso del segundo microsatélite
(D13Mit283), que es un fragmento de 126 pb en la estitpe BALB/c y de 114 pb en la estit-
pe C57BL/6]. Al igual que en el caso de la colonia PCD, para asegurarnos de que a lo largo
de las generaciones su localizaciéon no se vefa afectada por fendmenos de recombinacion, se
utilizaron ambos microsatélites en su genotipado. Una vez seleccionados los animales de la
colonia CRE-GFP adecuados, se cruzaron con animales de la colonia PCD, heterozigotos
para la mutacién (+/ped). Fruto de ese primer cruzamiento se obtuvieron 4 tipos distintos
de animales, todos ellos heterozigotos para el gen de la recombinasa Cre (+/¢re), y homozi-
gotos o heterozigotos tanto para la mutacion ped "/ (+/+; +/ped) como para el gen de la
GFP (+/+; gfp/ +; Figura 18). El cruce de los animales heterozigotos, tanto para el gen de
la recombinasa Cre (+/¢ré) como para la mutacién ped 7 (+/ped), entre si, siendo uno de los
dos animales heterozigoto para el gen de la GFP (gfp/+), origin 18 tipos distintos de ani-
males. De todos ellos, los donantes idoneos para el homotrasplante de animales PCD son los
animales mutantes PCD (ped/ ped), verdes (gfp/+) y con el gen de la recombinasa Cre (Figura
18).
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Figura 18. Establecimiento de la colonia PCD-(CRE-GFP). Encima de cada uno de los ani-
males se detallan los genotipos, tanto para el gen de la recombinasa Cre (en azul), como para la
mutaciéon ped ' (en negro), a izquierda y derecha, respectivamente. En el interior de cada animal se
detalla el genotipo para el gen de la GFP. Los animales donantes idéneos para ser utilizados como
homotrasplante en animales mutantes PCD de la colonia PCD-R26R se encuentran incluidos en un
recuadro rojo.

La identificacion de los animales originados tras cada uno de los cruces realizados
se llevé a cabo siguiendo los procedimientos detallados para el genotipado de la mutacién
ped 'y para la identificacion de los animales de la colonia CRE-GFP (ver apartados antetio-

res).

FEstablecimiento de la dosis de radiacion

El siguiente objetivo que nos planteamos para este trabajo fue el de establecer la
dosis 6ptima de radiaciéon (dosis letal minima) necesaria para conseguir la ablacion de la
médula 6sea de nuestros animales receptores. La eliminacién de la médula es un paso im-
prescindible para poder realizar con éxito experimentos de trasplante de médula Osea, ya
que hay que facilitar un nicho a las células de la médula 6sea trasplantada, eliminando la

médula 6sea propia del animal receptor. Una ablacién parcial de la médula del receptor
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conllevarfa un mantenimiento de parte de su propia médula y, por tanto, tras el trasplante,
existirfa una menor proporcion de células procedentes de la médula 6sea trasplantada en el
sistema hematopoyético del animal receptor. La importancia para nuestro estudio de la
existencia de un mayor numero de células procedentes de la médula 6sea trasplantada radi-
ca en dos aspectos fundamentales: por un lado, puesto que las células de la médula 6sea del
donante estan marcadas para poder ser identificadas en los animales receptores, a mayor
numero de éstas, la probabilidad de identificar las CMO que estan llegando a los diferentes
tejidos del receptor es mayor. Por otro lado, puesto que el fin ultimo de nuestro estudio es
realizar una aproximacion al efecto del trasplante de una médula ésea “sana” en animales
con neurodegeneracion, cuantas mas células de la médula 6sea trasplantada estén presentes
en el animal mutante después del trasplante, mejor se conocera su efecto.

En este trabajo hemos utilizado dos fuentes diferentes de radiacién: una fuente de
“Co y una fuente de 'Cs (ver seccién de Material y Métodos). Inicialmente, comenzamos
nuestros estudios de trasplantes utilizando la fuente de “Co, del Servicio de Radioterapia
del Hospital Universitario de Salamanca. Al producirse el cierre de la unidad de “’Co, nos
vimos obligados a cambiar de fuente de radiacion. Afortunadamente, la clausura de ese
equipo coincidié con la apertura del Laboratorio de Imagen Molecular del SEA de la Uni-
versidad de Salamanca.

La puesta a punto de la dosis de radiaciéon necesaria con la primera de las fuentes
(“’Co) result6 bastante sencilla, ya que ese equipo estaba siendo utilizado con el mismo fin
por el Dr. Ignacio Sanchez-Abarca. Asi pues, simplemente hubo que corroborar (datos no
mostrados) que la dosis previamente estandarizada por el Dr. Sanchez-Abarca de 7,5 Gy en
la linea media del animal era adecuada para las caracteristicas propias de nuestros animales

(estirpe, edad (P19) y presencia de la mutacién ped ).

Fuente de *Cesio

La fuente de "'Cs era un equipo de irradiacién completamente nuevo, por lo que
hubo que realizar una serie de pruebas hasta aproximarnos a la dosis letal minima mas
adecuada para las caracteristicas de nuestros animales. Para ello, tomamos inicialmente co-
mo referencia la dosis utilizada con la fuente de “’Co (7,5 Gy), y realizamos pruebas con
dosis de radiacién cercanas a la propia experimentada y a la recomendada por el fabricante
(9 Gy). Realizamos 6 grupos experimentales, con 4 animales cada uno, en los que se proba-
ron valores de dosis de radiacion de 6,5; 7,5; 8,5; 9; 9,5 y 10 Gy. Tras la radiacién, los ani-

males se mantuvieron en condiciones “sucias’ y sin trasplante, para poder conocer el efecto
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de cada una de las dosis de radiacion en la supervivencia de los animales. En la Tabla 10 se
encuentran recogidos los tiempos medios de supervivencia (dfas T error estaindar de la me-

dia, ESM) de cada uno de los grupos de animales segun la dosis de radiaciéon (Gy).

) Dias de
I.)O?I,s de supervivencia

radiacion (Gy) (+ ESM)

6,5 0

7,5 9,75 + 0,4

8,5 9,00 + 0,4

9,0 8,50 + 0,2

9,5 6,50 = 0,2

10,0 6,00 + 1,3

Tabla 10. Dias de supervivencia después de la radiacion segin la dosis.

Hay que destacar que en el grupo de 6,5 Gy solamente murié uno de los cuatro
animales irradiados. El resto vivié durante varios meses hasta su sactrificio, por lo que, en la
tabla anterior, su tiempo de supervivencia aparece representado con el simbolo %. En la
siguiente grafica (Figura 19) se representa el porcentaje de animales supervivientes para
cada uno de los grupos de dosis de radiacion segun el tiempo (nimero de dias transcurri-

dos después de la radiacion).
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Figura 19. Porcentaje de animales supervivientes para cada uno de los grupos de dosis de
radiacién segun el nimero de dias transcurridos tras la radiacién. El eje Y se corresponde
con el porcentaje de animales supervivientes de cada uno de los grupos de experimentacion, que
estan representados con lineas de distinto color segun la dosis de radiaciéon. Los dfas transcurridos
después de la radiacion se representan en el eje X. Se puede apreciar como existe una relacion
inversa entre la dosis de radiacién y el tiempo de supervivencia de los animales: a mayor dosis de
radiacién, menor tiempo de supetrvivencia.
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A la vista de estos resultados, se establecié que 7,5 Gy era la dosis mas adecuada de
radiacién con la fuente de '’Cs para las caracteristicas propias de nuestros animales. Poste-
riormente, se pudo comprobar como el trasplante de médula 6sea al dia siguiente de la ra-
diacién era capaz de salvar de una muerte segura a los animales irradiados. No obstante, en
todos los experimentos posteriores se dejo siempre un animal en condiciones “sucias” y sin
trasplante, como control del efecto de la radiacion. Este animal, al que denominamos con-
trol de radiacién, nos permitié corroborar en todos los experimentos tanto la eficacia del
proceso de radiacién como la eficiencia del proceso de trasplante posterior. Todos los con-

troles de radiaciéon murieron entre los 9 y 11 dias posteriores a su irradiacion.

Analisis de la incorporacion de las células del

donante en el hospedador

El analisis de la incorporacion de las células trasplantadas en los animales receptores
se llevé a cabo mediante citometria de flujo de sangre periférica. Este andlisis se realiz6 en
todos los animales trasplantados con médula 6sea procedente de donantes fluorescentes
CRE-GFP. A continuacién, presentamos una muestra de los resultados obtenidos de este
tipo de analisis perteneciente a un animal donante CRE-GFP (control positivo), a un ani-
mal de la colonia PCD-R26R sin trasplante (control negativo) y a dos animales trasplanta-
dos, uno de forma intraperitoneal y otro de forma intravenosa. Las posibles diferencias
entre ambos tipos de trasplante seran analizadas posteriormente, en funcién de los resulta-
dos presentados en la Tabla 11 sobre el porcentaje de células GFP positivas en sangre peri-
térica de los dos grupos experimentales (intraperitoneal e intravenoso) a distintos tiempos.

Los resultados para cada uno de estos animales se representan mediante dos grafi-
cas y una cifra, que se corresponde con el porcentaje de células GFP positivas en su sangre
periférica. La primera de las graficas muestra todos los elementos presentes en la muestra
sanguinea. En el eje Y, se recogen los valores de SSC (Side Scatter) que representan la
complejidad estructural interna de la célula. En el eje X, se recogen los valores de FSC
(Forward Scatter) que constituyen una medida proporcional al tamafio celular. En la segun-
da grafica se representan los valores de SSC de esas células frente a la emision de fluores-
cencia verde (GFP). En las siguientes figuras (20-23) se presentan los resultados pertene-
cientes a un animal de cada uno de los grupos estudiados, como muestra representativa de

este tipo de estudio.
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Figura 20. Resultados obtenidos del andlisis de un donante CRE-GFP (control positivo).

Figura 21. Resultados obtenidos del analisis de un animal silvestre R26R (control negativo).

Figura 22. Resultados obtenidos del andlisis de un animal trasplantado intraperitonealmente.
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Figura 23. Resultados obtenidos del analisis de un animal trasplantado intravenosamente.
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A la vista de estos datos, existen importantes diferencias en el porcentaje de células
GFP en los animales receptores dependiendo del tipo de trasplante (intraperitoneal o intra-
venoso). Asi pues, nos planteamos realizar un analisis mas amplio de la influencia del tipo
de trasplante en la incorporacion de las células trasplantadas. No entraremos aqui a discutir
las ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos, sino que nos centraremos en el porcen-
taje de células GFP + en sangre periférica. Este dato es un buen indicador de la efectividad
del proceso de trasplante. Para este analisis se tomaron muestras de sangre periférica de
animales receptores a las 2, 4 y 6 semanas después de cada trasplante. El nimero de anima-
les destinados a este experimento fue de 4 para cada grupo (trasplantados intraperitoneal-
mente y trasplantados de forma intravenosa). En los tres tiempos, se extrajo también san-
gre a un control positivo (animal fluorescente de la colonia CRE-GFP) y a un control nega-
tivo (animal de la colonia PCD-R26R sin trasplante). Los resultados (valores medios *
ESM; Tabla 11) del porcentaje de células fluorescentes en sangre periférica de cada uno de

los grupos de estudio se representan en la Figura 24.

Medias de los porcentaje de células GFP+
Tipo de trasplante en sangre periférica (+ ESM)
2 semanas 4 semanas 6 semanas
Intraperitoneal 458 £ 5,5 47,1 £ 26 40,7 £ 10,5
Intravenoso 53,3+ 24 783+ 22 842+ 27
Control + 79,0 81,2 79,7
Control - 0,8 0,9 0,8

Tabla 11. Valores medios de los porcentaje de células GFP + en sangre periférica.

Es importante destacar que en ninguno de los animales trasplantados, independien-
temente del tipo de trasplante, se alcanzaron valores de células GFP positivas en sangre
periférica superiores al 90%. Este hecho, junto con los datos obtenidos para el animal utili-
zado como control positivo (Tabla 11), nos llevé a analizar el porcentaje de células GFP
positivas en todos los animales destinados a ser utilizados como donantes fluorescentes
CRE-GFP en nuestros experimentos. Asi, decidimos que todos aquellos animales de la
colonia CRE-GFP que no alcanzaban porcentajes de células GFP positivas superiores al
70% serfan desechados como donantes. El valor medio del porcentaje de células GFP posi-

tivas de los animales que fueron utilizados como donantes fue de 80,7+ 2,5% (ESM).
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Figura 24. Representacion de los valores medios de incorporaciéon de las células del donan-
te (GFP+) en los animales receptores, seguin el tipo de trasplante y el tiempo del mismo. El
porcentaje de células GFP+ en la sangre periférica de los animales trasplantados de forma intrave-
nosa es siempre superior al de los trasplantados de manera intraperitoneal; ademas, las diferencias
van siendo cada vez mayores con el paso del tiempo.

Por ultimo, en el momento del sacrificio de todos los animales trasplantados con
médula 6sea de donantes fluorescentes, se tomoé una muestra de su sangre periférica y se
analizé el porcentaje de células GFP positivas. El valor medio de todos ellos fue de 74,47+
1,66% (ESM), y no se encontraron diferencias significativas (# de student; p<0,05) en el por-
centaje de células fluorescentes entre los animales receptores silvestres (+/+) 74,85t

1,78% (ESM) y los receptores portadores de la mutacién ped " (ped/ped) 72,77+ 4,95%
(ESM).

Viabilidad de las células trasplantadas

Una vez realizado el trasplante, llevamos a cabo el cultivo de una pequefia fraccion
de las células de la médula 6sea trasplantada para comprobar su viabilidad y tener un con-
trol de que las células que estdbamos trasplantando estaban vivas (ver seccion de Material y
Métodos).

En todos los casos, las células cultivadas se adherieron al cubreobjetos introducido
en el pocillo para efectuar su cultivo, poniendo de manifiesto su adecuada viabilidad. Del
mismo modo, a lo largo de las distintas observaciones, se pudieron apreciar fenémenos de
division celular, asi como muy distintas morfologias celulares (Figura 25). Finalmente, no se

observaron células que captasen el Azul Tripan, lo que corrobora su integridad estructural y

su viabilidad.
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Figura 25. Microfotografia de un cultivo de células de médula 6sea tefiidas con azul de to-
luidina. En la imagen se pueden apreciar morfologias celulares variadas. Asimismo, existen células
de muy diversos tamafios y distintos grados de compactacién de la cromatina en sus nacleos. Algu-
nas de las células se encontraban en procesos de divisiéon, como es el caso de la sefialada en la ima-
gen con una flecha, que presenta dos ntcleos. Todo ello pone de manifiesto que las células trasplan-
tadas estan vivas y son capaces de dividirse y de diferenciarse.

Pruebas fisiologicas y de comportamiento

Recogemos aqui los resultados obtenidos de las diferentes pruebas realizadas para
tener una aproximacion al posible efecto funcional del trasplante de médula 6sea “sana” en
ratones mutantes PCD. Los grupos de animales (descritos en detalle en el Material y Méto-
dos) empleados en este tipo de pruebas fueron: grupo PCD trasplantado (beterotrasplanta-
do), grupo PCD sin trasplante y grupo Silvestre (sin trasplante). Se realizaron las pruebas

de campo abierto y de velocidad media de desplazamiento.

Campo abierto

Como hemos comentado en el Material y Métodos, esta prueba da informacion del
comportamiento exploratorio de los animales, de su capacidad motora y de su reactividad
emocional. De las 5 medidas consideradas, las que mas informacién aportan sobre la capa-
cidad motora de los animales fueron los cruces completos y los medios cruces (ver seccion de
Material y Métodos). Los valores medios, con el correspondiente ESM de cada uno de los
grupos de estudio (Silvestre, PCD trasplantado y PCD sin trasplante) en las diferentes
pruebas realizadas, se recogen en las tablas 12 y 13. El valor medio total (X ESM) de cada

grupo experimental se muestra en la ultima columna de cada tabla.
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Grupo \ Prueba P35 P50 P65 P80 P95 P110 P125 | Media

Silvestre 75,2 + 4,0 67,5+ 3,5 71,7+ 9,8 74,5+ 9,5 797+34 | 83,5+17,6 | 857+73 76,8 + 3,2
PCD ttssp fanta- | g0 vs0 | 1025497 | 6074128 | 66,7470 | 91,0+184 | 457489 | 6624162 | 748454
(0]
PCD sin tras-
CD sin tras 69,5+17,6 | 782+209 | 625+17,9 | 455+17,8 | 30,7+t109 | 157+53 | 195+57 | 459+66
plante

Tabla 12. Valores medios (+ ESM) de cruces completos de la prueba de campo abierto.

Grupo \ Prueba P35 P50 P65 P80 P95 P110 P125 | Media

Silvestre 87+04 | 125+25 | 77208 | 30+13 | 25%06 | 52+13 | 20%04 | 59+08
PCD tr;zp lanta- | o oisa | a1p%24 | 132240 | 70215 | 1027 | a7+10 | 67+17 | 12616
PCDsintras- | ooy 51 | 315435 | 20444 | 102422 | 120438 | 70+19 | 90+15 17+ 21

plante

Tabla 13. Valores medios (X ESM) de medios cruces de la prueba de campo abierto.

El analisis estadistico mostré diferencias altamente significativas (U de Mann-
Whitney; P<0,01) entre el grupo Silvestre y el grupo PCD sin trasplante, como era 16gico
esperar, para las dos medidas realizadas. En cuanto al grupo de PCD trasplantado, pre-
senté diferencias altamente significativas (U de Mann-Whitney; P<0,01): con el grupo de
animales PCD sin trasplante, en el nimero de cruces completos; y con el grupo de animales
Silvestre, en el numero de medios cruces (Figura 20).

El resto de los datos obtenidos de la prueba del campo abierto estuvieron relacio-
nados con la reactividad emocional y con el nivel de estrés al que se encontraron sometidos
los animales. Se contaron el namero de /Zmpiezas, de alzadas 'y de defecaciones (ver seccion de
Material y Métodos) y se realizo el correspondiente analisis estadistico para ver si existian

diferencias entre los 3 grupos experimentales. Todos estos datos se recogen en las siguien-

tes tablas (14-10).

Grupo \ Prueba P35 P50 P65 P80 P95 P110 P125 | Media

Silvestre 35406 | 22+08 | 20t07 | 35+t08 | 37+09 | 42+10 | 40+10 | 33205
PCD ”ZSPI‘/*"”"" 45+1,0 | 27212 | 25+05 | 22+09 | 22+06 | 42+11 | 42+06 | 32+07
(0]
PCD sin tras- 22+04 | 12+04 | 10x04 | 15%to06 | 25+15 | 12+06 | 1,708 | 16+0s8
plante

Tabla 14. Valores medios (+ ESM) de /impiezas de la prueba de campo abierto.

Grupo \ Prueba P35 P50 P65 P80 P95 P110 P125 | Media

Silvestre 205+1,1 | 240440 | 282+20 | 195+25 | 277416 | 21,0421 | 2325 | 234+14
PCD ”ZSP lanta- | 0 04s6 | 14531 | 80414 | 142%33 | 17202 | 70+13 | 9022 | 120%23
(0]
PCD sin tras-
CD sin tras 40413 | 6530 | 60+36 | 7738 | 60+21 | 27+12 | s57+22 | 55431
plante

Tabla 15. Valores medios (X ESM) de a/zadas de la prueba de campo abierto.
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Grupo \ Prueba P35 P50 P65 P80 P95 P110 P125 Media
Silvestre 1,5+ 0,2 2,2%+0,8 2,0 1,0 2,21+ 0,4 2,7+ 1,1 2,2+1,3 2,7%+0,9 2,2%0,7
PCD traspl. -
CD t ZSP anta 1,5+ 0,6 3,0+1,4 1,7+0,4 1,7+ 0,8 3,51 0,8 3,2%1,0 3,7+ 0,8 2,6 £1,0
o
PCDsintras- | 0 04 | 30%0 | 22t08 | 3009 | 37¢11 | 27%13 | 3214 | 27210
plante
Tabla 16. Valores medios (+ ESM) de defecaciones de 1a prueba de campo abierto.
Cruces completos
20 00 _
Valor 100 T Valor 80 -
medio 80 medio
de total 60 |
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completos 40 cruces 40
\’\’/‘ completos
20 20 1
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P35 P50 P65 P80 P95 P10 P125 Grunpos experimentales
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35 25
1 1 ek
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medios
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Edad en el momento de la prueba
B sivestre ] PCD trasplantado [l PCD sin trasplante

Figura 26. Representacion de los datos obtenidos de la prueba de campo abierto, relaciona-
dos con la capacidad de movimiento, de los 3 grupos experimentales. En la parte superior se
presentan los datos de cruces completos. A la izquierda, los resultados obtenidos de cada una de las prue-
bas y, a la derecha, los resultados agrupados para cada grupo experimental. Se encontraron diferencias
altamente significativas (U de Mann-Whitney; P < 0,01) entre el grupo PCD sin trasplante y los otros
dos grupos. En la parte inferior se presentan los datos de wedios cruces. A la izquierda, los resultados de
cada una de las pruebas y, a la derecha, los resultados agrupados para cada grupo experimental. Se
encontraron diferencias altamente significativas (U de Mann-W hitney; P < 0,01) entre el grupo de ani-
males Silvestre y los dos grupos de PCD, independientemente de que estuviesen trasplantados o no.

En el caso de las /impiezas, no se encontraron diferencias entre el grupo de animales
Silvestre y el de PCD trasplantado. Sin embargo, los resultados de ambos grupos fueron
estadisticamente significativos (Bonferroni; P<0,01) para esta medida con relacién al grupo
de animales PCD sin trasplante. En cuanto al nimero de a/zadas, se encontraron diferen-

cias altamente significativas (Bonferroni; P<0,01) entre los tres grupos. Por dltimo, los valo-
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res para defecaciones no mostraron diferencias estadisticas entre ninguno de los grupos. Este
hecho pone de manifiesto que el nivel de estrés al que estuvieron sometidos los animales de
los 3 grupos experimentales fue similar.

Los resultados anteriores para cada uno de los parametros considerados se presen-

tan en las siguientes graficas (Figura 27).

Limpiezas

Valor 4 i

Valor 4 | A‘\‘
medio /r—-‘/ medio '
de 3 total 3
limpiezas , | ’/A N\ de 5 |
\‘f Limpiezas
1 1

P35 P50 P65 P80 P95 P110 P25
Edad en el momento de la prueba

Alzadas

Grupos experimentales

35 4 35
Val % Valor 301 .
alor - /‘\ /‘\ : 25 | T
medio /r \’_/‘ medio
de 204 A total 20 - =
alzadas 5 de 5 | [
[zad.
0 | alzadas |
5 7‘*’% 5 |
0 : : : : : : | o |
P35 P50 P65 P80 P95 P10 P125
Edad en el momento de la prueba Grupos experimentales
Defecaciones
5 5
Valqr 4 Valor 4 |
medio Qi
d 3 medio
. i total 3 4
defecaciones d
A (&
defecaciones™ |
14 1
0 0 .
P35 P50 P65 P80 P95 P10 P25 ]
Edad en el momento de la prueba Grupos experimentales

. Silvestre |:| PCD trasplantado . PCD sin trasplante

Figura 27. Representacion de los datos de reactividad emocional obtenidos de la prueba de
campo abierto de los 3 grupos experimentales. En la parte superior se presentan los datos de Zmpie-
zas; en el centro, los de alzadas y abajo, los de defecaciones. En los tres casos se representan, a la izquierda,
los resultados obtenidos de cada una de las pruebas vy, a la derecha, los resultados totales de cada uno de
los 3 grupos experimentales. El analisis estadistico revel6 diferencias altamente significativas (Bonferrons;
P < 0,01), en el caso de las lmpiezas, entre los PCD sin trasplante y los otros 2 grupos; y en el caso de
las alzadas, entre todos los grupos. No se encontraron diferencias estadisticas para el caso de las defeca-
ciones entre ninguno de los grupos.
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Velocidad media de desplazamiento

Finalmente, se realizé también un analisis de la velocidad media de desplazamiento
(mm/s) de cada animal. Los valores medios (£ ESM) de cada grupo en cada una de las
pruebas y su valor medio total (= ESM) se encuentran recogidos en la siguiente tabla (Ta-

bla 17).

Grupo \ Prueba P35 P50 P65 P80 P95 P110 P125 | Media

Silvestre 558+7,7 | 499+62 | 361+87 | 466+43 | 593+32 | 588+138 | 644189 | 53,0+32
PCD t’ZSP lanta- | 600 | 208424 | 237%48 | 379459 | 405+35 | 364479 | 31452 | 3349419
(o]
PCDsintras- | 1oy a0 | 185426 | 174439 | 239455 | 261%86 | 266%78 | 156%20 | 211419
plante

Tabla 17. Valores medios (+ ESM) de velocidad media de desplazamiento (mm/s).

Los valores se expresan en mm/s para facilitar su interpretacién. Tras el correspon-
diente analisis estadistico, se encontraron diferencias altamente significativas (U de Mann-
Whitney; P < 0,01) entre los 3 grupos de animales. En la Figura 28 se representan los resul-

tados de velocidad media de desplazamiento para cada uno de los grupos experimentales.

Velocidad media de desplazamiento
70 70
Valor 60 /-\./. Valor medio 4, #
medio de 50 total de :
velocidad 4 \.// velocidad 42 1 »
media 4, | media | I |
(mm/s) | m (mm/s) 30 | I
20
0 o .
0
P35 P50 P65 P80 P95 P110 P25 0
Edad en el momento de la prueba Grupos experimentales
. Silvestre |:| PCD trasplantado . PCD sin trasplante

Figura 28. Representacion de los datos de velocidad media de desplazamiento de los 3 grupos
experimentales. A la izquierda, se representan los valores medios de los 3 grupos experimentales en cada
una de las 7 pruebas realizadas. A la derecha, se han juntado los valores de cada grupo y se ha realizado el
analisis estadistico (U de Mann-Whitney) para comparar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre ellos. Los resultados fueron altamente significativos (P < 0,01) para los 3 grupos.

Es importante destacar que, durante la realizacion de la prueba de velocidad media de
desplazamiento, entre los animales de cada uno de los tres grupos experimentales se
observaron importantes diferencias en la forma de apoyar la planta de los pies. Los anima-
les del grupo Silvestre apoyaban siempre los dedos al andar. Los PCD sin trasplante se
desplazaban siempre sobre sus talones. Sin embargo, los PCD trasplantados apoyan en

ocasiones también los dedos. En las imagenes contenidas en la Figura 29 se puede ver

claramente esta diferencia en un animal de cada grupo experimental.
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PCD trasplantado

Figura 29. Fotogramas capturados gracias a los videos realizados durante la prueba de velo-
cidad media de desplazamiento de un animal de cada grupo experimental. La imagen de la
izquierda se corresponde con un animal del grupo Silvestre, en ella se puede apreciar como apoya los
dedos de las patas traseras al andar. En el centro, la imagen de un animal mutante del grupo PCD
trasplantado —con médula ésea “sana”—, que apoya también los dedos. La imagen de la derecha per-
tenece a un animal PCD sin trasplante, en la que se aprecia como apoya el talon durante su marcha.

A la vista de esta observacion, intentamos incluir una prueba para medir el patrén
de marcha del animal a través de su impronta plantar, conocida como “footprinting”. Esta
prueba se basa en el analisis de las huellas dejadas por el animal al desplazarse en un mismo
sentido por una superficie horizontal. Debemos manifestar que, debido al estado de los
animales mutantes PCD sin trasplante, fuimos incapaces de llevarla a cabo en la mayoria
de los animales de este grupo experimental, y que, en los que se consiguid realizar, no se
pudo hacer un analisis posterior de las huellas dejadas (Figura 30). No obstante, como
muestra de este tipo de prueba y para dejar constancia de las diferencias existentes en la
forma en que los animales de cada uno de los grupos de estudio apoyan la planta de las
patas, hemos crefido conveniente, por resultar muy ilustrativo, presentar una imagen de las

huellas dejadas por un animal de cada grupo experimental.
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Figura 30. Imagenes de las huellas dejadas por un animal de cada grupo experimental al
desplazarse en el mismo sentido por una superficie horizontal. Para poder distinguir las
distintas huellas dejadas, los animales tenfan las patas delanteras manchadas con pintura de color
rojo y las traseras de color azul. El movimiento se realizé de izquierda a derecha segin la imagen.
Los animales del grupo Silvestre andan principalmente sobre sus dedos. Los del grupo PCD
trasplantado apoyan los talones en alguna ocasién, aunque mantienen una marcha bastante uni-
forme. Finalmente, los animales del grupo PCD sin trasplante presentan una marcha desigual,
con paradas y apoyando los talones en numerosas ocasiones.
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Puesta a punto de sistemas de visualizacion

de las células trasplantadas

El siguiente de los objetivos que nos planteamos al comienzo de esta Tesis Docto-
ral fue el de poner a punto los diferentes sistemas de visualizaciéon de las células trasplanta-
das. En experimentos de trasplante de médula 6sea como el nuestro, en los que se investiga
el efecto de las células trasplantadas y su posible llegada e integracion en los diferentes teji-
dos de los animales receptores, resulta esencial poder identificar las células del donante en
el receptor. En el caso de los animales trasplantados con donantes CRE-GFP, no hubo que
poner a punto ningun sistema nuevo de visualizacion, ya que se realiz6 mediante inmuno-
fluorescencia indirecta o mediante histoquimica, dos técnicas de uso rutinario en nuestro
laboratorio. Sin embargo, en el caso de los animales trasplantados con donantes machos,
hubo que realizar numerosas pruebas hasta poner a punto el protocolo definitivo de identi-

ficacion del cromosoma Y, descrito en detalle en el apartado de Material y Métodos.

Células procedentes de donantes machos

Para la puesta a punto de un sistema de identificaciéon de las CMO procedentes de
donantes machos en el encéfalo de receptores hembras, se tomé inicialmente como refe-
rencia el protocolo proporcionado por la Dr.* Mezey para tejido fresco. Por tanto, las pri-
meras pruebas se realizaron con tejido fresco para comprobar la especificidad de la sonda
sintetizada 7z situ, pues hasta entonces so6lo se conocia la especificidad de su secuencia (ver
seccion de Material y Métodos). Para ello, se realizé dicho protocolo de hibridacion 7 sitn
para tejido fresco en secciones del encéfalo de ratones machos y hembras, como controles
positivo y negativo, respectivamente (Figura 31). En esta primera prueba se probaron dis-
tintos grosores de corte para identificar el espesor maximo en el que la sonda presenta una
penetracion adecuada en el tejido.

De los grosores que se probaron (10, 12, 14, 16 y 18 pum), la penetraciéon de la son-
da fue la correcta hasta un maximo de 14 pm. En secciones de mayor grosor, se encontra-
ron regiones del interior del tejido procedente de animales machos con nucleos celulares
sin dicha sefial cromosémica.

Con estas primeras pruebas, no sélo conseguimos establecer el grosor maximo ade-
cuado, sino que pudimos comprobar que la técnica funcionaba perfectamente con tejido

fresco y que la sonda sintetizada era especifica para el cromosoma Y de los ratones machos
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con la mezcla de estirpes utilizadas en nuestro estudio. Sin embargo, la utilizacién de tejido
fresco presentaba multiples inconvenientes que desaconsejaban su utilizacién en nuestro
protocolo de trabajo. Estos estaban determinados por la complejidad para la diseccién del
encéfalo en buenas condiciones —principalmente los bulbos olfatorios—, por los problemas
a la hora de almacenar el tejido y por la dificultad para obtener secciones segun planos
comparables entre los distintos animales. Ademas, de manera especial, estos inconvenientes
surgen al realizar técnicas de inmunofluorescencia, determinados por la falta de antigenici-
dad de algunas moléculas o por su elucion del tejido en ausencia total de fijacion. Por todo
ello, nos planteamos la necesidad de poner a punto un protocolo de hibridacién 7 situ de

cromosoma Y de ratén para su utilizaciéon con material fijado.

Control positivo Control Negativo

Figura 31. Secciones del BO (tejido fresco) de un ratén macho (control positivo) y de un
raton hembra (control negativo) en los que se ha realizado la hibridacion in situ de
cromosoma Y. El cromosoma Y estd marcado en rojo y los nicleos se encuentran contrateflidos
con DAPI (azul). El cromosoma Y se encontré localizado en la periferia de los nucleos. No se
encontraron células positivas para el marcaje del cromosoma Y en secciones de animales hembras sin
trasplante.

Asi pues, llevamos a cabo la perfusién de varios animales con distintas cantidades
de fijador de Zamboni (50, 100 y 150 ml; ver seccion de Material y Métodos) para probar
cual era la cantidad maxima que podia ser utilizada sin que la técnica de la hibridacion i situ

del cromosoma Y se viese comprometida. En todas estas pruebas, tras la perfusion con el

fijador, se realiz6 un lavado del arbol vascular con 50 ml de PBS para evitar la exposicion
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posterior del tejido al fijador y, por tanto, una fijacién mas prolongada. Una vez diseccio-
nados los encéfalos y seccionados a 14 um, se realiz6 en todos ellos la hibridacion i situ en
las mismas condiciones. La técnica de la hibridacion 7 situ del cromosoma Y sélo funciond
con un volumen de 50 ml, el menot de los tres volumenes utilizados. Pese a ser bastante
escaso, este volumen resultd suficiente para conseguir solventar todos los problemas enu-
merados anteriormente y, lo mas importante, permitié la perfecta identificacion de todos

los antigenos celulares necesarios para nuestro estudio (ver Tabla 7).

Puesta a punto de la doble inmunofluorescencia-hibridacion in situ

La primera de las opciones que barajamos a la hora de poner a punto este protocolo
fue la de realizar, primero, la hibridacién 77 sitn del cromosoma Y vy, después, la técnica de
inmunofluorescencia sobre esas mismas secciones. La eleccion de este orden se hizo pen-
sando en que, en el caso de poderse llevar a cabo con éxito la doble inmunofluorescencia-
hibridacién 7z sitn de esta manera, nos permitirfa realizar el analisis de las secciones en dos
pasos consecutivos: un primer paso para la identificacion de las células procedentes del
donante (con cromosoma Y), y un segundo paso en el que se realizaria la caracterizacion
neuroquimica de esas células. De este modo, sélo habria que hacer la técnica de inmuno-
fluorescencia en aquellas secciones del encéfalo de receptores hembras trasplantados con
médula 6sea de donantes machos en las que se hubiesen detectado con anterioridad células
con cromosoma Y. Este procesamiento en dos pasos consecutivos conllevaria un conside-
rable ahorro de recursos y de tiempo. Desafortunadamente, los diferentes tratamientos a
los que se somete el tejido para poder realizar la hibridacion 7z situ del cromosoma Y, sobre
todo las elevadas temperaturas de incubaciéon (81 °C), resultaron incompatibles a la hora de
desarrollar la deteccion de un antigeno mediante inmunofluorescencia.

Una vez desechada esa opcidn, pasamos a poner a punto un protocolo para la do-
ble inmunofluorescencia-hibridacion zz situ cambiando el orden de las dos técnicas: prime-
ro, la inmunofluorescencia para los diferentes antigenos buscados y, a continuacién, la
hibridacién z situ del cromosoma Y. La inmunofluorescencia funcioné perfectamente en
todos los casos; sin embargo, al realizar la hibridacién 7z sitn sobre esas mismas secciones,
desaparecia el marcaje fluorescente producido.

A la vista de estos resultados, consideramos que los diferentes tratamientos de la
hibridacién 7n situ podrian estar afectando negativamente a las moléculas fluorescentes con
las que estaban marcados los anticuerpos secundarios. Ante esta posibilidad, nos plantea-

mos la opcion de realizar la inmunofluorescencia en dos partes y no emplear anticuerpos
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secundarios fluorescentes sino marcados con biotina. Asi, en una primera parte, llevamos a
cabo la incubacién con el anticuerpo primario y con el anticuerpo secundario biotinado vy,
después de realizar la hibridacion iz situ, se revel6 la biotina del anticuerpo secundario con
estreptavidina marcada fluorescentemente. Con este procedimiento, pensamos que se evita-
rfa el posible efecto negativo de los diferentes tratamientos de la hibridacion zz sitn sobre las
moléculas fluorescentes. Lamentablemente, este tipo de revelado siguié sin producir los
resultados esperados.

La siguiente opcion que nos planteamos seguia en la linea de dividir la inmunofluo-
rescencia en dos partes. En este caso, en la primera parte, se llevaba a cabo la incubaciéon
unicamente con el anticuerpo primario antes de realizarse la hibridacion zz sitn. En la se-
gunda parte, tras la hibridacién 7 situ, se efectuaba el revelado con el anticuerpo secundario
fluorescente. Este nuevo intento tampoco funciond, lo que parecia indicar que los diferen-
tes tratamientos de la hibridacion 77 situ estaban afectando al reconocimiento primario del
anticuerpo al antigeno tisular.

Finalmente, después de varios intentos para poner a punto la técnica de la doble
inmunofluorescencia-hibridacién iz situ, probamos un método patentado (PerkinElmer®)
para la amplificacién de la sefial producida en técnicas inmunofluorescentes y en hibrida-
ciones z sitn. Este método, conocido como “amplificacion de la sefial mediante tiramidas”
o TSA (Tyramide Signal Amplification), se basa en una reaccion catalizada por la peroxidasa y
que produce la unién covalente de moléculas de tiramida a proteinas del tejido (ver seccion
de Material y Métodos). Curiosamente, este método, que habia sido ideado inicialmente
para amplificar una sefnal (Bobrow ez a/., 1989; Adams, 1992), podia ser empleado para lle-
var a cabo la combinacién de técnicas inmunofluorescentes (Hunyady e a/, 1996), de técni-
cas de hibridacion zz sitn (Albertson et al., 1995) y de ambos tipos de técnicas (Donadoni ef
al., 2004) sobre el mismo tejido. Asi pues, basandonos en las publicaciones anteriores y en
las especificaciones técnicas de la casa comercial, aplicamos el método TSA en nuestro
estudio. El protocolo definitivo puesto a punto para la técnica de la doble inmunofluores-
cencia-hibridacion 7 situ es el que hemos descrito detalladamente en la seccién correspon-
diente del apartado de Material y Métodos, y que permite obtener resultados como los

mostrados en la Figura 32.
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Figura 32. Imagenes de microscopia de epifluorescencia convencional en secciones encefalicas
de raton en las que se ha llevado a cabo la técnica de la doble inmunofluorescencia-hibridaciéon
In situ puesta a punto para esta Tesis Doctoral. A-E pertenecen a un ratén macho silvestre; D, a un
ratén hembra mutante PCD trasplantada con médula 6sea de un ratén macho silvestre. A muestra el
marcaje de la técnica de inmunofluorescencia para Calbindina (CB). B es la misma seccion que A, con el
matcaje para la técnica de la hibridacién 7z sitn del cromosoma Y (Ct. Y, puntos rojos). C muestra la con-
tratinciéon con DAPI de esas células y D ofrece la localizacién del cromosoma Y en ellas. E muestra el
resultado de la combinacién de todas las imagenes anteriores. En F se presenta un ejemplo de la aplica-
cién de esta técnica en nuestro estudio. La imagen muestra una seccién del cerebelo de una hembra del
grupo PCD trasplantado en la que se puede apreciar una tnica célula de Purkinje (CB positiva, en ver-
de) y, en sus proximidades, hay una célula procedente de la médula ésea “sana” trasplantada (punta de
flecha) con cromosoma Y. CCP*: capa de las células de Purkinje en los animales PCD. CGr: capa de los
granos. CM: capa molecular. Barras de escala: 20 um para A-E, 50 um para F.
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Andlisis de Ia llegada de células de Ia médula

osea al encéfalo de los animales receptores

Una vez que hemos conseguido disponer de todo lo necesario para poder llevar a
cabo estudios de trasplantes de médula 6sea en ratones silvestres y mutantes PCD —las co-
lonias de animales donantes y receptores que permiten no solo identificar las células del
donante en el receptor, sino también distinguir el mecanismo seguido por éstas en sus dife-
rentes tejidos, la dosis de radiacién letal minima establecida, la puesta a punto de todo el
procedimiento de trasplante, asi como la metodologia para la identificacion y caracteriza-
cion de las células del donante en el receptor—, nos dedicamos a analizar microscopicamen-
te el encéfalo de los animales trasplantados.

A continuaciéon, presentamos los resultados obtenidos en nuestro estudio del anali-
sis de la llegada de CMO al encéfalo de los animales receptores. Dividimos este apartado en
nuestras dos regiones de estudio: el cerebelo y el bulbo olfatorio. Asimismo, separamos
los resultados de cada una de estas regiones en dos partes: los resultados observados en
animales silvestres, con trasplante de médula 6sea de otros animales silvestres (grupo Silves-
tre homotrasplantado) y los resultados observados en animales mutantes PCD, con trasplante
de médula 6sea “sana” (de donantes silvestres, grupo PCD heterotrasplantado) y sin trasplante
(grupo PCD sin trasplante). En todos los casos, el analisis se llevo a cabo a tres edades dife-
rentes: P60, P110 y P150, que se corresponden con 40, 90 y 130 dias después del trasplante,

respectivamente.

Llegada al cerebelo

El cerebelo es la zona del encéfalo en la que se han centrado la mayoria de los tra-
bajos previos y en la que ya ha sido demostrada fehacientemente la llegada de CMO y su
integracion en el mismo. En nuestro caso, su analisis en animales del grupo Szlvestre homo-
trasplantado nos sirvié como control positivo de este fenémeno y, en los animales del grupo
PCD heterotrasplantado, como aproximacion tanto al efecto de un microambiente degenerati-
vo en todo este proceso, como al resultado del trasplante de una médula 6sea “sana” en los

ratones mutantes PCD.
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Animales silvestres

El analisis de la llegada de CMO al cerebelo de animales del grupo Silvestre homotras-
Pplantado nos permitié comprobar que el proceso se llevaba a cabo en los animales con las
caracteristicas propias de nuestras colonias, como habia sido descrito anteriormente en la
Bibliografia. Ademas, con el analisis de este fenémeno en animales de este grupo, pudimos
también conocer la frecuencia y los tiempos de este proceso en condiciones “normales”, en
ausencia de un microambiente degenerativo. La identificacion de las células del donante se

efectud con los diferentes sistemas descritos en detalle en la secciéon de Material y Métodos.

Tipos celulares originados

El tipo celular mayoritario originado, a partir de la médula 6sea del donante, en el
cerebelo de los animales del grupo Silvestre homotrasplantado fue la microglia (Figura 33). Se
observaron células de microglia (positivas para el marcador Iba 1) distribuidas a lo largo de
todo el cerebelo. Su abundancia y localizacion fue bastante similar en todos los animales
analizados (Figura 34A). Asimismo, no se observaron grandes diferencias ni en su abun-
dancia ni en su localizacién entre los animales sacrificados a edades mas jovenes (P60) y los
animales sacrificados a edades mas avanzadas (P150). Su localizacién fue mayoritaria en la
porcién mas externa del cerebelo, en el limite con las meninges (Figura 34B). LLa mayoria de
estas células presentaron una morfologfa tipica de microglia latente, con un pequefio soma
y numerosas prolongaciones con ramificaciones (Figura 33A-C). No obstante, también se
encontraron algunas de estas células, originadas a partir de la médula 6sea trasplantada, con
una morfologfa mas redondeada —con un soma de mayor tamafio y un menor nimero de
prolongaciones de pequefio tamafio— caracteristicas morfologicas de elementos de micro-
glia activada (Figura 33D-F).

En cuanto a la posible formacién de astrocitos (GFAP positivos) a partir de la
médula 6sea trasplantada, no se encontraron elementos celulares que colocalizasen la
GFAP con algunos de los marcadores utilizados para la visualizaciéon de las células de la
médula 6sea trasplantada (cromosoma Y o GFP).

Finalmente, se analiz6 la formacion de elementos neuronales a partir de la médula
6sea trasplantada. En este caso, nuestro estudio se centré en las células de Purkinje, porque
este tipo neuronal es el que caracteriza la neurodegeneracién que tiene lugar en el cerebelo
de los ratones mutantes PCD —modelo de estudio en esta Tesis Doctoral-. No obstante, a
lo largo de nuestro analisis, no se observaron otros tipos celulares con caracteristicas neu-

ronales distintas a las de las células de Purkinje. Asi pues, los unicos elementos neuronales
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que se encontraron en el cerebelo de los animales del grupo Silvestre homotrasplantado origi-

nados a partir de la médula 6sea trasplantada fueron células de Purkinje (Figura 34).

Mezcla

Figura 33. Imagenes de microscopia de epifluorescencia convencional en secciones del en-
céfalo de un ratdn silvestre trasplantado con médula ésea “sana” (homotrasplantado) de un
donante CRE-GFP en las que se pone de manifiesto la contribucion de la médula 6sea a la
poblacion microglial, tanto de microglia latente (A-C) como reactiva (D-F). En las imagenes
superiores (A y D), se muestra el marcaje para GFP, que permite identificar las células producidas a
partir de la médula 6sea trasplantada. En las imdgenes centrales (B y E), se presenta el marcaje para
Ibal (marcador especifico presente en las células de microglia). Las imagenes inferiores (C y F) se
corresponden con la combinacion de las dos imagenes anteriores para cada tipo de microglia. Tam-
bién se puede observar que no toda la microglia se ha producido a partir de la médula 6sea trasplan-
tada (células positivas para Ibal y que no son GFP positivas). Barra de escala: 20 pm.
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Estas células de Purkinje producidas a partir de la médula 6sea trasplantada presen-
taron una distribucién aleatoria a lo largo de todo el cerebelo de los animales receptores.
No se encontraron diferencias rostro-caudales o latero-mediales en la apariciéon de estos
elementos. Del mismo modo, tampoco se aprecié una preferencia especial por alguno de

los l6bulos en los que se divide la corteza cerebelosa.

Figura 34. Imagenes de microscopia de epifluorescencia convencional en secciones de
cerebelo de un ratdn silvestre trasplantado con médula dsea “sana” (homotrasplantado)
de un donante CRE-GFP en las que se muestran las células GFP positivas. A es una ima-
gen panoramica que muestra la localizacién y abundancia de las células originadas a partir de la
médula 6sea trasplantada en el cerebelo de estos animales, entre las que se puede observar una
célula de Purkinje. B es una magnificacion de la imagen anterior, que permite apreciar con ma-
yor detalle estas células GFP positivas. En el caso de la célula de Purkinje, se observa perfecta-
mente la complejidad del arbol dendritico y cémo su axén (marcado por las flechas) es una
muestra inequivoca de su integracién en el sistema. Ademas, este axén presenta las tipicas cola-
terales recurrentes (puntas de flecha) que caracterizan a las células de Purkinje. Por su parte, la
microglia se localizé fundamentalmente en la periferia. Con los asteriscos se han marcado algu-
nas de estas células de microglia. Barras de escala: 200 um para A 'y B.
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Por otro lado, también se observé que la aparicion de estas células de Purkinje con
marcadores propios de la médula dsea trasplantada era un proceso relativamente poco fre-
cuente (hasta un maximo de 21 células en un mismo cerebelo) y que presentaba una rela-
cién con el tiempo transcurrido desde el momento del trasplante. Solamente se encontra-
ron en los animales sacrificados con tiempos de supervivencia de P150. En todos los casos
en los que se observaron estas células, no hubo ninguna duda de que se trataba de células
de Purkinje (Figura 34), ya que presentaban su morfologia caracteristica y, en aquellos casos
en los que se combind su identificacién con un marcaje para CB, fueron siempre positivas
para este marcador propio de células de Purkinje.

En la figura 35 se pueden observar distintas microfotografias de diferentes células
de Purkinje originadas a partir de la médula 6sea trasplantada en las que se puede apreciar
su enorme grado de diferenciacion, puesto de manifiesto por la enorme complejidad de su
arbol dendritico y por sus numerosas ramificaciones. Del mismo modo, también se pudo
apreciar que se trataba de elementos celulares integrados en la estructura del cerebelo, ya
que, ademas del arbol dendritico citado anteriormente, en algunos de ellos se observaba
perfectamente un largo axén que proyectaba a otras regiones cerebelosas, y en el que, en
ocasiones, se distingufan las tipicas colaterales recurrentes caracteristicas de las células de
Purkinje (Figura 34B). Finalmente, también se observo la fusion de CMO con células de
Purkinje, como queda puesto de manifiesto en las imagenes de la figura 35 (G-I), que se
corresponden con una célula de Purkinje positiva para 3-gal, lo que demuestra que se ha
fusionado con alguna CMO.

Por dltimo, la contratincién nuclear con DAPI o con IP de estas células permitié
observar sus nuicleos y concluir que la gran mayorfa de las células de Purkinje originadas a

partir de la médula 6sea trasplantada eran células con dos nucleos (Figura 35]-L).

Animales mutantes PCD

El estudio de la llegada de CMO al cerebelo de animales mutantes PCD trasplanta-
dos con médula 6sea “sana” (grupo PCD heterotrasplantado) y 1a comparacion de estos resul-
tados con los obtenidos del estudio de los animales del grupo Silvestre homotrasplantado (apat-
tado anterior) nos permite investigar si existe un efecto favorecedor del microambiente
neurodegenerativo (degeneracion de las células de Purkinje) en la llegada de CMO al cere-
belo. Ademas, la comparacion histologica del cerebelo de los animales del grupo PCD hete-
rotrasplantado con el de los del grupo PCD sin trasplante nos brinda una oportunidad unica de

conocer el efecto del trasplante de una médula 6sea “sana” en los animales mutantes PCD.
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Y, a la vez, nos permite buscar una interpretacion histolégica a los resultados obtenidos de

las pruebas de comportamiento (expuestos anteriormente).

GFP+CB

GFP+CB

GFP+IP

Figura 35. Imagenes microscopicas en secciones de cerebelo de ratones silvestres trasplantados con
médula ésea “sana” (homotrasplantados) de donantes CRE-GFP en las que se muestran algunos
ejemplos de células de Purkinje originadas a partir de la médula 6sea trasplantada. A y D muestran
dos células de Purkinje GFP positivas, perfectamente diferenciadas, en las que se puede observar la comple-
jidad de su arbol dendritico y, en una de ellas, su ax6n (punta de flecha). En B y E se muestra el marcaje para
Calbindina (CB) de las secciones anteriores y, en C y F, la colocalizaciéon de ambas sefales. Las células de
Purkinje originadas a partir de la médula 6sea no sélo presentan la morfologia tipica de este tipo celular, sino
que, ademas, expresan CB, como es propio de estas células. Las siguientes imagenes (G-I) son el resultado de
la técnica histoquimica del X-Gal en el cerebelo de un ratén silvestre de la colonia PCD-R26R trasplantado
con médula ésea de un donante CRE-GFP. En G se puede observar una célula de Purkinje que ha pasado
por un proceso de fusion celular con CMO. En H se presenta la misma célula a mas aumento y, en I,
colocalizando con CB revelada mediante inmunohistoquimica con DAB. Las dltimas imagenes (J-L) mues-
tran a gran aumento el soma de una célula de Purkinje GFP positiva (J), originada a partir de la médula 6sea
trasplantada. K ofrece el marcaje de esa region con loduro de Propidio (IP, marcador nuclear) y L la coloca-
lizacién de las dos imagenes anteriores. Las puntas de flecha (K) sefialan dos nicleos que parecen propios de
la célula de Purkinje anterior, lo que indicarfa que se trata de una célula binucleada. Barra de escala en C:
100 um para A-F, 200 pum para G y 50 um para H e 1. Barra de escala en L: 20 pm para J-L.
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T7pos celulares originados en un ambiente con neurodegeneracion

Al igual que sucede en el caso de los animales del grupo Silvestre homotrasplantado, en
los animales mutantes del grupo PCD heterotrasplantado, el tipo celular mayoritario originado
a partir de la nueva médula 6sea en el cerebelo fue la microglia. Por lo general, no se ob-
servaron diferencias importantes relacionadas con su abundancia o localizaciéon (Figura 36A
y B), ni entre los distintos animales analizados, ni al comparar estos animales con los del
grupo Silvestre homotrasplantado (Figura 34). Asimismo, tampoco se encontraron diferencias
al comparar los animales sacrificados a edades mas jévenes (P60) con los sacrificados a
edades mas tardias (P150). Su distribucion fue similar a la descrita en el apartado anterior
para el grupo de animales silvestres (mayoritariamente localizada en el limite con las menin-
ges; Figura 30A y B). Del mismo modo, se encontraron células de microglia originadas a
partir de la médula 6sea trasplantada, tanto reactiva como latente. En la misma linea de los
animales silvestres trasplantados, no se encontraron astrocitos producidos a partir de
CMO del donante.

Por ultimo, llevamos a cabo el estudio de la posible formacion de elementos neuro-
nales a partir de la médula 6sea trasplantada en el cerebelo de animales con neurodegenera-
cion. Al igual que en el caso de los animales silvestres, centramos nuestro analisis en las
células de Purkinje, teniendo como hipdtesis previa —basada en los trabajos previos pu-
blicados en la bibliografia (ver apartado de Introduccién)— que el fenémeno de formacién
de células de Purkinje a partir de CMO iba a estar favorecido por el proceso degenerativo.
Sin embargo, sorprendentemente, no se observaron células de Purkinje originadas a partir
de la médula 6sea trasplantada en el cerebelo de ningun animal mutante del grupo PCD
heterotrasplantado. Este resultado fue extensible a los tres grupos de edad analizados (P60,
P110 y P150). En todos los casos se llevé a cabo un analisis exhaustivo de todo el cerebelo
y no se encontré ninguna célula de Purkinje con algun marcador propio de la médula 6sea
trasplantada (cromosoma Y o GFP), ni siquiera en los nédulos, fléculos y parafloculos,
descritos como las regiones del cerebelo de los ratones mutantes PCD en los que las células
de Purkinje degeneran en etapas mas tardias (Landis y Mullen, 1978; Alcalde, 2003; Kyuhou
et al., 2000), ni incluso en el l6bulo X, en el que recientemente hemos visto en nuestro labo-
ratorio cémo el proceso degenerativo de este tipo celular comienza también en edades mas

avanzadas que en el resto del cerebelo (comunicacion personal, Fernando Calvo Baltanas).
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GFP+CB

Figura 36. Imagenes de microscopia de epifluorescencia convencional en secciones de
cerebelo de ratones mutantes PCD trasplantados con médula 6sea “sana” (PCD hetero-
trasplantado) de donantes CRE-GFP. A es una imagen panoramica que muestra la localiza-
cién y abundancia de las células originadas a partir de la médula dsea trasplantada en el cerebelo
de estos animales. B es una magnificacion de la imagen anterior, que permite apreciar con mayor
detalle estas células GFP positivas. C muestra una de las escasas células de Purkinje, identificada
con el marcaje para Calbindina (CB, en rojo), que se pueden encontrar en el cerebelo de estos
animales a cualquiera de las edades analizadas. Como en todos los animales analizados, en este
caso, la célula de Purkinje no colocaliza con GFP; luego, no se ha producido a partir de la médu-
la trasplantada. Su morfologia es marcadamente aberrante, con un soma muy grande y un arbol
dendritico reducido. Barras de escala: 200 pm para A, 100 um para B, 50 pm para C.
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Efecto de una médula dsea “sana” en el cerebelo de los mutantes PCD

La ausencia de células de Purkinje originadas a partir de la médula 6sea trasplantada
en un ambiente degenerativo no solamente refutaba nuestra hipétesis previa, sino que, sot-
prendentemente, no cumplia con las expectativas creadas a raiz de los resultados obtenidos
de las pruebas de comportamiento realizadas (ver secciones anteriores). Segun estos resul-
tados, todo hacfa indicar que debia de existir un efecto de la médula 6sea “sana” en el cere-
belo de los animales mutantes PCD trasplantados con ella. Una vez descartada la posible
formacion de nuevas células de Purkinje, nos propusimos realizar un analisis comparado
del cerebelo de estos mutantes, grupo PCD heterotrasplantado (con médula 6sea “sana”), con
el cerebelo de animales del grupo PCD sin trasplante (por tanto, con una médula 6sea con la
mutacién ped ) para ver si existia alguna diferencia en las poblaciones de células de Purkin-
je. Tal vez, la médula 6sea “sana” no estaba dando lugar a nuevas células de Purkinje, pero,
en cambio, estaba teniendo algin efecto en la supervivencia de las propias células de Pur-
kinje de los animales receptores. Sin embargo, el analisis del marcaje con CB del cerebelo
de ambos grupos de animales mutantes revelé que no existian apenas células de Purkinje
(CB positivas) en ninguno de ellos. Tan sélo se encontré una unica célula en todo el cere-
belo de un unico animal del grupo PCD sin trasplante y de dos animales del grupo PCD hete-
rotrasplantade. Ademas, estas células de Purkinje supervivientes presentaban un arbol dendri-
tico bastante menor que el observado tipicamente en los animales silvestres (Figura 32F y
36C). Esta ausencia de células de Purkinje, casi total, era patente desde la edad mas tem-

prana a la que fueron analizados los animales (P60).

Llegada al bulbo olfatorio

El bulbo olfatorio, pese a tratarse de una zona cerebral con un aporte continuo de
nuevas neuronas a lo largo de toda la vida del animal, es una regién encefalica en la que no
ha sido demostrada aun de forma fehaciente la llegada e integracién de células provenientes
de la médula 6sea. El analisis de este proceso en animales del grupo Silvestre homotrasplantado
nos sirvi6 para estudiar si se trataba de un fenémeno que ocurria en condiciones fisiologi-
cas normales (sin neurodegeneracion). Ademas, también se estudié la posible influencia de
un microambiente degenerativo en la llegada de las CMO al BO vy si una médula 6sea “sa-
na” podia tener algin efecto en el proceso de degeneracion de las células mitrales que ocu-

rre de manera espontanea y posnatal en el BO de los ratones mutantes PCD.
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Animales silvestres

El analisis de la llegada de CMO al bulbo olfatorio de animales del grupo Silvestre
homotrasplantado (con médula 6sea de otros animales donantes silvestres) nos permitié com-
probar que este proceso se estaba llevando a cabo en condiciones fisioldgicas normales (en
ausencia de un microambiente degenerativo) y, por tanto, aportar datos definitivos sobre él
a la escasa y confusa bibliograffa existente. La identificaciéon de las células del donante se

efectud con los diferentes sistemas detallados en el Material y Métodos.

Tipos celulares originados

El tipo celular mayoritario producido a partir de la médula 6sea trasplantada en el
BO de los animales silvestres trasplantados, al igual que en el caso del cerebelo, fue la mi-
croglia. Se observaron células con marcadores propios de la médula 6sea trasplantada que
expresaban Iba 1, distribuidas a lo largo de todo el bulbo olfatorio (Figura 37). Su presencia
fue mayoritaria en la periferia del BO, en contacto con las meninges. No se observaron
diferencias importantes al comparar su abundancia y localizacion entre los diferentes ani-
males analizados, independientemente de la edad de sacrificio. Al igual que en el caso del
cerebelo (ver secciones anteriores), se observaron elementos tanto de microglia reactiva
como latente. La posible formacion de astrocitos en el BO a partir de la médula 6sea tras-
plantada quedd también descartada, ya que no se observaron células con morfologia estre-
llada y que presentasen al mismo tiempo alguno de los marcadores propios de las células de
la médula 6sea trasplantada (cromosoma Y o GFP) junto con GFAP.

Por dltimo, el estudio de la posible formacién de elementos neuronales en el BO a
partir de la médula 6sea no se centré unicamente en las células mitrales —tipo neuronal que
caracteriza la degeneracion del BO de los animales mutantes PCD—, sino que se llevo a
cabo a lo largo de las principales capas celulares que lo componen. Comenzamos nuestro
analisis por la capa de los granos (CGr). En esta region se encontraron células con marca-
dores propios de la médula 6sea trasplantada, que tenfan la tipica morfologia de los granos
del BO (Figura 38 A-C). Ademas, ninguna de las células que se encontraron con estas ca-
racteristicas fue positiva para los marcadores gliales GFAP o Iba 1. Estos granos estuvieron
presentes tanto en regiones internas como externas de la capa de granos del BO. En ellos
se pudo apreciar una prolongacion larga, tipica de este tipo celular, que proyectaba, en el
caso de los primeros, a otras regiones mas externas de la CGr y en el caso de los segundos,

a la capa plexiforme externa (CPE; Figura 38A).
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En cuanto a la posible formaciéon de células mitrales a partir de la médula 6sea
trasplantada en animales del grupo Silvestre homotrasplantado, no podemos concluir firme-
mente que se esté produciendo, pues no hemos hallado células con marcadores del donante
(cromosoma Y o GFP) que se encuentren localizadas en la capa de células mitrales (CCM),
con la morfologfa tipica de una célula mitral y que sean positivas para Reelina. Sin embargo,
si se han encontrado células producidas a partir de la médula 6sea trasplantada —con mar-

cadores del donante— que cumplian alguno de los requisitos anteriores, pero no todos.

pcd/pcd

GFP,

GFP+DAPI 2,3 GFP+DAPI.

Figura 37. Fotografias microscopicas de epifluorescencia convencional en secciones del bulbo olfa-
torio de un raton del grupo Silvestre homotrasplantado (A, B y C) y de un ratén mutante PCD del
grupo PCD heterotrasplantado (D, E y F), ambos de P150, que fueron trasplantados, con médula
osea “sana” de animales donantes CRE-GFP, a los 20 dias de edad. En A y D se muestran imdgenes
de la distribucién de las capas del BO marcadas con DAPI en ambos tipos de animales. En B y E se presen-
tan las mismas secciones, pero, en este caso, con la sefial producida por la GFP. En C y F se ha realizado la
combinacién de ambas imagenes para poder localizar las células GFP positivas. Como se puede observar en
estas imagenes representativas, no se encontraron diferencias importantes en cuanto a la abundancia y distri-
bucién de las células producidas a partir de la médula 6sea trasplantada (GFP positivas; preferentemente en
las porciones mas externas). CCM: capa de células mitrales. CCM*: capa de células mitrales en los animales
PCD. CG: capa glomerular. CGr: capa de los granos. CNO: capa del nervio olfatorio. CPE: capa plexiforme
externa. CPI: capa plexiforme interna. Barra de escala: 100 pm.
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GFP+DAPI

Cr. Y+DAPI Cr. Y+DAPI

GFP+DAPI

V 2

Figura 38. Imagenes microscopicas en secciones de bulbo olfatorio de ratones silvestres homo-
trasplantados con médula 6sea “sana” procedente de animales donantes, bien CRE-GFP (A-Cy
F-H) bien machos (D y E), en las que se muestran algunos ejemplos de tipos neuronales pro-
pios de esta region originados a partir de la médula 6sea trasplantada. En A-C se presenta una
célula GFP positiva (con su nicleo marcado con DAPI) en la CPI, y que podtia ser considerada por su
morfologia y localizacién como un grano desplazado. B y C muestran detalles de su prolongaciéon (fle-
cha) y soma, respectivamente. En D y E se muestra una célula con cromosoma Y (Cr. Y) en la CCM de
una hembra silvestre trasplantada. E es una magnificaciéon de D y permite observar el tamafio nuclear y
la localizacion del cromosoma Y en la region mas externa del nicleo. Por su localizacion en la CCM y
por el gran tamafio nuclear, parece corresponder a una célula mitral, aunque estos datos no son conclu-
yentes. En F-H se expone una célula GFP positiva (con su nucleo marcado con DAPI) en la CG del
BO. F es la misma imagen sin el marcaje nuclear y H es una magnificacién de esa célula GFP positiva en
la que se puede seguir claramente su prolongacion (flecha) entrando al interior de un glomérulo (marca-
do con un asterisco), donde se ramifica (puntas de fecha). De acuerdo con su localizacién y morfologia,
esta neurona se tipifica como una célula yuxtaglomerular. CCM: capa de células mitrales. CG: capa glo-
merular. CGr: capa de los granos. CPE: capa plexiforme externa. CPI: capa plexiforme interna. Barras
de escala: 50 um para A, 25 pm para B, 10 pm para C, 50 pm para D, 10 pm para E, 100 pm para F y G,
25 pm para H.
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Para ilustrar este tipo de casos, en la figura 38 (D-E) se muestran imagenes de sec-
ciones del BO de una hembra silvestre trasplantada con médula 6sea de un donante macho
en las que se puede apreciar como uno de los nicleos de una de las células de la CCM pre-
senta el cromosoma Y, poniendo de manifiesto su origen. La localizacién de esta célula y el
gran tamafio de su nucleo podrian llevarnos a pensar que se trata de una célula mitral.

A continuacion, analizamos la posible formacion de elementos neuronales a partir
de la médula 6sea en la capa celular mas externa, la capa glomerular (CG). En ella, encon-
tramos una formacion de células yuxtaglomerulares, incluidas células periglomerulares
(Figura 38J-L). En estos casos, debido a la enorme heterogeneidad neuroquimica existente
entre estos tipos celulares, nos limitamos a utilizar como criterios para su clasificaciéon tanto
su localizacién en la CG como su morfologia. Es importante destacar que en todos los
casos anteriores se realizé una contratincién nuclear con DAPI o con IP para analizar los
nucleos de estas células. En ningin caso se encontraron células que presentasen mas de un
nucleo (Figura 38F-H), contrariamente a lo observado en el caso de las células de Purkinje
del cerebelo.

Finalmente, hay que sefialar que no se aprecié una distribucion preferencial de estas
células originadas a partir de la médula 6sea por ninguna de las capas celulares del BO. En
esta misma linea, tampoco se encontraron diferencias en su distribucion en las distintas
regiones del BO —dorsal, ventral, medial y lateral-. No podemos concluir este apartado sin
dejar claro que la presencia de todos estos elementos neuronales en el BO fue siempre muy

€scasa.

Poliploidias

Pese a que, como hemos comentado en la Introduccién, no se han publicado evi-
dencias de la existencia de células poliploides en el BO de roedores, la repetida observacion
de células mitrales con grandes nuicleos nos llevé a pensar en la posibilidad de que algunas
de esas células podrian presentar una dotacion cromosémica poliploide. Para salir de dudas,
llevamos a cabo una hibridacion z sitn fluorescente del cromosoma 1 (ver seccion de Mate-
rial y Métodos) del BO de animales silvestres de avanzada edad (P300).

El resultado obtenido fue sorprendente, pues se encontraron células que presenta-
ban mas de dos copias de dicho cromosoma (Figura 39), hecho que ponfa de manifiesto la
existencia de células mitrales del BO con una dotaciéon cromosémica mayor de lo normal,

por primera vez en roedores.
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Figura 39. Imagenes de microscopia de epifluorescencia convencional en disociados de
células mitrales de ratones silvestres de edad avanzada (P300) en los que se llevé a cabo
una hibridacion in situ fluorescente del cromosoma 1 (Cr. 1, puntas de flecha) para com-
probar la posible poliploidia de estas células. En A se muestran tres células, una de pequefio
tamafio (presumiblemente un grano) y dos de un tamafio mayor (células mitrales). Estas células
mitrales presentan 4 puntos verdes, dato que pone de manifiesto su polisomia para este cromo-
soma. En B y C se presentan fotograffas de otras dos células mitrales que también tienen 4 copias
—tetraploides— del cromosoma 1 (puntas de flecha). Barras de escala: 25 um para A, 10 um para B
y C.

Animales mutantes PCD

Al igual que en los resultados relacionados con el cerebelo, el analisis del BO de los
animales mutantes PCD trasplantados con una médula 6sea “sana” (grupo PCD heterotras-
plantado) y la comparacion de estos resultados con los obtenidos de este analisis en los ani-
males del grupo Silvestre homotrasplantado nos permite conocer el efecto de la degeneracion
de las células mitrales del BO —un microambiente degenerativo— en la llegada e integracion
de CMO en ¢l. Ademas, la comparacién del BO de los animales del grupo PCD heterotras-
plantado con el BO de animales mutantes del grupo PCD sin trasplante nos concede una
oportunidad tnica de estudiar el efecto de una médula ésea “sana” en el BO de animales

con degeneracion de las células mitrales.

Tipos celulares originados en un ambiente con neurodegeneracion

En la misma linea de las regiones encefalicas analizadas anteriormente, en el BO de

los animales del grupo PCD heterotrasplantado, el tipo celular mas abundante originado a par-
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tir de la médula 6sea del donante fue la microglia, tanto reactiva como latente. Asi pues, la
gran mayorfa de las células con marcadores propios de la médula 6sea trasplantada expre-
saban Iba 1. Como en el caso de los BO de los animales del grupo Silvestre homotrasplantado,
su presencia fue mayoritaria en la parte mas externa del BO, en contacto con las meninges.
Del mismo modo, no se encontraron diferencias resefiables en cuanto a su localizaciéon y
abundancia (Figura 37E y F) entre los diferentes animales analizados. Al igual que en todos
los casos anteriores, no se encontraron astrocitos producidos a partir de la médula 6sea
trasplantada en el BO de ninguno de los animales mutantes PCD analizados.

Finalmente, y haciendo un paralelismo con los resultados descritos para el grupo
Silvestre homotrasplantado, se estudié la posible formacién de elementos neuronales en el BO
de estos animales a partir de la médula ésea. En algunos de ellos se encontraron células que
expresaban marcadores propios de la médula 6sea trasplantada, y que no colocalizaban con
marcadores gliales en la CGr, CCM y CG. Es importante destacar que, en aquellos animales
en los que se encontraron, su presencia era extraordinariamente escasa, de la misma manera
que en el caso de los animales del grupo Silvestre homotrasplantado. En ninguno de los anima-
les analizados se encontraron células mitrales perfectamente caracterizadas originadas a
partir de la médula 6sea trasplantada. El caso mas parecido es el que se recoge en la Figura
40, que se corresponde con una célula GFP positiva, Reelina positiva, localizada en torno a
la CCM de un animal mutante del grupo PCD heterotrasplantado. Como hemos venido des-
cribiendo en todos los casos anteriores, no se observé una distribucion preferencial de las
escasas neuronas originadas a partir de la médula 6sea por ninguna de las capas del BO.
Asimismo, tampoco se encontraron diferencias ni en su distribuciéon dorsal-ventral ni me-

dio-lateral.

Efecto de una médula dsea “sana’ en el bulbo olfatorio de los mutantes PCD

Ante la ausencia de células mitrales, perfectamente caracterizadas, originadas a par-
tir de la médula 6sea en el BO de los ratones mutantes del grupo PCD heterotrasplantado, nos
propusimos analizar si existfa algin efecto relacionado con la supervivencia de las células
mitrales. As{ pues, como en el caso del cerebelo (ver apartado anterior), nos planteamos
que la médula 6sea “sana”, a pesar de no originar a nuevas células mitrales, podia estar in-
fluyendo en la supervivencia de las células mitrales propias de los animales receptores. Sin
embargo, el analisis del marcaje con Reelina del BO de animales mutantes del grupo PCD

heterotrasplantado y de animales mutantes del grupo PCD sin trasplante revelé que no existian
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diferencias cualitativas en el nimero de células mitrales en funcién de la presencia de una

médula 6sea “sana” en animales de P60, P110 y P150.

i

Reelina

Figura 40. Imagenes de microscopia de epifluorescencia convencional en secciones del
bulbo olfatorio de un ratéon mutante PCD heterotrasplantado con médula 6sea “sana”
procedente de un donante CRE-GFP en las que se muestra un ejemplo de una célula
originada a partir de la médula trasplantada (GFP positiva), localizada en la CCM y que
expresa Reelina, marcador de células de proyeccion, célula mitral o célula empenachada
interna. En A se presenta la tincién nuclear con DAPI de esa region del BO para localizar su
posicion (punta de flecha). En B se muestra el marcaje de esa misma regién con Reelina y se
sefiala la célula de interés (punta de flecha). C es la misma region, pero en este caso se presenta
la sefial producida por la GFP. En D se presenta la mezcla de las 3 sefiales antetiores, donde se
puede observar mejor el origen y fenotipo de la célula marcada. CCM*: capa de células mitrales
de un ratén mutante PCD. CG: capa glomerular. CGr: capa de los granos. CPE: capa plexifor-
me externa. CPI: capa plexiforme interna. Barra de escala: 50 pm.
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Discusiion

En este apartado se realiza un analisis de los resultados presentados en la seccion
anterior, planteando explicaciones sobre sus posibles causas, asi como nuevas hipétesis de
trabajo para futuros estudios. Para facilitar el seguimiento y compresion de esta seccion se

seguird el mismo esquema que en los apartados anteriores.

Las colonias de animales

El establecimiento de las distintas colonias de animales llevado a cabo en nuestro
estudio constituye una base solida para futuras investigaciones en el campo de la terapia
celular en las patologias neurodegenerativas. Estas colonias permiten disponer de animales
donantes y receptores idéneos para poder hacer experimentos de trasplante de médula
6sea, asegurando tres aspectos fundamentales en este tipo de estudios: a) la ausencia de
problemas de consanguinidad, b) la identificacion del destino de las células trasplantadas, y
¢) la capacidad de identificar el mecanismo de plasticidad (transdiferenciacioén o fusiéon celu-
lar) seguido por las CMO en los diferentes tejidos de los animales receptores. Ademas, hay
que tener en cuenta que este establecimiento no es exclusivo de una linea de animales sil-
vestres, sino que también es extensible a un modelo animal de neurodegeneracion, como el

raton mutante PCD.
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Ausencia de problemas de consanguinidad

El principal factor de riesgo al que hay que hacer frente a la hora de realizar un
trasplante de médula 6sea (en cualquier mamifero, incluido el humano) viene dado por un
fenémeno conocido como “enfermedad injerto contra huésped”. Esta respuesta inmu-
nolégica puede ocasionar graves complicaciones en los individuos receptores, y llega a
constituir una seria amenaza para su vida. La “enfermedad injerto contra huésped” se pro-
duce cuando el sistema inmunolégico del donante reacciona contra los tejidos del receptor.
Las principales regiones afectadas son el tracto gastrointestinal, el higado, la piel, los pul-
mones y los 6rganos linfoides (Korngold y Wettstein, 1990). Su incidencia es muy variada
(Baird y Pavletic, 2006) y esta asociada con una morbilidad y mortalidad significativas (Chu
y Gress, 2008). Para intentar disminuir su incidencia es fundamental realizar los trasplantes
entre individuos compatibles. Por lo general, esta compatibilidad va a estar determinada
por su grado de consanguinidad. Asi, en la mayorfa de los experimentos de trasplante de
médula 6sea en ratones encontrados en la bibliografia se emple6 la misma estirpe de ratéon
como donante y como receptor (Priller ez al., 2001; Weimann ez al., 2003a; Dahlke ¢ al,
20006; Magrassi et al., 2007; Johansson ez al., 2008; Nygren et al., 2008; entre otros).

Bien es cierto que, para evitar los posibles problemas derivados de la falta de con-
sanguinidad, en nuestro trabajo, podriamos haber reducido los experimentos al trasplante
de médula 6sea entre animales hermanos —donantes machos y receptores hembras—. Sin
embargo, como ya se ha comentado en apartados anteriores, este tipo de trasplante limita
parcialmente la interpretacion de los resultados, por lo que decidimos establecer las colo-
nias de animales necesarias para poder realizar un analisis mas completo de todo el proceso.
No obstante, el establecimiento de las nuevas colonias llevaba implicito, por un lado, el
inconveniente principal de mantener las condiciones adecuadas para la identificacion gené-
tica de la mutacién pad ”; por otro, el de la obtencién de animales lo suficientemente com-
patibles entre las diferentes colonias como para poder llevar a cabo trasplantes de médula
6sea sin los problemas derivados de la falta de consanguinidad. El primero de estos dos
inconvenientes se solvento realizando los cruces segun lo detallado en la secciéon de Resul-
tados. Los posibles problemas derivados de la utilizacién de tres estirpes de raton diferen-
tes se solucionaron con la realizacién de los sucesivos cruzamientos. Estos cruces entre las
distintas estirpes permitieron la obtenciéon de animales hibridos, con una mezcla genética de
las tres estirpes, que evit6 los problemas de consanguinidad. Esto fue debido fundamen-
talmente a que tanto la colonia PCD-R26R como la colonia CRE-GFP fueron establecidas

inicialmente entre animales de la estitpe C57BL/6] y animales de las estitpes DBA/2] y
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BALB/c, respectivamente. Asi pues, en ambas colonias existia una importante contribu-
ci6én de la estirpe C57BL/6]. Finalmente, para la obtencion de la colonia PCD-(CRE-GFEP)
se realiz6 un cruzamiento entre las colonias PCD y CRE-GFP. Tras sucesivos cruces y ge-
neraciones se acab6 consiguiendo un fondo genético mixto que contribuy6 a la ausencia de
problemas de consanguinidad.

Gracias a esta compatibilidad entre los animales de las tres colonias, se han podido
realizar sin problemas de consanguinidad todos los trasplantes de este estudio. No sélo eso,
sino que, ademas, permite disponer de animales perfectamente compatibles para futuros

experimentos de trasplantes, tanto silvestres como mutantes PCD.

Posibilidad de identificar el mecanismo de plasticidad

El mecanismo de plasticidad llevado a cabo por las CMO en los tejidos de los ani-
males receptores —transdiferenciacion o fusion celular— ha sido un controvertido objeto de
debate durante afios (Kozorovitskiy y Gould, 2003; O’Malley y Scott, 2004). Asi pues, el
poder contar con una herramienta adecuada para su identificacién constituye un factor
determinante a la hora de llevar a cabo un analisis detallado de los diferentes tejidos de los
animales sometidos a un trasplante de médula 6sea.

En nuestro caso, no sélo hemos conseguido disponer de un sistema de identifica-
cion del mecanismo de plasticidad —basado en la utilizacion de receptores R26R y donantes
CRE-GFP, y que ya ha sido empleado anteriormente con éxito (Alvarez-Dolado e al.,
2003; Oh et al., 2003; Jin y Ding, 2006)—, sino que, ademas, hemos sido capaces de incorpo-
ratlo en ratones que presentaban la mutacién pad . Ello permitira realizar un analisis mas
detallado de la llegada de CMO al encéfalo de animales con neurodegeneracion, a la vez
que abre nuevas posibilidades de investigacion con este modelo animal (ver mas adelante).

Finalmente, es importante destacar que la transdiferenciacion y la fusion celular no
tienen por qué ser excluyentes entre si: las dos podrian producirse independientemente
bajo diferentes condiciones o, incluso, podtian funcionar en una sucesiéon de eventos (Alva-
rez-Dolado, 2007). Por ejemplo, una CMO podtia fusionarse con una célula local, repro-
gramando el genoma de la célula residente y confiriéndole la habilidad para transdiferen-
ciarse, como ocutre tras la fusion de cardiomiocitos con células de la médula 6sea  vitro
(Matsuura ef al., 2004).

Si ambos procesos pueden ser compatibles, cabe entonces preguntarse ipor qué
constituye un tema tan polémico en el campo de las células madre adultas? Quiza, una de

las principales causas de esta confusion se ha generado por la variedad de condiciones ex-
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perimentales tan amplia en las que se han descrito estos procesos y, sobre todo, por el
hecho de que el tipo celular empleado en los trasplantes ha variado mucho segun los dife-
rentes grupos experimentales (Kozorovitskiy y Gould, 2003; O’Malley y Scott, 2004; Alva-
rez-Dolado, 2007). Esta variabilidad hace dificil comparar los resultados de distintos grupos
y llegar a una conclusiéon general definitiva. Es por ello por lo que ni la transdiferenciacion
ni la fusién celular pueden ser descartadas como mecanismos de plasticidad de las células
madre. Nuestros resultados aportan evidencias en regiones encefalicas y tipos celulares
diferentes: fusion en las células de Purkinje del cerebelo y transdiferenciaciéon en los granos
del BO. Independientemente del mecanismo implicado, lo que si esta claro es que una me-
jor comprension de la plasticidad de las células madre adultas contribuira a favorecer el

desarrollo posterior de estrategias terapéuticas apropiadas basadas en su utilizacion.

Nuevas posibilidades de futuro

El disponer de las nuevas colonias de animales establecidas abre numerosas
posibilidades futuras de investigacién. Por una parte, dentro de la linea de trasplantes de
médula 6sea como terapia regenerativa, ademas de profundizar en el andlisis de la llegada
de las CMO “sanas” al encéfalo de animales silvestres y mutantes PCD aqui iniciado,
permitird llevar a cabo nuevos tipos de trasplantes basados en la utilizacién de donantes
CRE-GFP portadores de la mutacion ped . Este tipo de donantes (ped/ped - ere/ cre - gfp/ +)
pueden ser empleados para trasplantar CMO a animales de la colonia PCD-R26R, tanto
mutantes (bomotrasplante) como silvestres (beterotrasplante). En el primer caso —donante PCD
y receptor PCD—, la presencia de una médula 6sea CRE-GFP portadora de la mutacion ped
7 en un animal mutante (ped/ ped-lac/ lac) propotciona una oportunidad unica de estudiar el
proceso de llegada de CMO al encéfalo, propio de los animales mutantes PCD. Asimismo,
la comparacion de los resultados obtenidos de animales mutantes PCD homotrasplantados y
animales mutantes PCD trasplantados con médula 6sea “sana” permitira analizar con
mayor precision el efecto de una médula Osea “sana” en un individuo con
neurodegeneracion, y proporcionara, ademas, un control del efecto de la radiaciéon sobre el
proceso. En el segundo caso, con el trasplante de médula 6sea CRE-GFP portadora de la
mutacion ped "’ en animales silvestres se podrin analizar las CMO portadoras de la
mutacién ped  fuera de un ambiente degenerativo. Esto permitird conocer su capacidad de
migracion, diferenciacion e incorporaciéon en un sistema nervioso “sano”. Asimismo, nos
ayudara a discernir si la ausencia de células de Purkinje fusionadas en el cerebelo de los

animales mutantes PCD —aqui descrita— es debida a un problema intrinseco a las CMO o,
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por el contrario, como parece mas esperable, es consecuencia de alguna alteracién propia
de sus células de Purkinje. En este segundo supuesto, en el que las CMO portadoras de la
mutacién ped ” serfan capaces de fusionarse con células de Purkinje “sanas”, resultaria muy
interesante poder analizar el comportamiento y supervivencia de esas nuevas células
fusionadas.

En esta misma linea de los trasplantes de médula 6sea, también se podran llevar a
cabo experimentos similares a los aqui descritos; pero, en lugar de utilizando animales mu-
tantes PCD (ped/ped) como receptores, empleando animales heterozigotos para esta muta-
cién (+/ped). En estos animales (+/ped) se ha descrito que las células de Purkinje degeneran
de forma progresiva con la edad (Doulazmi e7 al., 2002). Asi pues, nos encontrarfamos ante
una degeneracion de las células de Purkinje en edades mucho mas avanzadas que en el caso
de los homozigotos recesivos (ped/ped), lo que permititia analizar el efecto de la degenera-
cion en la llegada de las CMO al encéfalo con la absoluta certeza de que, en el momento del
trasplante, ain no ha comenzado el proceso degenerativo. De un modo similar a lo descrito
anteriormente, se podrian realizar experimentos utilizando animales heterozigotos (+/ped)
como donantes para ver si existe alguna diferencia en sus CMO con respecto a los animales
silvestres (+/+).

Por otra parte, disponer de estas colonias de animales permitira aportar nuevos da-
tos al estudio de la llegada de nuevas células al BO a través de la corriente migratoria rostral
(CMR) en el raton mutante PCD. En este sentido, un estudio previo llevado a cabo en
nuestro laboratorio (Valero ez al., 2007) demostré que la pérdida de las células mitrales in-
ducfa cambios en la migracion radial de las células de la CMR y en su supervivencia en el
BO. Con las nuevas colonias ahora establecidas se podra conocer, ademas, si existe algin
tipo de alteracion en las células de la CMR de los animales mutantes PCD que las esté lle-
vando a comportarse de aquella manera. Para ello, se podtia llevar a cabo un trasplante de
estas células de animales mutantes PCD —identificables en los receptores— en animales sil-
vestres, que nos permitiese conocer su comportamiento fuera de un ambiente degenerativo.
Del mismo modo, se completaria el estudio realizando el trasplante inverso (células de
animales silvestres en animales mutantes PCD), lo que permitirfa conocer si células “sanas”
de la CMR se comportan de un modo diferente en su llegada a un BO en diferentes etapas
del proceso degenerativo de las células mitrales.

Como hemos puesto de manifiesto con los ejemplos anteriores, son muchas y va-
riadas las posibilidades de futuro que se abren gracias al establecimiento de estas nuevas

colonias de animales. No sdlo a través de su identificacion tras un trasplante, que, en defini-
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tiva, podria realizarse de otras maneras mas problematicas o tediosas (como, por ejemplo,
con la utilizaciéon de lentivirus), sino también a través del sistema que nos permite diferen-
ciar los fenémenos de transdiferenciacion de los de fusién celular. Por ejemplo, nos permi-
tirfa discernir si se estan produciendo eventos de fusién celular entre células de la CMR y
células del BO. Todos estos experimentos, y muchos otros, podran tener respuesta a través

de la utilizacién de nuestros nuevos modelos experimentales.

Ablacion de Ia médula osea mediante
irradiacion

Como hemos comentado en apartados anteriores, para la realizacién de experimen-
tos de trasplante de médula 6sea es necesario eliminar la médula dsea propia del animal
receptor. Este proceso de ablacion de la médula 6sea puede llevarse a cabo mediante trata-
miento con sustancias quimicas —como el Busulfan (Locatelli er al, 1994), el Treosulfan
(Scheulen et al, 2000) o la Fludarabina (Casper et al., 2004)— o mediante irradiaciéon. En
nuestro caso, al igual que en la mayoria de los trabajos previos (Brazelton ez a/., 2000; Priller
et al., 2001; Alvarez-Dolado ef al, 2003; Weimann e al., 20032 y b; Dahlke ¢7 al., 2006; Ma-
grassi et al., 2007; entre otros), se realizé6 mediante irradiacion de todo el cuerpo del animal.
La elecciéon de este tipo de tratamiento se debid a su sencillez, repetibilidad y a que presen-
taba un mayor nimero de precedentes y que, por tanto, iba a permitir realizar una compa-

raciéon mas adecuada de nuestros resultados con los trabajos ya publicados.

Establecimiento de la dosis letal minima

La dosis de radiacién utilizada en los trabajos previos variaba de unos a otros, desde
los 6,5 Gy (Dahlke ez al., 2006) hasta los 9 Gy (Magrassi ez al., 2007; Nygren ez al., 2008), e
incluso 2 dosis de 5,5 Gy separadas 3 horas entre si (Priller e7 @/, 2001). El resto de los tra-
bajos consultados presentaron valores comprendidos dentro del rango anterior. Ante estas
discrepancias nos planteamos la necesidad de establecer una dosis de radiacién adecuada
para las caracteristicas especiales de nuestros animales —dosis letal minima—, y que nos
permitiese limitar los dafios colaterales producidos por la radiacion (Monje ez al., 2002;
Monje y Palmer, 2003), al margen de la eliminacién de la médula ésea. Ademas, no debia-

mos pasar por alto que en nuestros experimentos se iban a emplear animales muy jévenes
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(P19 el dia de la irradiacién) y, en ocasiones, portadores de la mutaciéon ped ", lo que les da
una fragilidad afiadida.

En el caso de la bomba de “Co no se llevé a cabo un analisis tan amplio como el
realizado para la fuente de *'Cs, ya que las pruebas realizadas por el Dr. Sanchez-Abarca en
torno a la dosis empleada fueron suficientes para corroborar su idoneidad (datos no mos-
trados), y nos evitaron el sacrificio de un mayor numero de animales con este fin. Por el
contrario, el establecimiento de la “dosis letal minima” en la fuente de "’Cs requirié una
serie de pruebas previas. Como resultado de las mismas, pudimos comprobar cémo existia
una relacion directa entre la dosis de radiacion y el tiempo de supervivencia de los animales,
en ausencia de trasplante. A mayor dosis de radiacion, el tiempo de supervivencia era me-
nor. En cuanto a la dosis seleccionada como “dosis letal minima”, para esta segunda fuente,
fue también de 7,5 Gy, similar a la utilizada previamente con la de “’Co. Conviene destacar
aqui que el motivo principal de no haber probado también una dosis de 7 Gy (intermedia
entre 6,5 Gy —insuficiente— y 7,5 Gy) vino determinado por poder incluir en nuestro estu-
dio a todos los animales trasplantados anteriormente con la fuente de “’Co, y el evitar tener
que plantearnos si podifan existir diferencias en los resultados obtenidos en funcién de la
dosis con la que se habia irradiado. Ademas, hay que tener en cuenta que estabamos bus-
cando una dosis letal —7,5 Gy lo era— que nos asegurase una sustituciéon completa de la mé-

dula del receptor por la del donante.

Influencia de la radiacion en el proceso de llegada de
células de 1la médula 6sea al encéfalo

La irradiacion del cuerpo entero del animal ha sido, y es, el método mas utilizado
para llevar a cabo la ablacién de la médula 6sea en experimentos de trasplante. Sin
embargo, esta irradiaciéon conlleva una serie de efectos secundarios: aumento de la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (Shan ez al., 2007), estrés oxidativo (Manda e# al.,
2007), inflamaciéon encefalica transitoria (Johansson ef al, 2008), extravase de células
sanguineas (Yuan e7 al, 2000), procesos inflamatorios locales (Chiang ez a/, 1993) y rotura
temporal de la barrera hematoencefalica (Pachter e al., 2003). Estos fenémenos tienen que
ser considerados a la hora de interpretar los resultados obtenidos en este tipo de estudios.
Recientemente se han publicado dos estudios que han puesto de manifiesto que la
irradiacion, aunque no es un requisito indispensable para la formacién de células de
Purkinje a partir de las CMO (Johansson ¢z al., 2008), contribuye a que este proceso se lleve

a cabo con una frecuencia mucho mayor que en ausencia de ésta (Johansson e al, 2008;
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Nygren e al., 2008). El efecto que la irradiacion tiene en este proceso es a través de sus
multiples efectos secundarios detallados anteriormente, los mas significativos son la
inflamacion y la infiltraciéon de células sanguineas en los tejidos (Nygren ef al., 2008).

A raiz de estas publicaciones, cabe plantearnos la importancia que, en nuestros re-
sultados experimentales, puede llegar a tener la irradiacion a la que se sometieron nuestros
animales. En nuestro estudio, hemos dividido en dos partes la discusiéon de este posible
efecto potenciador de la radiacién, en funcién del tipo de resultados analizados en cada
caso. La primera de ellas hace referencia al efecto del ambiente degenerativo en la llegada
de las CMO al encéfalo; la segunda, al efecto de una médula 6sea “sana” en los ratones
mutantes PCD (ambos resultados seran discutidos en detalle en sus correspondientes apar-
tados posteriores). En el primer caso, puesto que el analisis se realizé comparando la llega-
da de las CMO al encéfalo de animales trasplantados silvestres y mutantes, el posible efecto
de la radiacion fue similar en ambos grupos experimentales. Sin embargo, en el segundo
caso, puesto que el analisis se llevé a cabo entre animales mutantes PCD con trasplante y
sin €l, el proceso de radiacién podria estar teniendo un efecto en el grupo de animales tras-
plantados que habria que considerar a la hora de interpretar los resultados obtenidos (ver
mas adelante). Una forma sencilla de poder descartar este efecto de la radiacion serfa com-
parando entre s{ dos grupos de animales PCD trasplantados (heterotrasplantados y homotras-
Pplantades), de manera que ambos grupos estuviesen sometidos al mismo proceso experi-
mental. El homotrasplante de animales PCD es ahora posible, como hemos comentado en
el apartado anterior, gracias al establecimiento de la nueva colonia de animales PCD-(CRE-
GFP). Por otro lado, aunque se consiga obtener dos grupos de animales que permitan des-
cartar el efecto de la radiacién, no debemos pasarlo por alto de cara a nuevos experimentos
de este tipo. Por ello, debemos plantearnos también la posible eliminaciéon de la médula
6sea mediante sustancias quimicas, cuyo efecto favorecedor del proceso de llegada de
CMO al encéfalo ha quedado descartado (Magrassi ef al., 2007). Ademas, se ha demostrado
también, tanto 7z vivo (Bellinzona e al., 1996) como in vitro (Gobbel et al., 1998), que la ex-
posicion de las neuronas a la radiacién puede inducir apoptosis. Este hecho cobra especial
relevancia en el caso de las células de Purkinje de los ratones mutantes PCD, ya que en el
momento de la radiacion (P19) se encuentran en pleno proceso degenerativo (Landis y
Mullen, 1978), con lo que se podria estar contribuyendo a su neurodegeneracion, que, ade-
mas, se sabe que tiene lugar por procesos apoptoéticos (Kyuhou ez a/., 2000).

Finalmente, hay que resefiar el importante papel del proceso inflamatorio promo-

viendo los eventos de fusion de las CMO con células de Purkinje. A este respecto, se han
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llegado a observar hasta un maximo de 2.364 células fusionadas en el cerebelo de un unico
animal (Johansson ez al., 2008) con encefalitis autoinmune experimental (EAE; modelo
animal de la esclerosis multiple humana; Kornek e a/., 2000). Es por ello por lo que cabe
plantearnos la posibilidad de promover el proceso inflamatorio en nuestros animales expe-
rimentales para conocer si existe una mayor llegada de CMO al encéfalo de los animales
mutantes PCD con inflamacion y, lo que es mas importante, si se consigue disminuir, o tal

vez ralentizar, el proceso degenerativo.

Seleccion de los animales donantes

La seleccion del animal utilizado como donante es un punto clave en este proceso
experimental, porque tanto las técnicas para el procesamiento del tejido de los animales
receptores como las posibilidades posteriores de visualizacion de las células del donante
van a estar determinadas por ello. En nuestro estudio, hemos utilizado dos tipos distintos
de donantes, donantes CRE-GFP y donantes machos. A continuacién, planteamos las ven-

tajas e inconvenientes de cada uno de ellos.

Donantes CRE-GFP

Las principales ventajas de la utilizacién de estos donantes son:
1. TFacilidad para visualizar las células del donante en el receptor:
e en sangre periférica.
e en tejidos sélidos.
2. Alta resoluciéon morfoldgica.
3. Posibilidad de identificar los eventos de fusién cuando el receptor es un
animal R26R.

El primero de estos puntos es muy importante, ya que, por un lado, permite realizar
una aproximacion al grado de incorporacion de la médula 6sea trasplantada —mediante ci-
tometria de flujo— y, por otro, conlleva un procesado del tejido de forma rapida y sencilla,
disminuyendo los tiempos de experimentaciéon. Ademas, como ha quedado patente en
nuestros resultados (Figura 34), proporciona gran informacion morfoldgica, llegando inclu-
so a permitir conocer el grado de integracion de las células del donante en los tejidos del

receptor. Finalmente, el tercero de los puntos resulta clave cuando lo que se quiere identifi-
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car es el mecanismo de plasticidad seguido por las CMO en el encéfalo, aunque esta deter-
minado por la necesidad de un animal receptor R26R.

Los mayores inconvenientes de la utilizaciéon de estos donantes vienen determina-
dos por:

1. La posible aparicién de problemas de consanguinidad.
2. El porcentaje de células GFP positivas de los donantes.
3. La presencia de falsos negativos (Mezey e# al., 2003).

El primero de estos inconvenientes no constituyé un problema en nuestro estudio
(discutido en apartados anteriores); sin embargo, hemos creido conveniente mencionatlo ya
que se trata de una complicacion que puede aparecer si no se utilizan animales compatibles.
El segundo de los inconvenientes surgi6 al utilizar como control positivo para los experi-
mentos de citometria de flujo animales fluorescentes de la colonia CRE-GFP, y darnos
cuenta de que no todas sus células eran GFP positivas. Como hemos descrito en los resul-
tados, el valor medio del porcentaje de células GFP positivas de los animales donantes fue
de 80,7 £ 2,5% (ESM). Este hecho conlleva la existencia de un 20% de las células del do-
nante que es posible identificar, lo que constituye un problema grave cuando se trata de
realizar un andlisis de la llegada de las CMO a los diferentes tejidos de un animal receptor.
Este inconveniente estd directamente relacionado con el problema de los falsos negativos
—tercer punto— puesto de manifiesto por Mezey y colaboradores en 2003. En su estudio,
llevaron a cabo trasplantes de médula 6sea de animales donantes GFP machos en recepto-
res hembras, y descubrieron que no todas las células con cromosoma Y eran GFP positi-
vas; luego, habfa células del donante que no estaban siendo identificadas como tal: falsos
negativos (Mezey e/ al., 2003). Este hecho fue analizado en profundidad por Mothe y cola-
boradores (2005), quienes sugirieron la posibilidad de un silenciamiento parcial del transgen
de la GFP. Este silenciamiento podtia ocurrir por cambios en el ADN (como, por ejemplo,
metilaciones) o por alteraciones a nivel transcripcional o traduccional (Toth e# a/., 2007). No
obstante, todavia no se conoce con certeza el mecanismo que esta detras de esta disminu-
cion de la expresion de GFP en los animales transgénicos. Asi pues, la utilizacion de anima-
les donantes GFP esta inevitablemente condicionada por este fenémeno, con los conse-
cuentes problemas a la hora de intentar visualizar la totalidad de las células de un animal
donante en los tejidos de un animal receptor. Finalmente, no podemos olvidar que el mis-
mo fenémeno de silenciamiento génico que puede ocurrir en el gen de la GFP podria estar
ocurriendo también en el gen de la recombinasa Cre, aunque no se haya descrito hasta el

momento.
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Donantes machos

Las principales ventajas de la utilizacién de animales machos como donantes son:
1. La ausencia de problemas de consanguinidad.
2. Todas las células del donante presentan el marcador (cromosoma Y) con la
minima posibilidad de aparicién de falsos negativos.
3. Alta especificidad de la técnica de hibridacién i sita.

La primera de estas ventajas viene determinada por la posibilidad de realizar tras-
plantes entre individuos hermanos. En cuanto a la segunda, es bastante evidente, ya que
todas las células somaticas de los animales machos presentan el cromosoma Y, a diferencia
de lo que ocurria en el caso de los donantes GFP. En cuanto a los falsos negativos, hemos
querido ser cautos y no hemos planteado la ausencia total de falsos negativos, pues no po-
demos olvidar que siempre cabe la posibilidad de tener en una seccion la parte de una célu-
la seccionada que no contenga el cromosoma Y. No obstante, este problema tiene una in-
cidencia bastante menor que en el caso del silenciamiento de un #ransgen, que, ademas, siem-
pre puede ser subsanado con el revelado de la secciéon consecutiva. Finalmente, hay que
destacar la elevada especificidad que proporciona la técnica de la hibridacion z situ a la hora
de poder identificar una secuencia (Pardue y Gall, 1969).

Los mayores inconvenientes de la utilizaciéon de donantes machos en estudios de
trasplantes son los siguientes:

1. Limitaciéon del estudio, fundamentalmente, a la utilizacién de receptores
hembras.

2. Visualizacién lenta y laboriosa de las células del donante en el receptor.

3. Minima resolucién de la morfologia celular.

4. Dificultad para realizar estudios de citometria de flujo.

5. Imposibilidad de identificar los eventos de fusion, en el caso de producirse.

El primero de estos problemas constituye una limitacién importante por varios mo-
tivos: por un lado, reduce a la mitad el nimero de animales, producidos en una colonia, que
se pueden utilizar. Es verdad que podrian emplearse también receptores machos, pero la
dificultad para identificar dos cromosomas Y dentro de un mismo nucleo es muy alta. Por
otro lado, siempre cabria la duda de que alguna de esas células, con una informacién gené-
tica de un individuo macho, pudiese llegar a producir algun efecto en las hembras recepto-
ras, como consecuencia de la sintesis de alguna proteina especifica de machos (por ejemplo,
a nivel hormonal). Asi pues, serfa conveniente realizar estudios que contemplasen esta po-

sibilidad para poder tener mas informacion sobre su efecto general en el receptor. El se-
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gundo de los inconvenientes esta relacionado con el procesamiento del tejido, por lo que
no deberfa ser un problema cuando los resultados que se puedan obtener sean importantes,
aunque conlleven un lento y laborioso proceso experimental. En cuanto al tercero de los
puntos, la tnica informacién morfologica que se puede obtener en este caso esta relaciona-
da con el tamano del nucleo en el que se observe el cromosoma Y. No obstante, esta in-
formacién, aunque sea escasa, puede resultar muy util, como en el caso presentado en nues-
tro estudio en la Figura 38 (D y E). Un inconveniente bastante grave es el presentado en
cuarto lugar. La imposibilidad de realizar estudios de citometria de flujo hace que no se
pueda realizar una aproximacion a la efectividad del proceso de trasplante y, lo que es peot,
que no se tenga un conocimiento del mismo hasta que no se haya procesado el tejido. Fi-
nalmente, la utilizacién de donantes machos impide identificar, si se estuviesen producien-
do, los eventos de fusion. Bien es cierto que cabria la posibilidad de realizar conjuntamente
la identificacion de los cromosomas X e Y y, por tanto, de conocer su numero. No obstan-
te, nunca se podria afirmar rotundamente el mecanismo que ha llevado a la formaciéon de
esa célula.

Como se puede observar, las ventajas de uno de los tipos de donantes casi coinci-
den con los problemas del otro, y viceversa. Es por ello por lo que nosotros planteamos la
utilizacion de un animal donante macho CRE-GFP, que permita aglutinar las ventajas y
disminuir los inconvenientes de cada uno de ellos por separado. Este particular donante
estarfa caracterizado mayoritariamente por:

1. Facilidad para visualizar las células del donante en el receptor.

2. Posible realizacién de estudios de citometria de flujo.

3. Alta resoluciéon morfoldgica.

4. Posibilidad de identificar los eventos de fusion en receptores R26R.

5. Eliminaciéon de los falsos negativos si se realiza la hibridacion 7 sitw del
cromosoma Y.

6. Alta especificidad para la identificacién del marcador, en el caso del cromo-
soma Y.

7. Presencia del cromosoma Y en todas las células del donante, aunque no to-
das ellas serfan GFP positivas.

8. Probabilidad de aparicién de problemas de consanguinidad, solventados al
utilizar nuestras colonias.

9. Visualizacion lenta y laboriosa de las células del donante en el receptor, si lo

que se quiere identificar es el cromosoma Y.
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Incorporacion de las células del donante en

el hospedador

Una de las primeras preguntas que nos hicimos al planificar nuestros experimentos
fue la de elegir el tipo de trasplante mas adecuado para nuestro estudio. Por un lado, era
posible realizar los trasplantes por via intraperitoneal y, por otro, por via intravenosa. Ini-
cialmente, dado el pequefio tamafio de nuestros animales receptores —de tan s6lo 20 dias de
vida, y mas pequefios aun si eran mutantes PCD— vy la dificultad de inyectar con éxito en
venas de pequefio calibre, el trasplante intraperitoneal se planteaba como la opciéon mas
atractiva. Sin embargo, nos parecia evidente que debian existir diferencias en cuanto a su
efectividad, determinadas principalmente porque, con el trasplante intravenoso, las células
trasplantadas se incorporan directamente al torrente sanguineo, mientras que, con el tras-
plante intraperitoneal, no: con la consiguiente pérdida de células trasplantadas capaces de
llegar al encéfalo. No obstante, puesto que los dos tipos ya habian sido empleados con éxi-
to en estudios previos de trasplante de médula 6sea (Brazelton ez al, 2000; Mezey et al.,
2000; Alvarez-Dolado ¢ al., 2003; Weimann e# al, 2003a; entre otros), no debfamos poner
en duda la efectividad de ambos procedimientos. Nuestra intencién fue la de analizar deta-
lladamente este proceso de incorporacion, en funcién del tipo de trasplante, para conocer si
habia diferencias que pudiesen afectar a la interpretacion de los resultados. Este analisis nos
llevo a elegir la via intravenosa por dos motivos principales: por un lado, porque es el tipo
de trasplante con el que se consiguen mayores porcentajes de incorporacion de las células
trasplantadas en los animales receptores. Por otro lado, porque, con el trasplante intraveno-
so, la incorporacién es mucho mas rapida que con el intraperitoneal, un motivo no tan evi-
dente como el anterior, pero si muy importante por las caracteristicas propias de nuestro
modelo experimental. Como hemos comprobado, a las 4 semanas, el porcentaje de células
GFP positivas es casi similar al del donante, dato que concuerda con lo publicado en la
bibliografia (Hayakawa e# a/, 2003). Este hecho es significativo si tenemos en cuenta que,
en el momento del trasplante, ya ha comenzado el proceso degenerativo en el cerebelo
(Mullen e# al., 1976), asi como si consideramos los tiempos en los que se va a desarrollar la
muerte neuronal en otras regiones encefalicas (Mullen y LaVail, 1975; Blanks ez al., 1982;
Greer y Shepherd, 1982; LaVail ¢/ 4/, 1982; O’Gorman y Sidman, 1985; O’Gorman, 1985;
Baker y Greer, 1990; Bartolomei y Greer, 1998).
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El hecho de que no se observasen diferencias en cuanto al porcentaje de células in-
corporadas tras el trasplante intravenoso en funcion del tipo de receptor —silvestres (+/+)
o mutantes PCD (pcd/ ped)—, no sélo nos sirvié patra saber que los resultados obtenidos eran
comparables entre los dos grupos experimentales, sino también para poner de manifiesto
que la capacidad de los animales mutantes PCD para incorporar una médula 6sea no se
encuentra afectada por la mutacion ped .

Finalmente, cabe plantearnos la importancia que puede llegar a tener en nuestro es-
tudio tanto el nimero de células trasplantadas como el tipo de éstas. En cuanto al nimero
de células trasplantadas en nuestro estudio (7,5x10° por animal), es mas que suficiente si
tenemos en cuenta los resultados obtenidos en los trabajos previos y el numero de células
que fueron inyectadas en ellos. Por lo general, las cantidades variaron entre los 5x10° célu-
las por animal (Priller e @/, 2001; Nygten e al., 2008) y los 8x10°células por animal (Wei-
mann et al., 2003a), con multiples variaciones intermedias. No obstante, es importante des-
tacar que en el estudio llevado cabo por Johansson y colaboradores (2008), que ya ha sido
mencionado anteriormente, se llegaron a observar en un unico animal 2.364 células de Pur-
kinje fusionadas con CMO, y se habfan trasplantado 5x10° células. Este trabajo pone de
manifiesto que 5x10° células son sobradamente suficientes para este tipo de estudios. Ade-
mas, también se han publicado estudios en los que se demuestra cémo con una unica célula
madre hematopoyética se regenera todo el sistema hematopoyético de animales irradiados
(Smith ez al, 1991), y se observan células de Purkinje fusionadas con CMO (Johansson e#
al., 2008). Por ultimo, para evitar la posible influencia del tipo celular trasplantado en nues-
tro estudio, no llevamos a cabo ningun fraccionamiento de la médula 6sea trasplantada y,
por tanto, utilizamos sin purificacién subsiguiente todas las células nucleadas que la com-
ponian. Al comienzo de nuestro estudio se desconocia el tipo celular implicado en el proce-
so de llegada de células de la médula 6sea al encéfalo, por lo que creimos conveniente el
trasplante de médula 6sea en su totalidad. Es importante resefiar que, recientemente, se ha
publicado que el tipo celular implicado en los procesos de fusién celular con células de
Purkinje forma parte de la poblacion de CMH (Johansson ez a/., 2008), y que puede llevarse

a cabo tanto por células de linaje mieloide como linfoide (Nygren ez a/., 2008).

Pruebas fisiologicas y de comportamiento

Las pruebas fisiologicas y de comportamiento se llevaron a cabo con el objetivo de

analizar el efecto funcional del trasplante de una médula 6sea “sana” en los ratones mutan-
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tes PCD. Inicialmente, a la vista de los resultados obtenidos de este tipo de pruebas, se po-
dria decir que existe una mejoria de los animales PCD cuando han sido sometidos a un
trasplante de médula 6sea “sana”. No obstante, analizaremos por separado los datos obte-
nidos de cada una de estas pruebas para tener un mejor conocimiento de su alcance e im-
plicaciones.

El analisis estadistico de los datos de cada una de las pruebas se realizé a partir de
los valores medios (X ESM) obtenidos de cada grupo experimental (Silvestre, PCD tras-
plantado, PCD sin trasplante). No se consideraron para el analisis estadistico las posibles
diferencias existentes a lo largo de las diferentes pruebas, ya que no era el objetivo principal
del estudio. La discusion sobre esta mejoria en el comportamiento de los animales PCD
trasplantados con médula 6sea “sana” la llevaremos a cabo posteriormente, una vez discu-

tidos los datos sobre la llegada de CMO al cerebelo de los animales mutantes PCD.

Campo abierto

Comenzaremos el analisis de los 5 parametros considerados con el wimero de defeca-
ciones. Este parametro es comunmente utilizado como medida de la reactividad emocional y
del estrés al que se encuentran sometidos los animales durante la realizaciéon de la prueba
(Takahashi ez a/., 20006). En nuestro estudio no se observaron diferencias significativas entre
los diferentes grupos experimentales. Este hecho resulta muy importante, pues nos asegura
que todos los animales estuvieron sometidos a un nivel similar de estrés durante la realiza-
cion de las diferentes pruebas, y descarta su posible influencia sobre el resto de las varia-
bles. Ademas, también sugiere la ausencia de efectos de la mutacién ped” sobre la motilidad
intestinal y sobre el sistema nervioso periférico.

Del resto de los parametros, los dos mas importantes en relacion con la capacidad
motora de los animales fueron los “cruces completos” y los “medios cruces”. 1.os “cruces completos”
son consecuencia de un desplazamiento normal, estable, continuo y en una misma direc-
cion del animal. Por el contrario, los “medios cruces” se producen cuando el desplazamiento
del animal es inestable, con paradas y cambios de direccion frecuentes. Asi pues, los anima-
les con una capacidad de movimiento normal obtendran altos valores en los “cruces comple-
tos” y bajos en los “wmedios cruces”, segin se observa en nuestro grupo de animales silvestres.
Como era de esperar, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ambos
parametros en comparacion con el grupo de animales mutantes PCD sin trasplante. En
cuanto a los resultados obtenidos del grupo de animales PCD trasplantados con médula

6sea “sana”, en el caso de los “cruces completos”, presentaron resultados muy similares a los
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del grupo Silvestre, con valores mas parecidos a los de un animal de este grupo que a los de
un animal PCD sin trasplante. Por el contrario, en estos ultimos, ademas de presentar un
niamero mucho menor de “cruces completos”, la ataxia empeoraba con el tiempo, lo que se
relaciona facilmente con el desarrollo progresivo de la degeneracion.

El nimero de “wedios cruces” (bastante bajo en el caso de los animales silvestres en
todas las pruebas) fue significativamente superior en los dos grupos de PCD, y era siempre
mayor en los que no recibieron el trasplante de médula 6sea. No resulta facil encontrar una
explicacion al descenso del nimero de “wedios cruces” en estos dos grupos, aunque resulta
evidente —dado el estado en el que se encontraban los animales PCD sin trasplante— que no
era consecuencia de una mejoria en su comportamiento. As{ pues, es muy probable que ese
descenso fuese consecuencia de una movilidad general menor, provocada por distintos
grados de ataxia. En general, segin estos resultados, podriamos inferir que el trasplante de
una médula ésea “sana” en los animales mutantes PCD tiene un efecto positivo sobre su
capacidad motora. No obstante, a la vista de los resultados histolégicos posteriores, cabe
preguntarse de qué manera se puede estar produciendo (discutido en apartados posterio-
res).

Finalmente, las otras dos variables consideradas (Zmpiezas y alzadas) son dificiles de
delimitar como exclusivas de un tipo de comportamiento concreto (exploratotio y/o emo-
cional) y van a estar, ademas, relacionadas con la diferente capacidad motora de los anima-
les. Es decir, el hecho de que un animal se limpie o se alce en un mayor numero de ocasio-
nes no va a estar solo relacionado con su comportamiento exploratorio o emocional, sino
que va a depender también de que fisicamente sea capaz de alzarse sobre sus dos patas y de
mantenerse en esa posicion durante algunos segundos. De ahi que la interpretacion de es-
tos datos en los dos grupos de animales PCD sea mas complicada, ya que muy probable-
mente se encuentre influenciada por la mutacién y el déficit motor subsiguiente. Si tenemos
en cuenta que no se encontraron cambios en el nimero de defecaciones, es muy posible
que las diferencias observadas no sean una consecuencia de la reactividad emocional, sino
mas bien de su capacidad motora. Independientemente del motivo de las diferencias obser-
vadas en estos dos parametros, lo que si es evidente es que el comportamiento de los ani-
males mutantes PCD que fueron trasplantados con una médula 6sea “sana” es diferente al
del grupo de animales PCD sin trasplante. Esto esta poniendo de manifiesto, al igual que
los resultados relacionados con la capacidad motora, una recuperaciéon funcional parcial

relacionada con el trasplante de una médula 6sea “sana”.
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Velocidad media de desplazamiento

Esta prueba es, quizas, la que permite tener un conocimiento de la capacidad moto-
ra de los animales de forma mas sencilla y fiable, porque posibilita observar puntualmente
su habilidad motora, sin estar influenciada por el cansancio, ya que no solfan tardar nunca
mas de un minuto en realizar la prueba completa. Como era esperable, los animales que
presentaron una mayor velocidad de desplazamiento fueron los animales silvestres y los
que tuvieron una menor velocidad, los mutantes PCD sin trasplante. En un punto interme-
dio entre los dos grupos anteriores, encontramos al grupo de animales PCD con trasplante.
Curiosamente, no se observaron grandes diferencias en los resultados de cada grupo a lo
largo de las diferentes pruebas, hecho que no concuerda con los resultados obtenidos de la
prueba de campo abierto y de los resultados de “cruces completos” y de los “medios cruces”. Una
posible explicacion podrian proporcionarla la diferencia en la duracién de cada una de las
dos pruebas —5 minutos para la de campo abierto; y de 30 segundos a 1 minuto en la de la
velocidad— y la menor resistencia de los animales mutantes, que se cansarfan mucho antes

con la degeneracion.

Llegada de las células de Ia médula osea al

encéfalo de los animales receptores

Dividiremos el analisis de la llegada de las CMO al encéfalo de los animales recep-
tores en dos secciones principales que englobaran la formacién de elementos gliales (mi-
croglia y astroglia) y la formacién de elementos neuronales, respectivamente. El analisis de
los primeros lo haremos de forma conjunta en los dos grupos de animales trasplantados
(silvestres homotrasplantados y mutantes PCD heterotrasplantados) y en las dos regiones encefa-
licas de interés (cerebelo y BO), ya que los resultados obtenidos fueron similares en todos
estos casos. En cuanto a la formacién de elementos neuronales, discutiremos por separado
los resultados obtenidos en cada una de las dos regiones de interés, infiriendo el posible
efecto, tanto del ambiente degenerativo en la llegada de CMO a estas regiones como de una

médula 6sea “sana’” en el cerebelo y BO de los animales mutantes PCD.
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Formacion de elementos gliales a partir de la médula
Osea trasplantada

Microglia

En todos los casos, el tipo celular mayoritario formado a partir de la médula 6sea
trasplantada fue la microglia. Este hecho concuerda con los trabajos previos que han de-
mostrado cémo gran parte de la microglia del cerebro adulto se forma a partir de la médula
osea (BEglitis y Mezey, 1997; Priller ez al., 2001; Wagers et al., 2002; Corti et al., 2002; Biffi ez
al., 2004; Hess ¢t al., 2004; Simard y Rivest, 2004; Simard e# al., 2006; Ajami ez al., 2007; Ro-
driguez ¢t al., 2007; entre otros). El hecho de no observarse diferencias cualitativas en cuan-
to a su abundancia y distribucién entre los dos grupos experimentales puede estar determi-
nado principalmente por dos razones. Por un lado, los porcentajes de incorporaciéon de
células del donante en los receptores fueron muy similares en todos los casos analizados.
Asi pues, la probabilidad de formacién de nuevas células de microglia a partir de células de
la médula 6sea trasplantada fue semejante en todos los casos. Ademas, puesto que los ani-
males donantes fueron siempre silvestres (sin la mutacion ped ), las CMO eran similares en
todos los casos, con lo que no existian diferencias en su capacidad de migracion o de dife-
renciacion entre los dos grupos. Por otro lado, el haber sometido a todos los animales al
mismo tipo de tratamiento (irradiacion) conlleva que todos ellos se encontrasen condicio-
nados de la misma manera. No obstante, no podemos olvidar que se trata de un estudio
cualitativo y que, pese a la similitud entre los resultados de ambos grupos, no se han cuanti-
ficado detalladamente posibles diferencias. Finalmente, cabe preguntarse si el que uno de
los dos grupos de animales trasplantados (PCD heterotrasplantados) presente una neurodege-
neracién puede estar influyendo en este proceso. Se han publicado multiples evidencias de
que la microglia que prolifera y que actia en procesos de dafio al SNC, como es el caso de
la neurodegeneracion del raton mutante PCD, no es la originada a partir de la médula 6sea,
sino la residente en el encéfalo (Massengale ef al., 2005; Solomon e# al., 2006; Ajami ef al.,
2007), lo que explicaria las similitudes en la poblacién de células de microglia GFP positi-
vas, en funcién de un ambiente degenerativo o no. As{ pues, si existiera alguna diferencia
en la poblacién de microglia como consecuencia del proceso degenerativo, habria que bus-
catla en la poblacién de microglia GFP negativa, es decir, la residente en el encéfalo y que
no se esta produciendo a partir de la médula 6sea trasplantada. A este respecto, en nuestro
laboratorio se ha comenzado recientemente un estudio de la poblaciéon de microglia en el

cerebelo de ratones silvestres y portadores de la mutacién ped”, con el que se pretende co-
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nocer la participacion de estas células en el proceso degenerativo que tiene lugar en el raton
mutante. En cuanto a los tipos de microglia originados a partir de las CMO, se encontraron
ambos tipos (latente y activada), siendo mayoritaria la latente. Este hecho concuerda tam-
bién con los datos presentados anteriormente sobre la activacién de la microglia residente
(Massengale et al., 2005; Solomon ez al., 2006; Ajami ez al., 2007). Asi pues, la mayoria de las
células microgliales originadas a partir de la médula 6sea pasa a formar parte de la microglia
latente, sin descartarse la posibilidad de que alguna de ellas esté también activada (Ladeby e#
al., 2005). Finalmente, la ausencia aparente de diferencias en la abundancia de células de
microglia originadas a partir de la médula 6sea trasplantada en distintos tiempos de estudio
(P60, P110 y P150), se relaciona directamente con el trabajo publicado por Priller y colabo-
radores (2001b). En €l se realizé un analisis semicuantitativo de la distribucién de las células
de microglia originadas a partir de la médula 6sea trasplantada en diferentes tiempos des-
pués del trasplante. Ademas, estos autores realizaron su estudio en diferentes regiones, en-
tre las que incluyeron el cerebelo y el BO. En estas dos regiones, los porcentajes de células
microgliales originadas a partir de la médula 6sea fueron muy similares, tanto a las 8 como a
las 15 semanas después del trasplante (Priller ez a/., 2001b), lo que concuerda con los resul-

tados de nuestro estudio.

Astroglia

El otro elemento glial analizado en nuestro estudio fue la astroglia. En ninguno de
nuestros animales, independientemente de su edad de sacrificio o de su genotipo para la
mutacién ped ) se encontraron células con marcadores de la médula ésea trasplantada
—cromosoma Y o expresion de GFP— que pudiesen ser considerados como astrocitos (por
la expresion de GFAP o por una morfologia caracteristica). Este resultado no es nuevo y,
ademas, concuerda con la mayoria de los trabajos previos (Brazelton ez al., 2000; Priller ez
al., 2001b; Nakano ez al., 2001; Wehner ez a/., 2003; Massengale ¢z al., 2005; Rodriguez et al.,
2007). No obstante, hay que destacar que en los primeros estudios que analizaron la llegada
de células de la médula 6sea al encéfalo si se describi6 la formacion de este tipo celular
(Eglitis y Mezey, 1997; Kopen ¢7 al., 1999). Sin embargo, en los estudios posteriores no se
ha podido corroborar esa primera observacion sobre la formacion de astrocitos a partir de
la médula 6sea, ni siquiera en estudios especificamente dirigidos a profundizar en dicho
fenémeno (Wehner ez a/., 2003). Nuestro estudio confirmaria que este tipo celular no deriva

de elementos de la médula 6sea, al menos en condiciones de trasplante.
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Formaciéon de neuronas a partir de la médula 6sea
trasplantada

En el cerebelo

Los resultados relacionados con la formacién de elementos neuronales en el cerebe-
lo de nuestros animales silvestres corroboran los trabajos previos publicados sobre este
fenémeno (Priller ef al, 2001a; Wagers ef al., 2002; Alvarez-Dolado e# al., 2003; Weimann e
al., 2003a, b; Corti et al., 2004; Magrassi ¢t al., 2007; Johansson et al., 2008; Nygren et al.,
2008). En nuestros animales silvestres, las células de Purkinje con marcadores de la médula
6sea trasplantada no presentaron una distribucion preferencial por ninguna region especifi-
ca del cerebelo, algo que concuerda con el trabajo de Johansson y colaboradores (2008) y
que pone de manifiesto que este fendmeno puede producirse en cualquier punto del cere-
belo con la misma probabilidad. La abundancia de estas células, asi como su relaciéon con el
tiempo transcurrido después del trasplante, estuvo dentro de los valores descritos en traba-
jos anteriores que tuvieron un procesamiento parecido al nuestro (ablacion de la médula
6sea mediante irradiacion, trasplante intravenoso y sin un condicionamiento adicional;
Weimann ez al., 2003a; Magrassi ez al., 2007). Hay que reiterar que, en todos estos casos, su
abundancia fue extremadamente baja comparada con la poblacion total de células de Pur-
kinje. Recientemente se ha demostrado que, cuando existe algin tipo de dafio adicional,
como la degeneracion de células de Purkinje por sustancias téxicas (Magrassi ef al., 2007) o
la muerte neuronal asociada a la EAE (Johansson ef al, 2008), se incrementa notablemente
el nimero de estas células y, ademas, aparecen en tiempos mas cortos medidos desde el
momento del trasplante.

En cuanto a la posible integracién funcional de estas células de Purkinje —con mar-
cadores de la médula 6sea trasplantada— en el cerebelo de los animales receptores, los resul-
tados anatémicos aqui presentados (largos axones con colaterales recurrentes; Figuras 34 y
35) contribuyen a aportar nuevos datos. Finalmente, la observacion de células de Purkinje
fusionadas mediante la técnica histoquimica del X-Gal es acorde con las publicaciones que
demuestran que el mecanismo seguido por las CMO para originar células de Purkinje es la
fusién celular (Alvarez-Dolado ef al, 2003; Weimann ef al., 2003a; Magrassi et al., 2007; Jo-
hansson e# al., 2008; Nygren ez al., 2008).
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Células de Purkinje poliploides

El resultado de un proceso de fusién celular es primariamente una célula con dos
nucleos (heterocarionte; Ogle ef al., 2005). En nuestro estudio, la mayoria de las células de
Purkinje con marcadores de la médula 6sea trasplantada presentaron un soma de gran ta-
mafo, y en aquellos casos en los que se analizé el nimero de nucleos que contenfan siem-
pre se encontraron dos (Figura 35J-L). La poliploidia de las células de Purkinje fue descrita
en trabajos anteriores (Alvarez—Dolado et al., 2003; Weimann ez al., 2003a; Magrassi ef al.,
2007; Johansson et al., 2008; Nygren ef al., 2008), y es consecuencia de un proceso de fusién
celular de las células de Purkinje con CMO trasplantada. No obstante, se ha demostrado
que el trasplante de médula 6sea no es un requisito indispensable para su aparicion, ya que
en animales de avanzada edad que no han sido sometidos a ningin tipo de tratamiento
(irradiacién o trasplante) pueden encontrarse células de Purkinje con dos nicleos (Magrassi
et al., 2007). En estos casos —animales de avanzada edad sin trasplante— la fusion celular
podtia estar favorecida por la muerte de las células de Purkinje que se produce con la edad
(Magrassi ef al., 2007), puesta de manifiesto por un descenso del nimero total de células de
Purkinje en animales senescentes (Sturrock, 1989a,b; 1990). Como quiera que sea, estos
resultados indican que la existencia de células de Purkinje poliploides ocurre espontanea-
mente a lo largo de la vida de animales silvestres sin ningun tipo de manipulacion. Final-
mente, en el trabajo del grupo de Johansson (2008) se describe cémo la formacion de estos
heterocariontes esta modulada por factores inmunolégicos, como los derivados de proce-
sos inflamatorios. Cabe entonces plantearse el papel de estos factores limitando la pérdida
de las células de Purkinje, un tipo neuronal que no puede ser reemplazado en adultos (Jo-
hansson ez al, 2008). Ademas, ante la llegada de las CMO a todo el encéfalo durante un
proceso inflamatorio y su fusion selectiva con células de Purkinje, surge una nueva pregun-
ta sobre componentes estructurales o neuroquimicos de las células de Purkinje que les con-

fieren esa predisposicion o posibilidad para llevar a cabo procesos de fusion celular.

Efecto del ambiente degenerativo en el proceso

Como ha sido descrito al comienzo de este trabajo, en la Introduccién, el ambiente
degenerativo juega un papel muy importante en la llegada de las CMO al encéfalo y esta
directamente relacionado con la formacion de células de Purkinje poliploides. Sin embargo,
los resultados obtenidos de nuestro estudio —ausencia total de células de Purkinje origina-
das a partir de la médula 6sea trasplantada en el cerebelo de ratones mutantes PCD tras-

plantados— no concuerdan con los trabajos previos. A nuestro entender, los principales
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motivos son tanto la temprana edad a la que comienza el proceso degenerativo en las célu-
las de Purkinje en los animales PCD como la rapidez con la que acontece (Landis y Mullen,
1978; Kyuhou et al., 2006). Asi pues, en el momento del trasplante (P20), el proceso dege-
nerativo se encuentra ya avanzado y es demasiado tarde para poder revertirlo. Del mismo
modo, no podemos olvidar que, en nuestros experimentos, realizamos una irradiacion
completa del animal para eliminar su médula 6sea, y que, en el caso de los animales PCD,
podria estar contribuyendo a la degeneracion de las células de Purkinje, que se encuentran
en pleno proceso degenerativo en el momento de la irradiacion. Es por ello por lo que, en
nuestro modelo experimental, la radiacion, en vez de estar favoreciendo la aparicion de un
mayor nimero de células de Purkinje fusionadas (Johansson ez a4/, 2008; Nygren ez al.,
2008), podria estar contribuyendo a la muerte de éstas (Bellinzona ez al, 1996; Gobbel ¢z al.,
1998; Monje et al., 2002; Mizumatsu e/ al., 2003; Yuan e/ al., 2006; Manda e al., 2007). Por
ello, planteamos como posible alternativa al proceso experimental seguido en este trabajo el
realizar los trasplantes en edades mas tempranas de las aqui seleccionadas y realizar la eli-
minacion de la médula 6sea mediante sustancias quimicas, que permitan eliminar el posible
efecto de la radiacion sobre las células de Purkinje portadoras de la mutacién ped 7. No
obstante, no hay que pasar por alto que el empleo de sustancias quimicas también podria
tener efectos secundarios (Spriggs ez al., 1986; Vahdat ez al, 1994) y afectar a la interpreta-

cion de los resultados.

Efecto del trasplante de una médula 6sea “sana” en el cerebelo de los
ratones mutantes PCD

Ante la ausencia de células de Purkinje, tanto originadas a partir de la médula ésea
trasplantada como propias de los animales PCD trasplantados, nos planteamos el motivo
que podria estar ocasionando la mejorfa funcional observada en las pruebas de comporta-
miento (ver secciones anteriores). Nosotros planteamos dos posibles causas a esta mejoria
funcional. La primera estarfa relacionada con la presencia de una médula ésea “sana” en los
animales mutantes trasplantados. Segun esta hipotesis, la médula 6sea silvestre (“sana”
podria producir la secrecién de diversas quimioquinas y citoquinas, que estimulan la rege-
neraciéon disminuyendo la incidencia de la apoptosis, suprimiendo reacciones inmunes y
aumentando la angiogénesis, promoviendo la proliferacion celular endégena y favoreciendo
la recuperacion funcional (Chen ef al, 2003; Li et al., 2006; Prockop y Olson, 2007; Spees ef
al., 2006; Chopp ez al., 2008), lo que contribuiria, de alguna manera, a la mejoria de los ani-
males PCD trasplantados; este fenémeno no estarfa ocurriendo en el caso de los animales

mutantes sin trasplante, cuya médula ésea es portadora de la mutacién ped . Para poder
>, cuy
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conocer mas datos sobre este posible papel de la médula 6sea “sana”, habria que realizar
analisis mucho mas detallados de la sangre de los animales mutantes trasplantados y sin
trasplantar, y buscar si existe alguna diferencia en la presencia o en la concentracién de di-
ferentes citoquinas o factores de crecimiento. No obstante, no podemos olvidar que, hasta
la fecha, no se ha descrito ningtin efecto de la mutacién ped 7 en la médula 6sea. La com-
probacién de la viabilidad de las CMO portadoras de la mutacién ped ¥ se podria realizar a
través del trasplante de médula 6sea de animales mutantes PCD en animales receptores
silvestres (trasplante del que ya hemos hablado en apartados anteriores).

Por otro lado, la segunda de nuestras hipotesis se basaria en los efectos producidos
por la radiaciéon, comentados anteriormente en esta Discusion. La radiacion estarfa produ-
ciendo procesos inflamatorios locales (Chiang ez al., 1993), rotura temporal de la barrera
hematoencefalica (Pachter e/ a/, 2003), inducciéon de cambios en los niveles de quimioqui-
nas circulantes (Abedi ef al, 2005), secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (Shan ez al.,
2007), extravase de células sanguineas (Yuan ez a/., 20006) e inflamacion encefalica transitoria
(Johansson ez al., 2008). Fruto de ello se podria estar produciendo algin efecto a nivel sis-
témico que conllevaria la mejorfa funcional observada en las pruebas de comportamiento.
Para poder descartar este efecto de la radiacion, bien se podrian llevar a cabo analisis para-
lelos con animales irradiados o tratados con sustancias quimicas para eliminar su médula
6sea, o bien se podria incluir un nuevo grupo experimental de animales mutantes PCD
trasplantados con médula 6sea portadora de la mutacion ped " (homotrasplantados).

Finalmente, no podemos obviar que la mejorfa funcional de los animales PCD tras-
plantados podtia estar localizada también fuera del SNC, como, por ejemplo, a nivel mus-
cular. No obstante, no disponemos de evidencias sobre la posible llegada de CMO al mus-

culo de los animales mutantes PCD trasplantados con médula 6sea “sana”.

En el bulbo olfatorio

Los resultados que hemos obtenido sobre la llegada de CMO al BO permiten apot-
tar nuevos datos sobre este fendmeno a los escasos y confusos existentes hasta el momen-
to. La observacion de neuronas perfectamente formadas en el BO de nuestros animales
(Figura 38) constituye una demostracion definitiva de la diferenciacién neuronal en el BO a
partir de CMO. Como hemos comentado en la Introduccion, la llegada de CMO al BO,
pese a tratarse de una de las regiones de mayor incorporacion de nuevas neuronas durante

la vida adulta del animal (Altman, 1969; Lois y Alvarez—Buylla, 1994; Catleton ef al., 2003),
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era un proceso que requerfa un analisis en profundidad como el que hemos realizado en
nuestro estudio.

El primer trabajo que abordé este analisis (Brazelton ez al, 2000) describié un nu-
mero muy elevado de CMO que estaban expresando marcadores neuronales —del 0,2 al
0,3% del nimero total de neuronas— en el BO a los 2-3 meses después del trasplante. Sin
embargo, si analizamos en detalle las imagenes publicadas en dicho estudio, ninguna de
esas células presenta morfologia claramente neuronal y, ademas, carecen de cualquier tipo
de arborizaciéon. En este estudio fueron identificadas como neuroblastos (Brazelton ez al.,
2000). Al afo siguiente, Priller y colaboradores (2001) pusieron en entredicho las observa-
ciones anteriores, ya que no fueron capaces de encontrar ninguna CMO con caracteristicas
neuronales en el BO de los animales en los que observaron células de Purkinje originadas a
partir de CMO (como nosotros). En su trabajo, describen que las CMO sufren procesos de
apoptosis antes de su completa diferenciacion neuronal (Priller ez a/., 2001a). Posteriormen-
te, Corti y colaboradores (2002) publicaron un nuevo estudio en la linea de los resultados
obtenidos por el grupo de Brazelton ef al. (2000). En este trabajo, la mayoria de las CMO
encontradas en el BO se localizaron en posicion perivascular, endovascular y en las menin-
ges. Las diferencias encontradas con el trabajo de Priller (2001) fueron atribuidas a los cri-
terios utilizados para la realizacion de los recuentos (Corti ef al., 2002). El ultimo trabajo
que intent6 arrojar un poco de luz sobre este campo se publico en el 2005 (Massengale ez
al., 2005). En ¢él, no se encontraron CMO con caracteristicas neuronales en el BO, pese a
observarse células de Purkinje que expresaban marcadores del donante.

Asi pues, con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, contribuimos de una
manera especial a acabar con la duda de si las CMO son capaces de llegar al BO y de dar
lugar a neuronas en él. El hecho de que el nimero de estas células sea muy bajo no debe
desalentarnos y llevarnos a abandonar la busqueda de la via por la que estan llegando y el
mecanismo que estan siguiendo para su incorporacion al BO. A este respecto, es importan-
te destacar que ninguna de estas células observadas con marcadores del donante en el BO
de los receptores presentaba mas de un nucleo, lo que parece indicar que el mecanismo de
plasticidad seguido por las CMO en este caso ha sido la transdiferenciacion y no la fusion
celular. No obstante, para poder confirmar esta observacion habra que llevar a cabo nuevos
estudios que permitan conocer el mecanismo seguido por las CMO en el BO, para lo que
seran muy utiles las colonias de animales aqui establecidas. Ademas, ante los resultados
obtenidos del estudio de la poliploidia de las células mitrales en animales de avanzada edad

(discutidos en el siguiente apartado), serfa muy interesante analizar el BO de animales tras-
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plantados con tiempos de supervivencia mucho mas largos que los empleados en el presen-

te trabajo (P150).

Células mitrales poliploides

La existencia de células poliploides en el BO no ha sido estudiada hasta el momento
con el detalle que ha podido ser analizado este fenémeno en el caso de las células de Pur-
kinje. A decir verdad, sélo se ha publicado un tnico trabajo que haya abordado esta cues-
tién y, ademas, fue llevado a cabo en murciélagos (Swartz y Bhatnagar, 1981). Asi pues, se
trata de un campo completamente nuevo y por explorar. En nuestro caso, el hecho de
haber buscado células poliploides en el BO fue consecuencia de la repetida observacion de
células mitrales con grandes nucleos a lo largo de nuestras investigaciones. Esta circunstan-
cia, junto con las caracteristicas especiales de este tipo celular —alta actividad metabdlica y
bioeléctrica (Friedman y Strowbridge, 2000; Lowe, 2003; Djurisic e¢# al., 2004)—, nos llevé a
pensar en la posibilidad de que, al igual que sucede en el caso de las células de Purkinje,
algunas células mitrales podrian presentar una dotacién cromosémica poliploide. Los resul-
tados obtenidos no pueden ser considerados como definitivos, pues se tratdé de una tnica
prueba y del marcaje para un unico cromosoma. Sin embargo, la constatacion de la existen-
cia de células mitrales con cuatro copias de un mismo cromosoma —cromosoma 1— resulta
una buena aproximacion a este fenémeno, y nos sirve como base para la realizaciéon de

nuevos trabajos orientados a conocer la posible poliploidia de este tipo celular.

Efecto del ambiente degenerativo en el proceso

En ninguno de los escasos trabajos previos que abordaron el estudio de la llegada
de CMO al BO (ver apartado anterior) se estudié el efecto que un ambiente degenerativo
puede tener en el proceso. En nuestro caso, la comparacion de los resultados obtenidos de
la llegada de CMO al BO de animales silvestres homotrasplantados y al de mutantes PCD bete-
rotrasplantados nos permite conocer un poco mas sobre si la degeneracion de las células de
Purkinje en los animales PCD esta favoreciendo ese proceso con respecto a los animales
silvestres. El hecho de no encontrar diferencias cualitativas al comparar los resultados de
ambos grupos experimentales nos hace pensar que el ambiente degenerativo en esta region
no esta teniendo ningun efecto en el proceso. A la vista de estos resultados, cabe pregun-
tarnos qué puede estar sucediendo para que la llegada de las CMO al BO no se vea afectada
por un ambiente degenerativo como se ha demostrado en el caso del cerebelo (Bae ef al.,
2005; Magrassi et al., 2007; Johansson ef al., 2008; Nygren ez al., 2008). A nuestro entender,

el hecho de que el ambiente degenerativo no esté afectando ni a la llegada de CMO ni a la
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formacion de nuevas neuronas puede estar determinado por la ausencia en el BO de células
con capacidad fusogénica, como lo son las células de Purkinje en el caso del cerebelo. Esta
afirmacion esta relacionada con el trabajo de Nygren y colaboradores (2008), quienes de-
mostraron que, al llevar a cabo una lesion en el Cuerpo Estriado de ratones trasplantados,
so6lo se observaba fusion celular con las células de Purkinje del cerebelo y no en la regiéon en
la que se habia producido el dafio. Ademas, hay que tener en cuenta que las neuronas que
hemos encontrado en el BO originadas a partir de la médula 6sea trasplantada parecian

haberse originado por procesos de transdiferenciacion mas que por fusion celular.

Efecto del trasplante de una médula 6sea “sana” en el bulbo olfatorio
de los ratones mutantes PCD

Al igual que hicimos en el caso del cerebelo, nos propusimos analizar si el trasplante
de una médula 6sea “sana” podria estar teniendo algin efecto en el BO de los animales
mutantes PCD trasplantados. En este caso, el unico resultado que se obtuvo fue a través de
los analisis histolégicos del BO. No se llevaron a cabo pruebas comportamentales —test
olfatorios—, ya que en la bibliografia previa se habia publicado que la llegada de la informa-
cion olfatoria al BO de los ratones mutantes PCD era normal (Greer y Shepherd, 1982;
Baker y Greer, 1990). Por un lado, la captacion de 2-desoxiglucosa por los glomérulos del
raton PCD muestra que la llegada de la informacion aferente desde las neuronas receptoras
olfatorias no se ve afectada por la mutaciéon (Greer y Shepherd, 1982). Por otro lado, la
actividad e inmunorreactividad de la enzima tiroxina hidroxilasa en el BO, que depende en
gran medida de la llegada de informacion olfatoria (Baker ez 4/, 1983; 1993; Cho e# al., 1996;
Weruaga et al., 2000; Brinon ez al, 2001), permanece intacta en el raton PCD (Baker y
Greer, 1990). No obstante, a pesar de estas evidencias, serfa conveniente realizar test olfa-
torios, no sélo en el caso de los animales trasplantados, sino también en el caso de animales
mutantes sin trasplante, para poder aportar nuevos datos, mas directos, sobre la capacidad
olfatoria de estos animales.

En nuestro caso, el analisis histologico de los BO de los animales mutantes PCD,
con y sin trasplante, no revel6 diferencias cualitativas entre ellos. As{ pues, a falta de la rea-
lizacién de test olfatorios, podrfamos decir que el trasplante de una médula “sana” no tiene

ningun efecto en el BO de los animales mutantes PCD trasplantados.

Otras regiones de interés
Finalmente, el raton mutante PCD permite estudiar la llegada de las CMO a otras

regiones en las que se esta produciendo también un proceso degenerativo, al margen del
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cerebelo y del bulbo olfatorio. Estas regiones de interés serfan el talamo, en el que se pro-
duce la degeneracion selectiva de determinadas neuronas de algunos nucleos talamicos
(O’Gorman y Sidman, 1985; O’Gorman, 1985), y la retina, en la que se produce una dege-
neracién tardfa, lenta y progresiva de los fotorreceptores de caracteristicas similares a una
retinosis pigmentaria (Mullen y LaVail, 1975; Blanks ez a/., 1982; LaVail ez al., 1982, Mar-
chena, 2008). Los resultados obtenidos del presente trabajo han permitido aportar nueva
informacién sobre la llegada de CMO al encéfalo, tanto en un ambiente normal
—fisiol6gico— como ante una neurodegeneracion posnatal selectiva. Asi pues, el analisis del
talamo y de la retina de animales mutantes PCD trasplantados se presenta como un nuevo

reto para futuros desarrollos experimentales.
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De acuerdo con los objetivos planteados en este Trabajo de Tesis Doctoral, y como

consecuencia de los resultados obtenidos y de la discusion llevada a cabo, hemos llegado a

las siguientes conclusiones:

I

II.

II1.

IV.

VL

VIL

Las colonias de ratones establecidas en este trabajo —PCD-R26R, CRE-GFP y
PCD-(CRE-GFP)— permiten estudiar la llegada de las células de la médula 6sea
(CMO) al encéfalo de los animales mutantes PCD, y discernir entre eventos de
transdiferenciacion y de fusion celular.

De las variantes analizadas, el procedimiento mas adecuado para llevar a cabo expe-
rimentos de trasplante de médula 6sea en animales de la colonia PCD-R206R es la
irradiacion del cuerpo entero del receptor con 7,5 Gy, seguida de la inyeccién intra-
venosa de la médula 6sea de un donante macho CRE-GFP.

El trasplante de médula 6sea procedente de animales donantes silvestres en anima-
les receptores portadores de la mutacién ped ” produce una recuperacién funcional
parcial de su capacidad de movimiento. Esta mejora funcional no se correlaciona
con una formacién de nuevas células de Purkinje.

La médula 6sea contribuye a la formacion de elementos neurales en el encéfalo de
animales adultos; de todos ellos, el tipo celular mayoritario es la microglia, aunque
también existe una pequefia formacién de tipos neuronales concretos de regiones
cerebrales especificas, sin una distribucién caracteristica. La médula 6sea no contri-
buye a la poblacién de astrocitos del encéfalo de animales adultos.

La degeneracion de las células de Purkinje del cerebelo y de las células mitrales del
bulbo olfatorio que tiene lugar en los animales mutantes PCD no induce la forma-
cion de estos tipos celulares a partir de la médula 6sea.

El trasplante de médula 6sea procedente de animales donantes silvestres en anima-
les mutantes PCD no produce efectos aparentes sobre la poblacién de células mi-
trales afectada por la expresién de la mutacion ped V.

Existe una formacién de nuevas interneuronas en el bulbo olfatorio adulto a partir
de la médula 6sea. Este proceso no se encuentra alterado por la degeneracion de las

células mitrales.

Como conclusién general, podemos decir que el trasplante de células de la médula

6sea resulta en cambios histolégicos y conductuales. Ello no obstante, determinadas carac-

terfsticas de este proceso, tales como el bajo numero de neuronas formadas, la limitacion

de los tipos neuronales y gliales resultantes y la ausencia de respuesta ante una pérdida neu-
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ronal selectiva, tal como se observa en muchas enfermedades neurodegenerativas, indican

la necesidad de continuar los estudios basicos antes de plantear una posible aplicacion clini-

ca.
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INTRODUCTION

In recent years mass media have brought to the attention of the general public a lot
of information, unfortunately, in many cases, confusing information, concerning stem cells,
and more specifically their perspectives of clinical application. Stem cells have been pre-
dicted to have an unlimited potential as a source of spare parts for the human body. Apart
from their mediagenic impact, stem cells are one of the most fascinating areas of biology
today. However, like many expanding fields of scientific inquiry, research on stem cells
raises scientific questions as rapidly as it generates new discoveries.

One of the most significant discoveries in the last few decades in both Stem Cells
and the Neuroscience field appeared with Altman’s work (1962) about forming new neu-
rones in mammal adult brains. This revolutionary discovery was laterly demonstrated in
most vertebrates (Garcia-Verdugo ez al., 2002). Almost forty years later, several papers have
been published concerning a new way of forming new cells in adult brains. In this case, the
participating stem cells are located outside the Central Nervous System (CNS), particulatly
in the bone marrow. Accumulating evidence has demonstrated that bone-marrow derived
cells (BMC) display the capacity to change their fate, differentiating into hepatocytes (Pe-
tersen ef al., 1999; Theise e al., 2000), endothelial cells (Jackson e al, 2001), muscle cells
(Bittner et al., 1999; Gussoni ef al., 1999), cardiomyocytes (Otlic ¢f al., 2001), among others,
and even nerve cells (Brazelton e al., 2000; Mezey et al., 2000; Alvarez-Dolado e# al.,, 2003;
Weimann ez al., 2003a, b). This unexpected finding that BMC can differentiate into neu-
rones has been recognized as a potential tool for the development of innovative therapeu-
tic strategies to treat degenerative, post-traumatic and hereditary diseases of the CNS.
Moreover, bone marrow is an ideal tool for regenerative medicine because of its accessibil-
ity and because doses and proliferative responses of bone marrow derived cells can be
readily investigated. Furthermore, there are a number of well-defined mouse models and
cell surface markers that allow an effective study of hematopoiesis in healthy and injured
mice. The bone marrow harbours two distinct stem cell populations: hematopoietic stem
cells (HSC; Becker ef al, 1963) and mesenchymal stem cells (MSC; Friedenstein e# al., 19606;
Owen, 1988). When we started this work, the population of bone marrow stem cells that
contributes to originate new cells in the brain was unknown, so we decided to perform

whole bone marrow transplantation, without sorting its populations. However, nowadays,

189



Abstract

HSC are considered the most likely population involved in this phenomenon (Johansson ez
al., 2008; Nygren et al., 2008).

Most of the previous experiments followed a similar procedure for determining the
fate of bone marrow derived cells. Intravenous transplantation of genetically marked bone
marrow was performed in mice that had received lethal irradiation. This produces a “chi-
mera mouse” in which the BMC fate is tracked over time by detecting the genetic tag in
histological sections. This tagging is often in the form of sex mismatch, in which male Y
chromosome bone marrow is transplanted into female receptors or in which the donor’s
bone marrow is genetically tagged, usually with /zcZ or green fluorescent protein (GFP).
The arrival of BMC to the brain has been mainly studied in the cerebellum, where BMC
contribute to the Purkinje cell population (Priller ez a/., 2001a; Wagers ez al., 2002; Alvarez-
Dolado et al., 2003; Corti et al., 2004; Bae ez al., 2005; 2007; Magrassi ¢ al., 2007; Johansson
et al., 2008; Nygren ez al., 2008) even in humans (Weimann ez a/, 2003b). The responsible
mechanism underlying this process has, for a long time, been a very controversial issue.
Two possible mechanisms have been proposed: transdifferentiation and cell fusion. Recent
evidence supports the second (Magrassi ez al., 2007; Johansson ez al., 2008; Nygren et al.,
2008), but very little is known about its regulation or its physiological/pathological signifi-
cance. Further support to fusion comes from the observation that most of the Purkinje
cells expressing markers of donor origin in grafted mice are binucleated (Alvarez-Dolado ez
al., 2003; Weimann ez al., 2003a). It has also been shown that the frequency of these cells
increases linearly with age and that they can survive for months (Magrassi e al., 2007).

What is more, the contribution of BMC to other tissues has been described both in
physiological and pathological conditions. The former’s frequency was always very scarce
(Priller e al, 2001b; Alvarez-Dolado e al, 2003). However, that low basal frequency de-
scribed for physiological conditions was always increased when receptors suffered some
injury (Gussoni e al., 1999; Lagasse ez al., 2000; Jackson ez al., 2001). With regard to the
CNS, both intracranial transplantation in the damaged region (Bae ez a/, 2005) and intrave-
nous graft was also observed (Magrassi ef a/, 2007). Finally, it is important to remark that
irradiation, the most common procedure for removing receptor’s bone marrow in these
experiments, is not necessary to induce fusion between BMC and Purkinje cells (Magrassi ef
al., 2007). However, it has recently been reported that irradiation increases this process
considerably (Johansson ez a/., 2008; Nygren et al., 2008).

As previously mentioned, the contribution of BMC to the brain has been mainly

studied in the cerebellum. Other encephalic regions require a more extensive review of this
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process. This is the case of the main olfactory bulb (OB). The OB is characterized by a
continuous recruitment of new neurones throughout adulthood (Altman, 1969; Lois and
Alvarez-Buylla, 1994; Carleton e# al, 2003). In spite of this, the arrival of BMC in this re-
gion has been pootly studied and the scarce previous works concerning this issue are con-
fused and inconsistent (Brazelton ez al., 2000; Priller e al., 2001a; Corti et al., 2002; Massen-
gale ¢t al., 2005).

None of these previous studies was accomplished in animals suffering degeneration
in the OB. Hence, there is no evidence about the effect of a neurodegenerative environ-
ment in the contribution of BMC to the OB. To study this process, we employed the PCD
(Purkinje Cell Degeneration) mouse, which suffers selective postnatal neurodegenerations in
different encephalic areas at different ages (Mullen e7 a/, 1976; Fernandez-Gonzalez et al.,
2002). Homozygous recessive animals (ped/ ped) are interesting models for neural degenera-
tion, since they are completely normal at birth, thus avoiding prenatal compensatory
mechanisms (Greer and Shepherd, 1982). The original mutation, denominated ped , is the
one used in our study. ped/ped mice suffer degeneration of the Purkinje cells around 20
postnatal days, which causes severe ataxia (Mullen ez a/., 1976). Moreover, they have a selec-
tive loss of OB mitral cells that begins around 60 days after birth. Prior to this age, the cel-
lular and synaptic organisation in the OB seems to be normal, but during a short time win-
dow an accelerated mitral cell loss occurs, leading to an almost complete absence of these
projection neurones by P90-P120. They also suffer degeneration of the lateral olfactory
tract (Recio ez al., 2007), thalamic neurones (O’Gorman and Sidman, 1985) and photore-
ceptors (Mullen and LaVail, 1975; Blanks ez a/, 1982; LaVail e al., 1982). Therefore, PCD
mutant mouse can be considered as a very suitable animal model to study the effect of dif-
ferent stages of a neurodegenerative process in the contribution of the BMC to the olfac-

tory bulb.
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OBJECTIVES

The general objective of this work is to contribute to the study of the arrival of the

BMC to the adult brain, both in physiological and neurodegenerative conditions, being the

latter as a consequence of a mutation. The particular objectives are:

1.

To establish the different animal colonies to analyse this process in the PCD
mutant mice and, thus, be able to discern the mechanism involved in it: cell
transdifferentiation or cell fusion.
To establish an appropiate procedure for accomplishing bone marrow trans-
plantation in animals carrying the ped ” mutation:
2.1 To optimise the irradiation dose for removing receptor’s bone mar-
row in our particular receptor mice.
2.2 To analyse the differences between intravenous and intraperitoneal
bone marrow transplantation.
2.3 To refine the different ways of identifying donor cells in the recep-
tor’s brain.
To perform a behavioural study of the PCD mutant mice, in order to analyse
the differences between mutant animals transplanted with wild-type bone mar-
row and mutant animals without any treatment.
To carry out a qualitative analysis of the BMC contribution to both the cerebel-
lum and the olfactory bulb of transplanted animals, in both wild-type and PCD
mutant mice.
4.1 To analyse the BMC fate and neural differentiation in these regions.
4.2 To investigate the effect of the neurodegenerative environment in
this process in both the cerebellum and the olfactory bulb.
4.3 To examine the effect of the wild-type bone marrow transplantation
in both Purkinje and mitral cell populations of the PCD mutant

mice.

The achievement of these objectives will suppose an important step forward to-

wards a better knowledge of the biology of bone marrow cells and their possible

uses in neurodegenerative pathologies.
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MATERIALS AND METHODS

In bone marrow transplantation studies it is very important to be able to identify
the donor’s BMC and their progenies in receptor tissues. In our experiments we have re-
fined and compared different methods to carry this out. On the one hand, we have done
sex mismatch transplantation —male donors and female receptors— and identified donor
BMC and their derived cells by means of their Y chromosome. On the other hand, we have
employed CRE-GFP donors into R26R line receptors. In this line, the LacZ reporter gene
is exclusively expressed after the excision of a loxP-flanked (floxed) stop cassette by Cre
mediated recombination (Figure 1). When Cre-expressing cells fuse with R26R cells, Cre
recombinase excises the floxed stop cassette of the reporter gene in the R26R nuclei, result-
ing in the expression of LacZ in the fused cells. Therefore, this second kind of transplanta-
tion gives the possibility of identifying the plasticity mechanism —transdifferentiation or cell
fusion— carried out by the BMC in the encephalon. Thus, at the beginning of our experi-

ments, we first had to generate and establish all the different animal colonies.

CRE target

lokP loxp  Locus ROSA26

v P

ey

CRE mediated
excision

RTV LacZ RTV

Figure 1. Method to detect cell fusion process. A, Schematic representation of R26R mice line and
the effect of CRE mediated excision. B, A cell expressing CRE recombinase fuses with a R26R cell
and LacZ reporter is expressed in the fused cell.

Our experimental animals were mice (Mus musculus, 1.. 1758) with or without ped”
mutation and with different genetic characteristics, depending on their colony. We estab-
lished 3 different colonies: the PCD-R26R colony, which allows the animals to give birth to
wild-type and ped/ped animals, both carrying the R26R line genetic properties. The CRE-
GFP colony is the one from which CRE-GFP donors can be obtained. The PCD-(CRE-
GFP) colony is able to produce PCD mutant animals that are CRE-GFP. These CRE-GFP
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mutants will be used as donors for future experiments to analyse the effect of PCD bone
marrow transplantation in a wild-type receptor. Mouse genotyping was performed by Po-
lymerase Chain Reaction (PCR). All the experiments were carried out in accordance with
the guidelines of the European Community Council (86/609/EEC) and current Spanish
legislation for the use and cate of laboratory animals (RD 1201/2005).

At 19 postnatal days, the animals undergoing transplantation were irradiated to re-
move their own bone marrow before graft. We employed a “’Co or *'Cs bomb and, after
several tests, the dose selected was 7,5 Gy. This was the minimum lethal dose, most appro-
priate for the particular characteristics of our receptors (quite young —P19— and some of
them were PCD animals). 7,5x10° bone marrow cells per animal were grafted the following
day (P20). Two different methods of transplantation were tried: intraperitoneal, the easiest
to carry out in our particular receptors (see above), and intravenous, more difficult than the
former, but donor cells are directly introduced into the receptor’s blood. The effectiveness
of each method was measured by flow cytometry of peripheral blood at different times
post-transplantation (2, 4 and 6 weeks), after using GFP donors. Comparing the results
from both kinds of transplantation (see next section), the intravenous one was the method
selected for our experiments. Moreover, peripheral blood from all animals transplanted
with fluorescent cells was analysed at the moment of sacrifice to know the chimerism grade
of receptors. Statistical differences for these analyses between wild-type and PCD receptors
were assessed by 7 fest and the level of significance was set at p<0,05.

Fifteen days after transplantation (P35), we performed behavioural tests to inquire
into the possible functional effect of the wild-type BMC in PCD mutant mice. Tests were
open-field and medium speed of displacement. The tested animals were PCD mutants with
wild-type bone marrow transplantation and both PCD and wild-type animals without graft,
as controls. Behavioural tests were repeated 7 times for each group (n=4) every 2 weeks.
Open-field was performed in a box shown in Figure 2. We counted “complete cross”, when
the four paws of a mouse crossed a line completely, and “half cross” when only two paws
crossed it and the animal moved back. In addition, we also quantified the “grooming’ and
“rearing’ movements, and the number of “defecations”. For the medium speed of displace-
ment test, we measured the time taken by the different animals in moving one metre
(mm/s). Quantitative differences for behavioural tests were assessed by one-way ANOVA
or the Kruskal-Wallis test, depending on the normality and homoscedasticity of the data.

Post hoc analyses were Bonferroni, for normal data, and Mann-Whitney U test for the rest. The
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level of significance was set at p<<0,05 (*¥) and p<<0,01 (**). The statistical software employed
was SPSS v15.0 for Windows (SPSS, USA).

Figure 2. Photograph of the box where the open-field test was performed.

Experimental animals were sacrificed at 3 different ages: P60, P110 and P150. At
P60 (40 days post-transplantation) most Purkinje cells are lost in PCD mutants, whereas
mitral cell degeneration had not yet begun. At P110 (90 days post-transplantation) Purkinje
cell death had already finished and neurodegeneration in the OB was taking place. At the
last age, P150 (130 days post-transplantation) both degenerative processes had been com-
pleted. Moreover, we sacrificed 4 old (P300) wild-type mice without any treatment to look
for polyploid mitral cells in their OB. With the exception of P300 animals, sacrificed by
cervical dislocation, the others were anaesthetised and perfused through the ascending
aorta with fixative solution. This solution was chosen according to the methods later em-
ployed for identifying donor cells (i situ hybridisation, X-Gal histochemistry or im-
munofluorescence). The brains were removed, cut into blocks, carefully rinsed and cryo-
protected with 30% (w/v) sucrose in PBS (Phosphate Buffered Saline; 0,1M, pH 7,4) overnight
at 4 °C. Following this, serial sections were obtained with a freezing microtome (50 pm) or
a cryostat (14 um) depending on the following procedures.

Finally, BMC were visualised and characterised in both wild-type and PCD trans-
planted animals. On the one hand, receptors grafted with CRE-GFP cells were analysed by
both X-Gal histochemistry and double or triple immunofluorescence. X-Gal histochemis-
try allows the recognition of whether BMC contribute to receptor’s encephalon through
cell fusion. Immunofluorescent techniques were used to identify GFP cells along with
other cellular antigens for both neurones (Calbindin for Purkinje cells; Reelin for mitral
cells) and glial cells (GFAP for astrocytes; Ibal for microglia). On the other hand, female

receptors grafted with male cells were analysed by double 7 siz# hybridisation for Y chro-
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mosome-immunofluorescence (to characterise the Y chromosome positive cells). This lat-
ter technique was refined for our study thanks to Dr. Mezey, from the “Adult Stem Cell Re-
search Section” (NIH; Bethesda, USA), who kindly provided us with her mouse Y chromo-
some probe (Eglitis and Mezey, 1997; Mezey ef al., 2000; Toth e al., 2007). Furthermore,
polyploid mitral cells were sought by % situ hybridisation for 1 chromosome in P300 wild-
type animals. These animals were sacrificed by cervical dislocation, and their fresh OBs
were dissected out and mitral cells dissociated to achieve the 7z siz« hybridisation. In Figure

3, the general design of this experimental study is briefly summarised.

Donor mice
CRE-GFP mice
PCD mice - Wild-type mice
(Selective neurodegeneration) d\
Irradiation Irradiation
(receptor’'s bone marrow (receptor’s bone marrow
removing) removing)
Extraction of
Transplantation donor’s bone Transplantation
marrow
TIESE e
quimera il
Behavioral tests Behavioral tests
Neurochemistry Neurochemistry
Arrival of BMC to the Arrival of BMC to the
cerebelum and OB cerebelum and OB
Comparative study

Figure 3. General design of the experimental study.
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RESULTS

Once all the animal colonies necessary for our study and 7,5 Gy as the minimum le-
thal irradiation dose had been established for their particular animals, we looked for differ-
ences between intravenous and intraperitoneal transplantation. The results obtained from
the analyses of the percentages of GFP positive cells in receptor’s peripheral blood at dif-
ferent times post-transplantation are shown in figure 4. We also compared a CRE-GFP
donor animal and an R26R animal without treatment as positive and negative controls,
respectively. Taking these results into account we concluded that intravenous transplanta-

tion was better than the intraperitoneal method.

100 -
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80 - /——‘ 2 |
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Percentage | 60 ~
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Figure 4. Quantitative analyses of the GFP positive cell percentages in peripheral blood depending
on the type of transplantation at different periods.

It is noteworthy that none of the transplanted animals got GFP positive cell per-
centages higher than 90%. Neither did the positive controls. Furthermore, there was no
significant difference (¢ fest; p<0,05) in the number of GFP positive cells in peripheral
blood between PCD (72,7714,95%; mean = SEM) and wild-type (74,85 £ 1,78%; mean *
SEM) transplanted mice.

With regard to the different behavioural tests, in the open-field one, significant dif-
ferences were observed for all parameters linked with the movement capacity considered
when comparing PCD and wild-type mice without treatment. In the case of PCD mice
transplanted with wild-type bone marrow an intermediate behaviour between the other two
experimental groups was observed (Figure 5). The results were similar for the medium

speed of displacement test, which showed an improvement in the PCD mice after wild-type
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bone marrow transplantation. All animals showed the same stress level (measured by the
defecation parameter), which allowed the comparison of the results obtained for the different

groups. In Figure 5, we present the results for all measured parameters in both behavioural

tests.
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Figure 5. Summary of the results observed in the behavioural tests. The three charts at the top ate con-
nected with movement capacity. The two first charts at the bottom are related to exploratory behaviour.
The defecation one measures stress level (** = p<0,01). Values are mean + SEM.

It is noteworthy that while performing the medium speed of displacement test an
important difference in the gait between both PCD mutant groups (transplanted and with-
out treatment) was observed. This difference is illustrated in Figure 6, where the pattern of
step for each experimental group is shown. Wild-type animals walked on their toes. How-
ever, PCD mice without treatment walked on their heels. Interestingly, the gait of trans-
planted PCD mice was more similar to wild-type animals than to PCD ones. We tried to

perform footprinting tests, but the gait of the PCD without treatment animals made this

impossible.

198



Abstract

Transplanted PCD

Figure 6. Photograms captured from videos recorded during the medium speed of displacement
test of one representative animal from each experimental group.

After sacrificing the experimental animals, we analysed their encephalon looking for
the donor BMC in both wild-type and PCD transplanted animals and the differences be-
tween transplanted PCD mice and PCD mice without treatment. The examination was fo-
cussed on the cerebellum and the OB. We compared the results from wild-type and PCD
transplanted animals attempting to discover the possible effect of the neurodegenerative
environment on the arrival and contribution of the BMC to these areas. In addition, com-
paring the results from transplanted PCD mice and PCD mice without treatment we tried
to look into the effect of the wild-type bone marrow transplantation in the cerebellum and
OB of the PCD mice.

The results, regarding the contribution of the BMC to glial elements, astrocytes and
microglia, were similar for all transplanted animals (wild-type or PCD, at all the different
ages), and also for both the cerebellum and the OB. In all the cases, microglial cells were
the most prevalent element coming from the grafted bone marrow. Most of them were
resting microglial cells, but some activated ones were also observed (Figure 7). With regard
to the formation of astrocytes from bone marrow, no (GFAP positive) astrocyte was ob-
served expressing markers of donor BMC (GFP or Y chromosome) in any experimental
animal.

The results regarding the contribution of the BMC to neuronal elements were dif-
ferent depending on the receptor animal genotype and age. In the case of the cerebellum of
wild-type transplanted animals, the only neuronal element found was Purkinje cells (Figure
8). They did not show any preferential location throughout the cerebellum. The maximum
number of these Purkinje cells with donor labeling was 21 per cerebellum. They were only
observed in animals sacrificed at P150. In all cases, there was no doubt that they were Pur-
kinje cells, since they had their characteristic morphology and expressed Calbindin (CB;
typical Purkinje cell marker) when checked (Figure 9). It was also possible to assess their
integration in the cerebellar system through the observation of their long axons, even with

recurrent collaterals (Figure 8B). Furthermore, we can affirm that the plasticity mechanism
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involved in their contribution to the cerebellum was cell fusion, as displayed by X-Gal

staining (Figure 9G-I) and polyploid cells expressing markers of donor BMC (Figure 9J-L).

Figure 7. Epifluorescence conventional microscopy images from encephalic sections of a wild-
type mouse transplanted with CRE-GFP bone marrow. They display the contribution of the bone
marrow to the microglial cell population, both resting microglial cells (A-C) and activated ones (D-F).
Upper images (A and D) show GFP labelling, which allows the identification of the newly generated cells
coming from the transplanted bone marrow. Images in the central portion (B and E) present the Ibal
signal (microglial cell specific marker). Lower photographs (C and F) correspond with the merge of both
previous images for each kind of microglial cell. It can also be observed that not every microglial cell
comes from the transplanted bone marrow (microglial cells positive for both GFP and Ibal marker), but
many of them had been formed before. Scale bar: 20 um.

In the case of the cerebellum of PCD transplanted animals, no Purkinje cell with
markers of donor BMC was found. This was similar for the three different ages studied,
which was very surprising, considering the results obtained from the behavioural tests.
Moreover, the histological comparison of the cerebellum from transplanted PCD and PCD

mice without treatment did not show any differences.
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Figure 8. Epifluorescence conventional microscopy images of cerebellum sections from a
wild-type mouse grafted with CRE-GFP bone marrow showing the GFP positive cells. A is a
panoramic image that shows the distribution and abundance of the cells newly generated from the
transplanted bone marrow in the cerebellum. A GFP positive Purkinje cell can be observed. B is a
magnification of the previous image that allows the assessment with more detail of both the GFP posi-
tive Purkinje cell and the surrounding microglial cells. This GFP positive Purkinje cell has a very com-
plex dendritic tree and a long axon (indicated with arrows), presenting direct evidence of its integration
in the cerebellum. Moreover, the axon presents the typical recurrent collaterals (arrowheads) that char-
acterise Purkinje cells. Furthermore, microglial cells were basically located in a peripheral position.
Some of these microglial cells are indicated with asterisks. Scale bars: 200 um for A and B.
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GFP+CB

GFP+CB

GFP+PI

Figure 9. Fluorescence microscopy images of cerebellum sections from wild-type mice grafted with
wild-type bone marrow from CRE-GFP donors showing some examples of Purkinje cells originated
from the transplanted bone marrow. Images A and D present two different GFP positive Purkinje cells that
are petfectly differentiated. The arrowhead in A indicates the axon. B and E display the Calbindin (CB) labelling
for previous images and C and F the corresponding merge. Purkinje cells produced from the grafted bone mat-
row not only display the typical morphology of this specific cell type, but also they expressed CB, like the rest of
Purkinje cells. G-I images show the X-Gal staining of a cerebellum section from a wild-type R26R mouse grafted
with CRE-GFP bone marrow. In G there is a Purkinje cell that has undergone a fusion cell event with a BMC. H
is a magnification of the fused cell in G and I is the double staining of that Purkinje cell for X-Gal and CB (by
DAB immunohistochemical technique). Images at the bottom (J-L) present high magnifications of the soma
from a GFP positive Purkinje cell (J), the staining of this region with the nuclear marker Propidium lodide (PI;
K) and the mergance of both stainings (L). Arrowheads in K indicate the two nuclei belonging to the previous
GFP positive Purkinje cell, which suggests it is a binucleated and presumable polyploid cell. Scale bar in C: 100
pm for A-F, 200 um for G and 50 pm for H and I. Scale bar in L: 20 um for J-L.

The analyses of the OB of wild-type transplanted animals disclosed very important

data (not previously reported) about the contribution of the BMC to this area in normal
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conditions. We found mature neurones expressing markers of donor BMC (GFP or Y
chromosome). They were very scarce, but they were located throughout the different layers

of the OB (Figure 10).

GFP+DAPI

Ch.Y+DAPI

GFP+DAPI

Figure 10. Fluorescence microscopy images of olfactory bulb (OB) sections from wild-type mice
grafted with wild-type bone marrow from both CRE-GFP donors (A-C and F-H) and male donors (D
and E) showing some examples of typical neuronal types of this region originated from the trans-
planted bone marrow. A-C present a GFP positive cell (with its nucleus stained with DAPI) in the IPL. It can
be considered as a displaced granule cell, considering its typical morphology and location in the OB. B and C
display details of its prolongation (arrow) and soma, respectively. D and E show a cell with Y chromosome
(Ch.Y) in the MCL of a transplanted wild-type female mouse. E is a magnification of D and permits the obset-
vation of the nucleus size and the location of the Y chromosome in the outer region of the nucleus. Considering
its position in the MCL and its large size nucleus, it can be considered to be a mitral cell, although these data are
insufficient to be definitive. F-H display a GFP positive cell (with its nucleus stained with DAPI) in the GL of
the OB. F is the same image without the nuclear staining and H is a magnification of this GFP positive cell in
which its prolongation (arrow) can be easily observed projecting into one glomerulus (asterisk), where it divides
into branches (arrowheads). Taking into account its location and morphology this cell can be classified as a jux-
taglomerular cell. MCL: mitral cell layer. GL: glomerular layer. GCL: granule cell layer. EPL: external plexiform
layer. IPL: internal plexiform layer. Scale bars: 50 um for A, 25 um for B, 10 um for C, 50 um for D, 10 um for
E, 100 um for F and G, 25 um for H.
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As described for the cerebellum, there was not a preferential distribution of these
cells newly generated from BMC. Moreover, in those cases where morphological character-
istics were revealed (GFP labelling), they had the typical morphology of neurones belong-
ing to the layer where they were found, displaying their integration in the olfactory bulb.
Contrary to what was seen for the Purkinje cells, none of these newly generated cells had
two nuclei, which suggests a possible trans-differentiation mechanism underlying their ori-
gin. These results were qualitatively similar for the PCD transplanted animals’ OB, suggest-
ing that the formation of olfactory neurones from BMC is not influenced by mitral cell
degeneration. Correspondingly, the histological comparison of the olfactory bulb from
transplanted PCD mice and PCD mice without treatment did not show any difference re-
lated to the effect of the wild-type bone marrow. Nevertheless, further studies will be re-
quired to clarify this topic quantitatively.

Finally, the analyses of P300 wild-type mitral cells with zz sitx hybridisation for “1”
chromosome yielded surprising results. Some of these cells had four copies of the same
chromosome, pointing out the existence of polyploid mitral cells (Figure 11). This phe-

nomenon must be confirmed by future additional experiments.

Figure 11. Epifluorescence conventional microscopy images from dissociated OB mitral cells
from wild-type P300 animals where fluorescent in situ hybridisation for 1 chromosome (Ch. “1”,
arrowheads) was performed. A shows three different cells, the smallest one is a granule cell and the
larger ones are mitral cells. Mitral cells have 4 green dots, demonstrating their polysomy for this chro-
mosome. B and C are photographs of other mitral cells that also have 4 copies (tetraploids) of the “1”
chromosome (arrowheads). Scale bars: 25 um for A, 10 um for B and C.
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DISCUSSION

The first objective proposed for this study was achieved with the establishment of
the PCD-R26R, CRE-GFP and PCD-(CRE-GFP) colonies. These colonies have been
confirmed as useful tools for studying the arrival of BMC in the encephalons of both wild-
type and PCD mutant mice. Moreover, the graft from CRE-GFP donors to R26R
receptors allows the discerning of the plasticity mechanism for BMC contribution to the
encephalon (Alvarez—Dolado et al., 2003; Oh et al., 2003; Jin and Ding, 2006), which has
been a very controversial issue during recent years (Kozorovitskiy and Gould, 2003;
O’Malley and Scott, 2004). Future uses of these new animal colonies also permit the
performance of new kinds of transplantations based, for example, on the use of CRE-GFP
donors carrying the ped ” mutation in both wild-type and PCD receptors.

The second objective proposed was to optimise the irradiation dose for removing
the receptor’s bone marrow in our particular receptor mice. We decided to use irradiation,
instead of chemical treatment to remove the receptor’s bone marrow, because the former
had been the most common treatment employed in previous studies (Brazelton e 4/, 2000;
Priller ez al., 2001a; Alvarez-Dolado e# al., 2003; Weimann e al,, 2003a, b; Dahlke ez a/., 2006;
Magrassi et al., 2007; among others) and the aim was to compare our results with them.
Although whole body irradiation is the most frequently selected method in this kind of
experiments, it is important to note that there are some side effects —secretion of
proinflammatory cytokines (Shan ez al., 2007), oxidative stress (Manda ez al., 2007), transient
encephalic inflammation (Johansson e al., 2008), extravasation of blood-borne cells into
the CNS (Yuan ez al., 2000), local inflaimmatory changes (Chiang e a/., 1993), and blood-
brain barrier permeability (Pachter ez a/, 2003)— that must be considered when interpreting
the results. Recently, two studies have been published describing that irradiation, although
unnecessary for BMC contribution to Purkinje cells (Johansson e# 4/, 2008), promotes a
very much higher frequency for this process (Johansson ez a/., 2008; Nygren et al., 2008).

The importance of these irradiation side effects in our experiments must be consid-
ered in two different parts, depending on the kind of results analysed in each case. The first
is related to the effect of the neurodegenerative environment on the arrival of the BMC to
the encephalon. The second is related to the effect of wild-type bone marrow transplanta-
tion into PCD mutant mice. In the first case, since we have compared transplanted animals,

wild-type and PCD mice, the possible effect of the irradiation was similar in both cases.
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However, in the second case, as the comparison was between transplanted PCD mice and
untreated PCD mice, the irradiation procedure could affect these results. This is discussed
later, in the section on the effect of wild-type bone marrow transplantation into PCD mu-
tant mice. An easy way of avoiding this problem in future experiments could be by using
CRE-GFP mutant mice as donors —now possible thanks to our newly established animal
colonies—, instead of untreated PCD mice. Nevertheless, the only certain way of avoiding
the irradiation effect would be by removing the receptor’s bone marrow through chemical
treatment. Furthermore, the fact that the degeneration of Purkinje cells in transplanted
PCD mice could be affected by the irradiation process should also be considered. Some
papers have demonstrated both 7z vive (Bellinzona ez al., 1996) and in vitro (Gobbel et al.,
1998) that irradiation exposure can induce apoptosis in neurones. This fact is very impor-
tant in the case of the Purkinje cells of the PCD mice, because their degeneration process
takes place at the moment of irradiation (P19; Landis and Mullen, 1978) and it could in-
crease this degenerative process, which normally happens due to apoptotic phenomena
(Kyuhou e# al., 2000).

Another important issue that must be considered in bone marrow transplantation
experiments is the correct selection of the donor animals. In this study two different kinds
of donors, CRE-GFP and males have been compared. Both have advantages and disadvan-
tages. On the one hand, CRE-GFP donors are mainly characterised by: 1, BMC are easily
recognizable in receptor’s tissue. 2, GFP offers a very high morphological resolution. It
allows the identification of the plasticity mechanism, when the receptor is an R26R animal.
Nevertheless, there are some problems with them: 1, consanguinity problems could appear
between donors and receptors —not if using our colonies—. 2, It has been observed that
there is an important percentage (about 20%) of CRE-GFP BMC that do not express GFP.
3, There is a problem with false negatives (Mezey e/ al., 2003; Toth ez al., 2007). On the
other hand male donors are mainly characterised by: 1, there is no problem related to con-
sanguinity, because transplants can be performed using brothers as donors and sisters as
receptors. 2, All donor cells have the donor tag (Y chromosome). 3, Problems with false
negatives are minimum. 4, The 7z situ hybridisation, used for identifying donor cells, is very
specific (Pardue and Gall, 1969). The main problems of using male donors are: 1, receptor
animals should only be females. 2, Donor BMC identification in receptor’s tissue is slow
and laborious. 3, Morphological resolution is pretty low. 4, It is not possible to carry out
flow cytometry studies. 5, It does not allow the identification of the plasticity mechanism of

BMC in the encephalon. Considering all the points listed above, we propose using a CRE-
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GFP male mouse as donor. This includes most of the previous advantages and reduces
the disadvantages of each donor separately.

The additional objective of this work was to analyse the differences between intra-
venous and intraperitoneal bone marrow transplantation. We selected the intravenous
method for two main causes. Firstly, the most evident reason was that the percentages of
GFP positive cells in receptor’s peripheral blood grafted intravenously were always higher
than in the intraperitoneally grafted. Secondly, the intravenously grafted receptors reached
percentages similar to positive controls (GFP animals) in a shorter period of time than the
intraperitoneal ones. This fact is very important for our experiments, since when we do the
graft, Purkinje cells in PCD mice are already in a neurodegenerative process (Mullen e7 4/,
1976). Moreover, the rest of the degenerative processes begin during the following weeks
(Mullen and LaVail, 1975; Blanks e7 al., 1982; Greer and Shepherd, 1982; LaVail e/ al., 1982,
O’Gorman and Sidman, 1985; O’Gorman, 1985; Baker and Greer, 1990; Bartolomei and
Greer, 1998). As there were no differences in the percentage of GFP positive cells depend-
ing on the kind of intravenously grafted receptor (wild-type or PCD), we were able to both
compare the results from both receptor groups and discover that pad’ mutation does not
affect to the capacity of the PCD mutant mouse for accepting a new bone marrow.

Another objective contemplated at the beginning of this study was to carry out a
behavioural study of the PCD mutant mice and to analyse the differences between mutant
animals without any treatment and mutants transplanted with wild-type bone marrow. Tak-
ing into account the results described for the behavioural tests we can state that there was
an improvement of PCD mice after wild-type bone marrow transplantation. However, this
functional partial recovery was not corroborated by the histological analyses of their cere-
bellums. Possible causes for this phenomenon will be discussed later.

Finally, we carried out a qualitative analysis of BMC contribution to the cerebellum
and olfactory bulb of transplanted animals, both wild-type and PCD mutant mice. In all of
them, the most frequent cellular type originated from BMC was microglial. This is in ac-
cordance with previous papers that describe how many microglial cells come from the
bone marrow (Eglitis and Mezey, 1997; Priller ez al., 2001a; Wagers ez al., 2002; Corti e al.,
2002; Biffi et al., 2004; Hess et al., 2004; Simard and Rivest, 2004; Simard e a/., 2006; Ajami
et al., 2007; Rodriguez ez al., 2007; among others). The results regarding microglial cells were
similar for all transplanted animals. We consider that it is a normal consequence, since all
receptors underwent the same procedure (irradiation). Moreover, all of them were grafted

with the same cell type (wild-type) and the percentages of GFP positive cells in their pe-
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ripheral blood were similar for all of them. Nevertheless, it should not be forgotten that
this was a qualitative study and quantitative analyses must be performed to confirm this
result. We have wondered whether the fact that one of the animal groups studied (trans-
planted PCD) suffered neurodegeneration, did not influence the results. However, some
authors have reported that the microglial cells which proliferate and act after injury to the
CNS do not originate from the bone marrow, but are resident in the encephalon (Massen-
gale ez al., 2005; Solomon et al., 2006; Ajami ¢t al., 2007). Thus, this seems to be the main
reason for not finding differences between transplanted animals despite the neurodegenera-
tion. The possible differences in microglial cells’ populations should be sought in the GFP
negative microglial cells, namely the microglial cells that do not originate from the bone
marrow. The other glial cell type studied was astrocytes. We did not find any astrocyte ex-
pressing markers of grafted bone marrow. This absence is in accordance with most of the
previous studies (Brazelton ez al, 2000; Priller e al., 2001b; Nakano ez al., 2001; Wehner ez
al., 2003; Massengale ¢f al., 2005; Rodriguez ez al., 2007) and demonstrates that BMC do not
contribute to astrocytes.

The results concerning the contribution of the BMC to neuronal elements will be
discussed separately for the cerebellum and the olfactory bulb. Regarding the cerebellum,
our results from the wild-type animal group corroborated the previous studies about this
phenomenon (Priller e# /., 2001a; Wagers ¢f al., 2002; Alvarez-Dolado ¢f al,, 2003; Weimann
et al., 2003a, b; Corti et al., 2004; Magrassi ef al., 2007; Johansson ef al., 2008; Nygren ef al.,
2008). Both the frequency of Purkinje cells expressing markers of grafted bone marrow and
their relationship with the time post-transplantation were within the values previously de-
scribed in works which followed a similar procedure to ours (irradiation for removing re-
ceptor’s bone marrow, intravenous graft and without additional conditioning). The results
described in this work present new anatomical information not previously reported (long
axons with recurrent collaterals) about the integration of Purkinje cells expressing BMC
markers in the cerebellum system. Moreover, we confirm that the BMC fuse with Purkinje
cells (Alvarez—Dolado et al., 2003; Weimann ez al., 2003a; Magrassi e al., 2007; Johansson ez
al., 2008; Nygren et al., 2008). This was verified by X-Gal staining and by the observation of
Purkinje cells with two nuclei expressing markers of donor BMC. The results for the trans-
planted PCD cerebellum were unexpected, the more so if the results of the behavioural
tests are considered. Contrary to our results, authors of previous articles reported that neu-
rodegeneration had an important effect promoting the arrival of BMC and their fusion with

Purkinje cells (Bae ez a/., 2005; 2007; Magrassi ez al., 2007). We consider that one important
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reason for our results could be the early age when Purkinje cells begin the degenerative
process in PCD mice and its high speed (Landis and Mullen, 1978; Kyuhou e# al., 20006).
Therefore, when the transplantation (P20) is performed the neurodegenerative process is
already very advanced and perhaps it is too late to be able to change it. Furthermore, it
should not be forgotten that the previous irradiation process could be accelerating the Pur-
kinje cell degeneration (Bellinzona ez al, 1998; Gobbel e al., 1998; Monje et al., 2002; Mi-
zumatsu e/ al., 2003; Yuan ez al., 2006; Manda et al., 2007). For this reason, we propose to
achieve the transplantation at an earlier age than P20 and using a chemical treatment in-
stead of irradiation for removing the receptor’s bone marrow.

Taking into account the absence of Purkinje cells in transplanted PCD animals, nei-
ther originated from BMC nor belonging to them, we considered the functional partial
recovery observed in the behavioural tests (aforementioned). We suggest two hypotheses
for these results. The recovery in transplanted PCD animals could be a consequence of
having a wild-type bone marrow. So, this “new” bone marrow without ped ” mutation
could be producing some molecule that could reduce apoptosis or stimulate functional
recovery (Chen ez al, 2003; Li et al., 2006; Chopp et al., 2008).To contribute information
about this possibility it would be very interesting to compare blood from transplanted PCD
mice and untreated PCD mice, looking for differences in their cytokine and growth factor
levels. Our second hypothesis is based on the side effects of the irradiation process, previ-
ously described. As a consequence of it, there would be systemic changes in the trans-
planted PCD mice that would cause the functional recovery. Other possibilities should be
considered, such as that the explanation for this observation could be located outside the
CNS, for example, at a muscular level.

In addition, the results about the contribution of the BMC to neurones in the olfac-
tory bulb allow us to add new data about this phenomenon to the scarce and confuse exist-
ing ones. Our observations are a final demonstration of the BMC contribution to the olfac-
tory bulb neurones. It is true that these olfactory neurones expressing BMC markers were
very scarce, however it should motivate researchers to look for the mechanisms that con-
trol it and the path that they follow to arrive in the OB. For the time being, since all these
cells only had one nucleus, the plasticity mechanism seems to be trans-differentiation rather
than cell fusion. With regard to the neurodegeneration effect in this process, if we compare
the results from wild-type and PCD transplanted animals we do not find qualitative differ-
ences. This suggests that the contribution of the BMC to the olfactory neurones is not in-

fluenced by mitral cell degeneration. Finally, we investigated whether wild-type bone mar-
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row transplantation could have some effect on the mitral cells of the transplanted PCD
mice. We did not, however, find any significant effect when comparing transplanted PCD
mice and untreated PCD mice. This comparison was assessed by looking for histological
differences between the experimental PCD groups.

Briefly, this is the first time that the existence of polyploid mitral cells is proposed
for mammals. Polyploid mitral cells have been studied only once, in bats (Swartz and Bhat-
nagar, 1981). Thus, this is an almost brand new field to investigate. We planned this re-
search after many repetitive observations of mitral cells with huge nuclei. The results
described here —mitral cells with four copies of the “1” chromosome— cannot be consid-
ered as definitive, since it was only one test and we only assayed for one chromosome.

However, these results indicate a good approach to this unknown phenomenon.
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CONCLUSIONS

In accordance with the objectives proposed for this Doctoral Thesis and as a con-

sequence of the results obtained and the discussion executed, we can conclude the follow-

ing statements:

I.

II.

III.

IV.

VI.

VII.

The different mouse colonies established in this study —PCD-R26R, CRE-GFP
and PCD-(CRE-GFP)— allow the analysis of the bone marrow derived cells arrival
in the encephalon of PCD mutant animals and discernment between transdiffer-
entiation and cell fusion events.

Among the different methods analysed, the most suitable procedure for accom-
plishing bone marrow transplantation in PCD-R26R animals is the receptor’s
whole body irradiation with a 7,5 Gy dose, and latter the intravenous injection of
the bone marrow from a CRE-GFP male mouse.

Wild-type bone marrow transplantation in PCD mutant mice confers a functional
partial recovery of their movement capacity. This functional recovery does not
correlate with a formation of new Purkinje cells.

The bone marrow contributes to the formation of new neural elements in the en-
cephalon of adult animals; among them, the most predominant one is the micro-
glia, although a scarce formation of particular neuronal types in specific ence-
phalic regions, without a distinctive distribution, also exists. The bone marrow
does not contribute to the formation of new astrocytes in the encephalon of adult
animals.

The degeneration of the Purkinje cells in the cerebellum and the mitral cells in the
olfactory bulb, which happens in the PCD mutant mice, does not induce the for-
mation of these particular cells from the bone marrow.

Wild-type bone marrow transplantation in PCD mutant mice does not induce ap-
parent changes in the mitral cell population affected by the expression of the ped
mutation.

There is a generation of new interneurones in the adult olfactory bulb from bone

marrow. This process is not affected by mitral cell degeneration.

As a general conclusion, transplantation of bone marrow cells results in both

histological and behavioural changes. Nevertheless, some particular characteristics of this
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process, such as the low number of the newly generated neurones, the restriction of the
neuronal and glial types formed and the lack of response against a selective neuronal loss,
as it is observed in many neurodegenerative diseases, indicate the requirement of continuity

with basic studies before planning a possible clinical application.
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Soluciones de uso comiin

ARN mix: compuesto de ADN de esperma de salmén (D7656, Sigma-Aldrich) 100 pg/ml,
ARN total de levadura de tipo XI (R6750, Sigma-Aldrich) 250 pg/ml, ARNt de le-
vadura (15401-011, Gibco-BRL) 250 pug/ml en H,Opppc.

Fijador de la técnica del X-Gal: compuesto por un 2% (p/v) de paraformaldehido des-
polimerizado tamponado a pH 7,4 con PB 0,1 M y 0,25% (v/v) de glutaraldehido.

Fijador de Zamboni: compuesto por un 4% (p/v) de paraformaldehido despolimerizado
yun 0,2% (v/v) de acido pictico, tamponados a pH 7,4 con PBS.

Medio de montaje para fluorescencia “anti-desvanecimiento”: constituido por glicina
0,42% (p/v), NaOH 0,021% (p/v), NaCl 0,51% (p/v), N-propil-galato 5% (p/v),
glicerol 70% (v/v) y timerosal 0,002% (p/v). Ha de guardarse protegido de la luz a
4 °C.

Medio liquido 2xTY para el cultivo de bacterias: compuesto por 0,16 g/1 de Triptona,
0,10 g/1 de extracto de levadura y 0,5 g/1 de NaCl en agua destilada. El pH se ajusta
a 7,4 con NaOH.

Medio so6lido TYE para el cultivo de bacterias: compuesto por 10 g/1 de Triptona,
5 g/1 de extracto de levadura, 8 g/l de NaCly 15 g/1 de Agar-agar en agua destilada.
El pH se ajusta a 7,4 con NaOH.

Solucién de azul de toluidina: se obtiene mezclando 4 g de azul de toluidina con 5 g de
Na,B,0, 10H,O en 500 ml de agua destilada.

Solucién de lisis de eritrocitos para médula 6sea: compuesta por 140 mM de cloruro
de amonio en Tris-base 17mM. Hay que ajustar su pH a 7,4. Se puede guardar en
alicuotas a -20 °C.

Solucién de lisis de eritrocitos para sangre periférica: para preparar 1 litro de solucion,
hay que disolver 8,3 g de NH,Cl, 1 g de KHCO; y 3,72 g de EDTA en agua destila-
da. Se ajusta el pH a 7,4 y se enrasa hasta 1 litro. Es conveniente prepararlo nuevo
cada vez.

Solucién para gelatinizar portaobjetos: se disuelven 4,5 g de gelatina en polvo y 0,44 g

de cromo III potasio sulfato en 900 ml de H,O, calentando hasta 80°C. Se filtra la

solucion y los portaobjetos limpios se sumergen en ella a 70°C durante 5 min. Lue-
go, se dejan secar en la estufa una noche. Se repite la operacién y se guardan en lu-

gar seco.
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Tampoén citrato soédico salino (SSC) 20x: para preparar 50 ml, se disuelven 8,76 g de
NaCl y 4,41 g de citrato sédico en H,Opp, ajustando el pH a 7,0. Se enrasa hasta
50 ml con H,Op;;pe. Las distintas concentraciones utilizadas (10x, 2x, 0,5x, 0,1x) se
preparan a partir de ésta haciendo las correspondientes diluciones con H,Opjpe.

Tampoén de hibridacion: compuesto por tampéon Tris-HCI 1 M pH 7,4 (20 mM), EDTA
250 mM pH 8,0 (1 mM), NaCl 4 M (300 mM), Formamida (47670, FLUKA) 100%
(50%), Sulfato de dextrano (D8906, Sigma-Aldrich) 50% (10%), Solucién de Den-
hardt (D9905, Sigma-Aldrich) 50x (1x) y H,Opppc.

Tampoén fosfato 0,1 M, pH 7,4 (25 °C, PB): se prepara diluyendo 1:1 una solucién de
tampon fosfato 0,2 M en H,O destilada.

Tampoén fosfato 0,2 M, pH 7,4 (25 °C): se obtiene mezclando soluciones 0,2 M de
Na,HPO, y NaH,PO, hasta alcanzar el pH deseado. Se conserva a temperatura
ambiente.

Tampon fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 (25 °C, PBS): se han de mezclar en agua destilada:
8 g de NaC(l, 0,2 g de KC(I, 1,44 g de Na,HPO, y 0,21 g de KH,PO,. Se ajusta el pH
a 7,4 con HCl y se enrasa a 1 litro.

Tampén TNB: compuesto por el tampon TNT con “blocking reagent” al 0,5% (Perki-
nElmer Life Sciences), siguiendo las especificaciones del comerciante.

Tampoén TNT: compuesto por 0,1 M de Tris-HCl a pH 7,6, 0,15 M de NaCl y 0,05%
Tween-20 en agua destilada.

Tampon Tris-HCI 0,2 M, pH 7,6 a 25° C: se obtiene mezclando 24,24 ¢ de Trizma-HCl

y 5,56 g de Trizma-base en 1 litro de H,O.

Tampoén Tris-Borato-EDTA (TBE): para preparar 1 litro 10x, hay que disolver 108 g de
Tris base (890 mM) y 55 g de acido bérico (890 mM) en 40 ml de EDTA 0,5 M pH
8,0 (20 mM). Se conserva a temperatura ambiente. Para su uso (1x), se disuelve en
la cantidad correspondiente de H,Opppc.

Tampoén X-Gal: compuesto por 100 pl de una solucion de MgCl, 1 M, 2,5 ml de una solu-
ciéon K3, 2,5 ml de una soluciéon K4 y 0,6 ml de una solucion de X-Gal. El volumen
se ajusta a 50 ml con PB 0,1 M. Las soluciones anteriores se tienen preparadas con
anterioridad y son estables durante varios meses. La soluciéon de MgCl, 1 M se pre-
para disolviendo 0,9521 g de MgCl, en 10 ml de H,O destilada. La soluciéon K4 (0,1
M) se prepara disolviendo 2,112 g de ferrocianuro potasico en 50 ml de PB 0,1 M.
La solucion K3 (0,1 M) se prepara disolviendo 1,646 g de ferricianuro potasico en

50 ml de PB 0,1 M. Estas tres soluciones se almacenan a TA y en oscuridad. La so-
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lucién de X-Gal (40 mg/ml) se prepara disolviendo 40 mg de X-Gal en 1 ml de di-

metilformamida, y se guarda en oscuridad a -20 °C.

Sueros inmunologicos

Anticuerpos primarios

Anti-calbindina (anti-CB) monoclonal: IgG de ratén anti-calbindina D-28K 300, Swant,
Bellinzona, Suiza. Esta dirigido contra la proteina calbindina D-28K de ratén. Tiene
reaccion cruzada con las proteinas de mono, conejo, rata, ratéon y pollo, pero no
con la de pez. No presenta reaccion cruzada con la calretinina u otra proteina ligan-
te de calcio conocida.

Anti-calbindina (anti-CB) policlonal: IgG de conejo anti-calbindina D-28k, Swant (CB-
38), Bellinzona, Suiza. Esta dirigido contra la proteina recombinante de rata calbin-
dina D-28k. Tiene reaccién cruzada con otras especies, incluido el humano.

Anti-digoxigenina (anti-DIG) monoclonal: IgG de ratén anti-DIG, Roche (11 333 062
910), Mannheim, Alemania. Es especifico contra moléculas de digoxigenina, tanto
libres como unidas a otras moléculas. Permite detectar moléculas marcadas con di-
goxigenina, como, por ejemplo, proteinas y acidos nucleicos.

Anti-digoxigenina (anti-DIG) policlonal: IgG de oveja anti-DIG, Roche (11 333 089
001), Mannheim, Alemania. Es especifico contra moléculas de digoxigenina, y no
presenta reaccion cruzada contra otros esteroides. Permite detectar moléculas mar-
cadas con digoxigenina, como, por ejemplo, proteinas y acidos nucleicos.

Anti-Iba 1 policlonal de cabra: IgG de cabra anti-Ibal, Everest Biotech (EB07174), Ox-
ford, Inglaterra. Esta dirigido contra un péptido sintético de la region interna de la
secuencia de la proteina Ibal. Es especifico contra microglia y macréfagos, y no
presenta reaccion cruzada con neuronas o astrocitos. Reconoce el Ibal de humano,
de rata, de ratén y de perro.

Anti-Iba 1 policlonal de conejo. IgG de conejo anti-Ibal, Wako, Osaka, Japon. Esta diri-
gido contra un péptido sintético que corresponde a la zona carboxilo terminal de la
proteina Ibal. Reconoce el Ibal de humano, rata y raton.

Anti-proteina acida fibrilar glial (Anti-GFAP) policlonal: IgG de conejo anti-GFAP,
Sigma-Aldrich (G 3893), Missouri, EE. UU. Es especifico contra una proteina de
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50 kDa de los filamentos intermedios de los astrocitos. El anticuerpo presenta reac-
cién cruzada con la GFAP de humano, conejo y rata.

Anti-proteina verde fluorescente (anti-GFP) policlonal de cabra: IgG de cabra anti-
GFP, Abcam (ab290), Cambridge, Inglaterra. Esta dirigido contra toda la molécula
entera de la GFP. El anticuerpo presenta reacciéon contra todas las variantes de la
proteina GEFP de Aeguorea victoria, tales como S65T-GFP, RS-GFP, YFG y EGFP.

Anti-proteina verde fluorescente (anti-GFP) policlonal de conejo: IgG de conejo anti-
GFP, Abcam (ab290), Cambridge, Inglaterra. Esta dirigido contra toda la molécula
entera de la GFP. El anticuerpo presenta reacciéon contra todas las variantes de la
proteina GFP de Aeguorea victoria, tales como S65T-GFP, RS-GFP, YFG y EGFP.

Anti-Reelina monoclonal: IgG de ratén anti-Reelina, Chemicon (MAB53606), California,
EE. UU. Este anticuerpo monoclonal muestra reactividad con el epitopo de Reelina
situado entre los aminoacidos 164 y 189 de la proteina de ratén. También presenta

reactividad cruzada con la Reelina humana y con la de animales no mamiferos.

Anticuerpos secundarios

Anti-cabra conjugado con Cy3 hecho en burro. Laboratorios Jackson (705-165-003),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-cabra conjugado con Cy5 hecho en burro. Laboratorios Jackson (705-175-003),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-conejo biotinado. IgG biotinada de cabra anti-IgG de conejo. Vector (BA-1000),
California, EE. UU.

Anti-conejo conjugado con Cy2 hecho en burro. Laboratorios Jackson (711-225-152),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-conejo conjugado con Cy2 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (111-225-003),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-conejo conjugado con Cy3 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (111-165-003),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-oveja conjugado con Cy3 hecho en conejo. Laboratorios Jackson (313-165-003),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-raton biotinado. IgG biotinada de caballo anti-IgG de ratén. Vector (BA-2000),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-ratéon conjugado con Cy2 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (115-225-003),
Pensilvania, EE. UU.
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Anti-ratéon conjugado con Cy3 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (115-165-160),
Pensilvania, EE. UU.

Anti-ratéon conjugado con Cy3 hecho en burro. Laboratorios Jackson (715-165-150),
Pensilvania, EE. UU.

Estreptavidina conjugada con Cy3. Estreptavidina conjugada con el fluorocromo Cy3.
Laboratorios Jackson (016-160-084), Pensilvania, EE. UU.

Estreptavidina conjugada con Cy2. Estreptavidina conjugada con el fluorocromo Cy2.

Laboratorios Jackson (016-220-084), Pensilvania, EE. UU.
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