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1.- Célula madre y concepto de nicho 

Toda célula madre (SC, del inglés stem cell) puede definirse básicamente como una 

célula indiferenciada, capaz de proliferar, que es capaz de automantenerse a la vez que da lugar 

a progenie diferenciada (Potten y Loeffler, 1990; Morrison y cols., 1997; Alison y cols., 2002; 

Alison y Islam, 2009). Esta definición se basa en los atributos funcionales que potencialmente 

posee y en ello radica la complejidad de su identificación. Por eso es interesante establecer una 

correcta descripción de dichas características. La proliferación consiste en un proceso con un 

patrón cíclico de cambios en la expresión génica que en última instancia dan lugar a la división 

de la célula. Otra característica es la diferenciación, que se define como un cambio cualitativo en 

el fenotipo celular como consecuencia de la síntesis de nuevos productos génicos. Por ello una 

misma célula puede verse sometida a varios eventos de diferenciación y solamente se puede 

indicar que está diferenciada cuando la comparamos con otra. Por el contrario, el concepto de 

maduración se puede considerar un cambio cualitativo que da lugar a una competencia funcional. 

La capacidad de automantenerse o también denominada de auto-renovación, es la que permite 

a las células madre de los tejidos adultos sustentar la renovación celular de los mismos a lo largo 

de toda la vida. Esta propiedad se basa en el potencial de las SC para generar al menos una 

célula con las mismas características cuando se divide. A nivel individual una SC que sufra una 

división simétrica generando dos células diferenciadas no satisface este requisito. Pero cuando 

se observa una población de SC, el conjunto de divisiones contribuye al automantenimiento de 

esta (Potten y Loeffler, 1990; Smith, 2006). 

Una SC se puede catalogar en función del potencial que posee para generar, directa o 

indirectamente, determinada variedad de tipos celulares. El cigoto y las células generadas por 

este en las dos primeras divisiones, estadio de cuatro células, son totipotentes. Es decir, tienen 

capacidad para generar tanto los tejidos embrionarios como extraembrionarios (trofoblasto) 

necesarios para la formación del organismo completo (Alison y cols., 2002; Alison y Islam, 2009). 

Durante los estadios iniciales del desarrollo, el cigoto se divide dando lugar a la masa celular 

interna de la blástula, compuesta por las células madre embrionarias (ESC, del inglés embryonic 

stem cells) pluripotentes, con capacidad para generar todos los linajes celulares que formarán el 

organismo a partir de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo), pero no 

el trofoblasto (Thomson y cols., 1998; Odorico y cols., 2001). En la progresión del desarrollo 

embrionario las ESC van restringiendo su potencial, desde las que pueden dar lugar a todos los 

linajes que conforman un tejido concreto (multipotentes) hasta las que pueden generar uno o 

varios linajes pertenecientes a un tejido (unipotentes u oligopotentes) (Smith, 2006). La mayoría 

de tejidos adultos, tanto de la línea somática como de la germinal, mantienen un pequeño 

porcentaje de células madre unipotentes u oligopotentes (Alison y Islam, 2009). Existe una 

extensa lista de tejidos adultos en los que se ha descrito la presencia de SC adultas (ASC, del 

inglés adult stem cells): médula ósea, sangre circulante, cerebro, médula espinal, pulpa dental, 

vasos sanguíneos, músculo esquelético, epitelios de la piel y sistema digestivo, córnea, retina, 
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hígado, páncreas, folículos pilosos, glándulas mamarias, pulmón, riñón, útero, tubos seminíferos, 

etc. (Weissman, 2000b; Alison y Islam, 2009). En los últimos años se ha abierto una nueva línea 

de investigación con la generación de las células madre pluripotentes inducidas (iPSC, del inglés 

induced pluripotent stem cells). Mediante la transducción retroviral de cuatro factores de 

transcripción, cuya expresión es propia de las ESC, se consigue que cultivos de células 

somáticas maduras adquieran la pluripotencia propia de las ESC. La generación de iPSC sin la 

modificación del contenido genético y su posterior diferenciación dirigida podría permitir en un 

futuro su aplicación en terapia celular individualizada, evitando el rechazo inmunológico y el 

debate ético subyacente al uso de ESC (Takahashi y Yamanaka, 2006; Okita y cols., 2007; 

Takahashi y cols., 2007) (figura 1). 

Figura 1. Las células madre a lo largo del desarrollo. Representación de los sucesivos estadios de desarrollo 
en animales, indicando el potencial de las diferentes poblaciones de células madre. En la progresión del desarrollo 
embrionario las células madre embrionarias (ESC) van restringiendo su potencial. El zigoto y las células de la 
mórula (hasta estadio de 4 células) son totipotentes, pudiendo formar un organismo completo. Las células de la 
masa celular interna de la blástula son pluripotentes; es decir, son capaces de generar todos los tejidos 
embrionarios. Más tarde, el potencial de ESC se limita a la generación de todos los linajes (multipotentes) o uno o 
varios linajes (unipotentes u oligopotentes) de un tejido. La mayoría de tejidos adultos mantienen poblaciones de 
células madre (ASC), con capacidad unipotente u oligopotente. 

 

Generalmente las SC, sobre todo en los tejidos adultos con baja tasa de renovación en 

condiciones normales, presentan una quiescencia relativa con ciclos celulares largos y por lo 

tanto con una división lenta o incluso ocasional. En la mayoría de poblaciones de células madre, 

estas dan lugar a progenitores transitorios de división rápida (TAP, del inglés transit amplifying 

precursors) que se dividen unas pocas veces para finalmente diferenciarse en tipos celulares 

específicos (Diaz-Flores y cols., 2006). Todo ello permite una amplificación en la respuesta de 

generación de nuevas células y evita el desgaste replicativo de las SC (Potten y Loeffler, 1990). 

El comportamiento de una SC viene determinado por el entorno en el que se encuentra, 

al cual denominamos nicho. Definimos este microambiente como el conjunto de componentes 

celulares y no celulares que interaccionan con una población de SC dándole soporte físico y 

modulando su actividad, entendida esta como el balance entre proliferación y automantenimiento 

(Schofield, 1978; Spradling y cols., 2001; Fuchs y cols., 2004; Walker y cols., 2009; Rezza y cols., 

2014). Las interacciones del nicho con las SC pueden producirse a través de contacto físico o 

por medio de factores difusibles. Las primeras comprenden tanto interacciones directas con 
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células del propio nicho como con moléculas de la matriz extracelular (ECM, del inglés 

extracelular matrix), mientras que las señales difusibles pueden ser de tipo autocrino, paracrino 

e incluso endocrino en función de la distancia de las fuentes que las generan. Asimismo la 

inervación y los metabolitos presentes en la zona también juegan un papel importante como 

factor de nicho (Scadden, 2006). Actualmente se ha propuesto que el nicho regula tanto a las SC 

como a los TAP (Walker y cols., 2009). Con el objetivo de garantizar el apropiado control en la 

respuesta de las SC, los programas genéticos intrínsecos de las SC están supeditados a la 

regulación ambiental por los factores de nicho (Li y Xie, 2005; Morrison y Kimble, 2006). Un 

desequilibrio en el balance entre proliferación y quiescencia o entre automantenimiento y 

diferenciación podría tener consecuencias negativas para el organismo, como la formación de 

tumores o la degeneración del órgano (Morrison y Kimble, 2006; Scadden, 2006). 

La relevancia biológica de las SC se sustenta en su papel fundamental en la formación 

de los tejidos durante el desarrollo embrionario así como en la homeostasis tisular en el adulto. 

Esta última mediante la reposición celular tras la muerte celular normal (apoptosis) y la 

regeneración tisular, con limitaciones, tras lesión o enfermedad (Li y Xie, 2005). Estudios 

concretos han demostrado que ciertas células diferenciadas, derivadas de ASC, son 

completamente funcionales. Y unos pocos han confirmado que estas se integran en el tejido e 

interactúan correctamente con su entorno celular. Si bien es cierto que algunos tejidos poseen 

capacidad regenerativa únicamente en algunas etapas del desarrollo ontogénico, la ausencia de 

regeneración no siempre implica la inexistencia de SC, sino que puede deberse a la incapacidad 

del tejido dañado para promover la proliferación de estas o la diferenciación o integración de la 

progenie (Morrison y cols., 1997). 

Debido al potencial terapéutico que ostentan, las ASC son actualmente uno de los 

campos de estudio principales de la biología. Una mejor caracterización de las poblaciones de 

ASC, de los mecanismos asociados a su regulación y de sus factores de nicho, así como el 

descubrimiento de nuevas poblaciones y factores, permitirá su uso extensivo en medicina 

regenerativa (Walker y cols., 2009). El conocimiento profundo de alguna de estas poblaciones, 

como por ejemplo la perteneciente a la epidermis, ya permite actualmente la generación de 

cultivos de piel para transplantes autólogos. Además, las similitudes entre los diferentes nichos 

benefician el avance simultáneo del conocimiento en las diversas poblaciones (Reya y cols., 

2001; Walker y cols., 2009). Por otra parte, se plantea la hipótesis de que una alteración del nicho 

que incremente las divisiones simétricas de las SC, generando dos SC en cada división, conlleva 

un mayor estrés replicativo y por lo tanto incrementa las posibilidades de aparición de cáncer. 

Esta hipótesis se basa en la evidencia del origen frecuente de cáncer a partir de ASC somáticas. 

Además, si el crecimiento y progresión de un tumor está dirigido por las denominadas SC 

cancerosas, este será dependiente del modo de división. Por ello también es interesante el 

estudio de los mecanismos que determinan el modo de división de las ASC, en la búsqueda de 

nuevos mecanismos en la supresión de tumores (Weissman, 2000a; Reya y cols., 2001; Morrison 

y Kimble, 2006). 
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2.- Neurogénesis adulta y células madre neurales 

A finales del siglo XIX Santiago Ramón y Cajal desarrolló la teoría celular en el sistema 

nervioso, según la cual este se compone de células discretas. En cuanto a la capacidad 

regenerativa de los centros nerviosos, Cajal la restringió a la extensión de nuevas fibras a partir 

de los axones principales de las neuronas ya formadas y concluyó que los tractos principales 

eran incapaces de regenerarse a gran escala, atribuyéndolo a la ausencia en el ambiente del 

cerebro adulto de nutrientes y señales de dirección para los conos de crecimiento. Entre sus 

postulados se encontraba, también, la incapacidad de las neuronas para multiplicarse (Ramón y 

Cajal, 1928; ver revisión Lobato, 2008). Este dogma se mantuvo hasta pasada la segunda mitad 

del siglo XX. Uno de los motivos por los que se despreció la posibilidad de división neuronal es 

la complejidad estructural prevalente en las neuronas. Otra razón, de índole conceptual, surgió 

con la analogía del funcionamiento del cerebro con los ordenadores en los años 50, siendo 

irrazonable la adición de nuevos componentes durante su funcionamiento (Gage, 2002).  

La teoría Hebbiana (Hebb, 1949; ver revisión Morris, 1999) postulaba que la plasticidad 

o adaptabilidad sináptica podía ser llevada a cabo por el “fortalecimiento de sinapsis” sin 

necesidad de reorganización estructural. Esta teoría permitió un cambio de concepción en cuanto 

a la inmutabilidad del sistema nervioso y en consecuencia surgieron múltiples ejemplos de 

reorganización sináptica y elongación de axones (Gage, 2002). Joseph Altman describió la 

primera evidencia de nuevas neuronas y glía en mamíferos adultos, en regiones asociadas a 

traumas, mediante técnica autorradiográfica tras la incorporación de timidina tritiada (H3) 

(Altman, 1962). Posteriormente demostró la existencia de neurogénesis adulta en el giro dentado 

del hipocampo (DG, del inglés dentate gyrus) (Altman, 1963; Altman y Das, 1965). Más tarde, 

describió la generación de nuevas neuronas granulares en el bulbo olfatorio (OB, del inglés 

olfactory bulb) en mamíferos adultos (Altman, 1969) a partir de las paredes de los ventrículos 

laterales (LV, del inglés lateral ventricles), que denominó camino migratorio rostral (RMS, del 

inglés rostral migratory stream). Debido a la ausencia de relevancia funcional, estos trabajos 

tuvieron escasa repercusión. La integración y supervivencia tras largos periodos de tiempo de 

las nuevas neuronas generadas fue demostrada por primera vez en ratas adultas (Kaplan y 

Hinds, 1977). En la década siguiente se demostró la neurogénesis adulta en aves. Los canarios 

adultos sustituían masivamente neuronas en los núcleos telencefálicos del canto cada año, 

durante la estación del cortejo (Goldman y Nottebohm, 1983; Paton y Nottebohm, 1984; 

Nottebohm, 1985). La neurogénesis adulta también fue descrita en poiquilotermos, tanto reptiles 

como peces. Mientras que en mamíferos se encontraba limitada a unas pocas regiones del 

cerebro, en el resto de vertebrados las nuevas neuronas eran generadas de forma continua en 

múltiples regiones del sistema nervioso central (SNC) (Zupanc, 2001; Garcia-Verdugo y cols., 

2002). A pesar de las demostraciones anteriormente citadas, la comunidad científica, en una 

actitud antropocéntrica, fue de forma generalizada reticente a aceptar la neurogénesis en 

mamíferos adultos o creerla restringida a los mamíferos no primates (Rakic, 1974; Rakic, 1985).  
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Fue a partir de mediados de los 90 cuando la introducción de nuevas técnicas de marcaje 

junto con nuevos métodos de visualización, como la microscopía confocal, permitió el 

surgimiento de indicios robustos y en consecuencia la amplia aceptación del proceso de 

incorporación continuada de nuevas neuronas en el cerebro adulto. Una de ellas fue la 5-bromo-

2´desoxiuridina (BrdU, 5-bromo-2'-deoxyuridine), un análogo sintético de la timidina, que del 

mismo modo que los nucleósidos naturales, se incorpora al DNA de las células durante la fase 

de síntesis o fase S del ciclo celular (Gratzner, 1982). El uso de BrdU junto con la aparición de 

marcadores de proteínas específicas de neuronas (por ejemplo NeuN) permitió, mediante 

técnicas inmunohistoquímicas (IHQ), identificar las nuevas neuronas generadas (Kuhn y cols., 

1996; Aimone y cols., 2014). Por otra parte, la técnica de marcaje genético mediante retrovirus, 

que permiten incorporar genes reporteros al genoma de las células proliferantes que infectan, 

hizo posible el seguimiento de la progenie de células progenitoras de regiones concretas (Walsh 

y Cepko, 1988; Luskin, 1993; Doetsch y cols., 1999a; van Praag y cols., 2002). Esto demostró la 

incorporación de nuevas neuronas durante toda la vida adulta de roedores, tanto en el giro 

dentado (DG) como en el OB a partir de la zona subependimaria (SEZ, del inglés subependymal 

zone) (figura 2). La incorporación de nuevas neuronas no era en una ratio reducida y constante, 

indicando que no se trataba de un excedente del desarrollo, sino que estaba fuertemente 

regulada por factores ambientales y comportamentales como estrés, edad, ejercicio y 

enriquecimiento ambiental (Aimone y cols., 2014). Con estas técnicas se confirmó la existencia 

de neurogénesis adulta continuada en casi todos los mamíferos examinados. Se demostró en 

humanos incluso de edad avanzada, indicando el potencial clínico de este fenómeno (Eriksson 

y cols., 1998). Coetáneamente, múltiples trabajos indicaron la existencia de poblaciones de SC 

neurales (NSC, del inglés neural stem cells) en el cerebro de roedores adultos, con capacidad 

para renovarse y dar lugar a células de los tres linajes neurales (neuronas, astrocitos y 

oligodendrocitos) in vitro y su ubicación localizada en dos nichos neurogénicos: la zona 

subependimaria (SEZ, del inglés subependymal zone), también denominada zona ventricular-

subventricular (V-SVZ, del inglés ventricular-subventricular zone) en la pared de los ventrículos 

laterales donde se producen las nuevas neuronas del OB y la zona subgranular (SGZ, del inglés 

subgranular zone) donde se generan las nuevas neuronas del DG (Reynolds y Weiss, 1992; 

Richards y cols., 1992; Gage y cols., 1995; Palmer y cols., 1997). Dichos estudios superaron el 

problema mecánico propuesto para el proceso de neurogénesis, que postulaba la dificultad de 

división de las neuronas maduras debido a su complejidad estructural. Demostraron que las 

nuevas neuronas se podían generar, tal y como sucede durante el desarrollo, a partir de células 

indiferenciadas. Consecuentemente se consideró innecesaria la división de una neurona 

compleja durante de proceso de neurogénesis (Gage, 2002). Más tarde se demostró, mediante 

estudios in vivo, la naturaleza astroglial de estas NSC (Doetsch y cols., 1999a; Seri y cols., 2001 

ver revisión Alvarez-Buylla y cols., 2002). 
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Figura 2. Nichos neurogénicos del cerebro de mamíferos 
adultos. Sección sagital de cerebro de ratón adulto, con las dos 
áreas que presentan neurogénesis indicadas en color verde. La 
región con mayor actividad neurogénica es la zona subependimaria 
(SEZ), a partir de la cual los neuroblastos generados (células A) 
migran a través del camino migratorio rostral (RMS) hasta los bulbos 
olfatorios (OB). La otra región neurogénica en mamíferos adultos es 
la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo (DG). 
Modificado de Nguyen y Hippenmeyer, 2014. 

 

Actualmente se acepta de forma generalizada la neurogénesis en mamíferos adultos, 

tanto en la SEZ como en el DG (Ming y Song, 2011; Aimone y cols., 2014; Lim y Alvarez-Buylla, 

2014). También existen muestras de neurogénesis adulta en otras áreas del SNC, entre las 

cuales se encuentra el propio OB (Fukushima y cols., 2002), corteza (Gould y cols., 1999; Gould, 

2007; Cameron y Dayer, 2008), estriado, amígdala, substancia negra (Zhao y cols., 2003), 

hipotálamo (Kokoeva y cols., 2005) y zona subcallosa (genera neuronas y oligodendrocitos) (Seri 

y cols., 2006), pero los trabajos tanto a favor como en contra de la existencia del fenómeno en 

estas otras zonas mantienen la controversia. En estas zonas ha sido difícil replicar de forma 

reiterada los indicios de neurogénesis (Aimone y cols., 2014). Las discrepancias entre los 

diversos estudios pueden ser debidas a las variaciones en la sensibilidad de los métodos 

utilizados, que en el caso de niveles reducidos de neurogénesis pueden comprometer las 

conclusiones finales. También las manipulaciones experimentales del modelo animal (modelos 

de isquemia, infusión de factores de crecimiento, introducción de retrovirus, manipulaciones 

farmacológicas, etc.) y el procesado de las muestras (desenmascaramiento de antígenos, 

congelación del tejido, etc.) pueden inducir daño y/o neurogénesis, alterando los resultados y 

conclusiones (Gould, 2007). Por definición se consideran neurogénicas aquellas regiones del 

cerebro que producen o reciben nuevas neuronas bajo condiciones normales, en ausencia de 

daño. Los estudios que han mostrado neurogénesis en estas áreas, en ausencia de daño u otras 

manipulaciones experimentales, han sido con una baja cantidad de neuronas en comparación 

con la vía SEZ-OB y la SGZ. No obstante, pese al reducido número de nuevas neuronas 

incorporadas, cabe la posibilidad de un papel funcional de estas (Shadlen y cols., 1996; Brecht 

y cols., 2004). 
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En humanos, la neurogénesis adulta en el hipocampo fue inicialmente confirmada, 

mediante los estudios de marcaje con BrdU, a partir de muestras de pacientes con cáncer 

(Eriksson y cols., 1998). Trabajos posteriores con marcadores histológicos, cuestionaron la 

relevancia funcional de esta neurogénesis basándose en la reducida extensión observada 

(Seress y cols., 2001; Seress, 2007). Recientemente, una técnica basada en los niveles de 14C 

en el DNA, producidos por los ensayos de armamento nuclear del siglo XX, ha permitido 

confirmar la neurogénesis hipocampal humana y estimar las dinámicas de generación de nuevas 

neuronas (Spalding y cols., 2005; Kempermann, 2013; Spalding y cols., 2013). Estos estudios 

han concluido que la cantidad de nuevas neuronas generadas es superior respecto a los ratones, 

con una elevada tasa de renovación neuronal en el DG y, por el contrario que en roedores, con 

una caída neta del número de neuronas con la edad (Spalding y cols., 2013). La contribución de 

la neurogénesis adulta a la función hipocampal, demostrada en ratones mediante multitud de 

ensayos, sigue sin esclarecerse en humanos. Aunque no se ha podido demostrar, diversos 

indicios sugieren su contribución (Spalding y cols., 2013; Aimone y cols., 2014). La mayoría de 

estudios muestran la existencia de neurogénesis en la SEZ de humanos adultos, pero pese a su 

papel prominente durante el desarrollo postnatal, las evidencias indican una disminución drástica 

hasta un estado mayoritariamente inactivo (Sanai y cols., 2004; Quinones-Hinojosa y cols., 2006; 

Curtis y cols., 2007; Sanai y cols., 2011; Wang y cols., 2011; Ernst y cols., 2014). A pesar de la 

observación de neuroblastos en la SEZ humana adulta, los trabajos indican que la llegada de 

estos al OB a través del RMS es inexistente o muy limitada, al contrario de lo que sucede en el 

resto de mamíferos (Sanai y cols., 2004; Bergmann y cols., 2012; Ernst y cols., 2014; Wang y 

cols., 2014). No obstante, el trabajo de Curtis y colaboradores en 2007 demuestra la existencia 

de un RMS organizado y con presencia de neuroblastos, por lo que se mantiene el debate al 

respecto (Curtis y cols., 2007). Recientes evidencias sugieren destinos alternativos al OB para 

los neuroblastos generados en la SEZ, como el córtex prefrontal durante el desarrollo postnatal 

(Sanai y cols., 2011). Otro trabajo, basado en el marcaje con 14C, muestra evidencias de la 

generación de interneuronas estriatales a partir de la SEZ durante toda la etapa adulta (Ernst y 

cols., 2014). Sin embargo, un artículo coetáneo plantea como destino principal de los pocos 

neuroblastos generados, en la SEZ adulta, el OB. Es por ello que la reivindicación de la 

neurogénesis estriatal en el humano adulto sigue siendo controvertida (Wang y cols., 2014). En 

el pasado se negó la existencia de neurogénesis en el cerebro de mamíferos adultos y, una vez 

asumida esta, pasó tiempo hasta que se aceptó su existencia en primates. Por ello debemos 

tener la mente abierta a la posibilidad de un cerebro “más neurogénico”. Solamente la aparición 

de nuevas técnicas, más sensibles y replicables, permitirá nuevos hallazgos y conclusiones 

(Gould, 2007). Pese a que en humanos se cree ausente o muy limitado el proceso de migración 

e incorporación de nuevas neuronas al OB, el estudio de la población de NSC presente en la 

SEZ puede aportar conocimientos relevantes en cuanto al funcionamiento de este tipo celular y 

su aplicación terapéutica. 
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2.1.- La zona subependimaria y el bulbo olfatorio 

La región del cerebro de mamíferos adultos en la que se observa mayor actividad 

neurogénica es la SEZ. Se trata de una fina región en la pared de los LV de células en división 

(Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002). La citoarquitectura de la SEZ ha sido caracterizada con 

detalle mediante el uso de IHQ y microscopía electrónica. Preparaciones whole mount (WM) de 

las paredes laterales de los ventrículos han permitido visualizar características clave de la 

organización del nicho neurogénico (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996; Mirzadeh y cols., 2008; 

Mirzadeh y cols., 2010). Mediante criterios morfológicos, ultraestructurales y moleculares se ha 

establecido la existencia de cuatro tipos celulares principales en la SEZ. Además, mediante 

experimentos de trazado de linaje y de regeneración se han establecido las relaciones 

funcionales entre ellos (Doetsch y cols., 1997; Doetsch y cols., 1999a; Mirzadeh y cols., 2008; 

Chojnacki y cols., 2009). Las NSC, también denominadas células B1, dan lugar a progenitores 

intermedios (células tipo C) que se dividen varias veces de forma rápida antes de diferenciarse 

en neuroblastos (células tipo A), que migran hacia el OB, u oligodendroblastos, que se dirigen al 

cuerpo calloso (CC) (Menn y cols., 2006). A continuación se describen en detalle los principales 

tipos celulares que se observan en la SEZ (figura 3). 

 

 

Figura 3. El nicho neurogénico de la zona 
subependimaria adulta. Modelo tridimensional de la 
zona subependimaria (SEZ) adulta ilustrando las células 
B1 (azul), células tipo C o TAP (verde) y células tipo A o 
neuroblastos (rojo). Obsérvense los procesos basales 
de las células B1 contactando con los vasos sanguíneos 
(naranja) y sus extremos apicales en la superficie 
ventricular. Las células ependimarias tipo E1 (marrón 
claro y oscuro) y E2 (color melocotón) confieren la 
organización en pinwheels alrededor de las superficies 
apicales de las células B1. Modificado de Mirzadeh y 
cols., 2008. 
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Las células ependimarias o tipo E se disponen en una monocapa que delimita la SEZ de 

la cavidad ventricular, organizadas en los denominados pinwheels. Estas poseen unos procesos 

laterales altamente interdigitados y complejos de uniones estrechas y adherentes entre sí. La 

superficie apical, que contacta con la cavidad ventricular, contiene microvellosidades y cilios 

largos que hacen circular el líquido cefalorraquídeo (CSF, del inglés cerebrospinal fluid). Poseen 

núcleo esférico y cromatina dispersa y expresan los marcadores moleculares CD24, vimentina y 

S100β. Entre ellas se distinguen dos tipos: las células ependimarias multiciliadas (tipo E1) con al 

menos 50 cilios y las biciliadas (tipo E2) que representan solamente el 5 % del total (Mirzadeh y 

cols., 2008; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Las mitocondrias son abundantes, localizándose 

bajo los cuerpos basales en las primeras y alrededor del núcleo en las segundas. Las E2 se 

distinguen de las E1 por su característico cuerpo basal de gran tamaño y por sus cilios 

parcialmente invaginados. Debido a estas características se ha planteado el posible papel de las 

E2 en señalización, como sensores mecánicos o químicos del CSF (Mirzadeh y cols., 2008). 

Las células B1 poseen una morfología altamente polarizada, con una pequeña superficie 

apical que posee un cilio corto no móvil en contacto con el ventrículo. En algunos casos, parte 

del soma celular se encuentra comprimido entre las células ependimarias, haciendo contacto 

directo con el ventrículo. Se caracterizan por su largo proceso basal que, en la mayoría, contacta 

mediante una estructura especializada denominada pie vascular, con un vaso sanguíneo. Estos 

procesos basales, antes de contactar con los vasos sanguíneos, envuelven las cadenas de 

neuroblastos migradores formando los denominados gliotubos. También poseen extensiones 

lamelares de membrana laterales, a partir del cuerpo celular, que contactan con las zonas 

basales de las células ependimarias adyacentes. Además, se observan pequeños procesos 

procedentes del cuerpo celular y de la zona proximal del largo proceso basal. Las células B1 se 

caracterizan por la expresión de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP, del inglés glial fibrillary 

acidic protein), vimentina, transportador de glutamato específico de astrocitos (GLAST, del inglés 

astrocyte-specific glutamate transporter), SOX2 y CD133 y la ausencia de expresión de los 

marcadores moleculares S100β y CD24 (Mirzadeh y cols., 2008). Estos astrocitos son 

relativamente quiescentes y desempeñan el papel de NSC en la SEZ (Morshead y cols., 1994; 

Doetsch y cols., 1999a). Se encuentran agrupados en número variable, entre 1 y 9, y rodeados 

por células ependimarias. La presencia de los extremos apicales de las B1 influye sobre la 

geometría de las ependimarias y en consecuencia confiere una arquitectura característica en la 

pared ventricular de las regiones neurogénicas, cuyas unidades se denominan pinwheels. Las 

B1 suponen casi un tercio de las células que contactan con el ventrículo aunque debido a su 

reducida superficie apical, en comparación con las E, aparentan ser una mínima proporción. 

Uniones estrechas y adherentes consolidan el ensamblaje entre las B1 y de estas con las E, 

siendo las uniones adherentes B1-E asimétricas. Por debajo de los procesos basales de las B1 

se localiza una capa de astrocitos dispersos de morfología multipolar denominados B2. Estas 

células, con la morfología típica astrocitaria, también se localizan en las zonas no neurogénicas 

(Doetsch y cols., 1997). 
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Los progenitores intermedios (tipo C) son de tamaño similar a las B1 pero, al contrario 

que estas, carecen de ramificaciones de filamentos intermedios y en consecuencia poseen una 

morfología esférica. En su citoplasma se observa un extenso aparato de Golgi. Su núcleo posee 

invaginaciones y la cromatina muestra condensación heterogénea. Los marcadores moleculares 

que los caracterizan son Dlx2, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFr, del inglés 

epidermal growth factor receptor), Mash1 y nestina (Doetsch y cols., 2002b; Parras y cols., 2004). 

Las células C se encuentran agrupadas entre sí y se localizan yuxtapuestas a las cadenas de 

neuroblastos (tipo A) y en contacto con células B1 y vasos sanguíneos. En ocasiones forman 

uniones especializadas con las células A (Doetsch y cols., 1997). Las células C son las de mayor 

capacidad proliferativa en la SEZ y suponen el 10 % de las células de la zona. Poseen una 

limitada capacidad de auto-renovación, dividiéndose simétricamente unas 3 veces para dar lugar 

tanto a neuroblastos migradores (tipo A) como a oligodendroblastos. Se desconoce si una misma 

célula puede producir ambos tipos o cada célula C tiene determinado el linaje que va a generar 

(Chojnacki y cols., 2009).  

Los neuroblastos (tipo A) se caracterizan principalmente por su forma elongada con uno 

o dos procesos (unipolar o bipolar) y por poseer microtúbulos orientados a lo largo de su eje 

principal. Tienen abundante cromatina laxa con entre 2 y 4 nucléolos pequeños. También se 

caracterizan por su reducido citoplasma con muchos ribosomas libres y por un retículo 

endoplasmático rugoso y un aparato de Golgi pequeños. Se estima que se generan unos 30000 

neuroblastos diarios. Los marcadores moleculares que los definen son NCAM, el marcador 

neuronal temprano TUJ1 (βIII-tubulina) y Doblecortina (DCX, doublecortin). Distribuidos a lo largo 

de su superficie tienen pequeños complejos de unión que unen entre sí células semejantes. Se 

piensa que estas uniones están en continua modificación, permitiendo su avance en ausencia 

de glía radial (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996; Doetsch y cols., 1997). Los neuroblastos migran 

tangencialmente, mientras se dividen una o dos veces, hasta llegar al OB. Para ello, se agregan 

formando cadenas a lo largo del eje rostro-caudal. Estas cadenas se encuentran envueltas por 

las prolongaciones basales de las B1 o también llamados gliotubos, trazando el denominado 

RMS. Aunque la presencia de las B1 no es esencial para la migración de los neuroblastos 

(Wichterle y cols., 1997), los factores que secretan regulan la migración de estos (Mason y cols., 

2001). Una vez en el OB se desplazan radialmente y se diferencian en interneuronas maduras y 

funcionales integradas en las capas glomerular (GCL, del inglés glomerular cell layer), granular 

y plexiforme externa (Whitman y Greer, 2007; Yang, 2008).  

Mediante la eliminación de todos los precursores inmaduros (tipo C) y de los 

neuroblastos migradores (tipo A) de la SEZ, con el uso del antimitótico citosina-β-D-

arabinofuranósido (Ara-C), se observó la regeneración de la SEZ. Primero reaparecían las tipo 

C y seguidamente los A, regenerando la zona y mostrando una inesperada plasticidad (Doetsch 

y cols., 1999b) (figura 4). 
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Figura 4. Tipos celulares y linajes en la zona subependimaria adulta. 
Representación esquemática de la zona subependimaria (SEZ) adulta con los linajes 
celulares presentes en esta. Las células tipo B1 dan lugar a las células C, que actúan 
como progenitores intermediarios de neuronas (nIPC) y de oligodendrocitos (oIPC). 
Los nIPC dan lugar a los neuroblastos (células A) que tras migrar al OB generan las 
neuronas. Los oIPC migran hasta el cuerpo calloso (CC) dando lugar a los 
oligodendrocitos. Modificado de Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009. 

 

La migración de los neuroblastos a través del RMS se basa en la combinación e 

interacción de una extensa variedad de factores extracelulares que les confieren actividades de 

quimiorepulsión, quimioatracción y motogénicas. Mediante el uso de ensayos in vitro de 

migración, utilizando explantes de RMS de modelos murinos, han sido identificados multitud de 

reguladores de la migración de los neuroblastos. Entre ellos se incluyen moléculas de adhesión 

celular, moléculas de ECM, moléculas específicas de guía axonal, factores de crecimiento y 

neurotransmisores (Lledo y Saghatelyan, 2005; Lledo y cols., 2006; Nguyen y Hippenmeyer, 

2014). Entre las moléculas de adhesión destaca PSA-NCAM que es imprescindible para la 

correcta organización de las cadenas de neuroblastos. También se ha demostrado la 

intervención en este proceso de Integrinas, Galectina-3 y Trombospondina-1. Cuando los 

neuroblastos llegan al OB, mediante la acción de proteínas de ECM, estos se separan de la 

cadena y migran radialmente hasta su lugar de destino. La proteína Tenascina-R (TN-R) presente 

en la capa granular del OB interviene tanto en la separación de los neuroblastos de la cadena 

como en su migración radial. Por otra parte, la glicoproteína de ECM Reelina, presente en la 

capa mitral del OB, únicamente influye en el primer proceso (Nguyen y Hippenmeyer, 2014). La 

expresión de diversas moléculas de guía axonal y de sus respectivos receptores tiene relevancia 

en el proceso de migración tangencial e incluso radial de los neuroblastos. Entre ellas se 

encuentra la señal quimiorepulsiva a través de la vía SLIT-ROBO. SLIT1 y SLIT2 son expresados 

por el septum y los plexos coroideos (CP, del inglés choroid plexus) desencadenando la 

quimiorepulsión de los neuroblastos que, al igual que los astrocitos, expresan los receptores 

ROBO2 y ROBO3. En sentido opuesto, la expresión de SLIT1 por los neuroblastos y las células 

C induce la quimiorrepulsión de los astrocitos, contribuyendo a la formación y mantenimiento de 
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los gliotubos. También se conoce la intervención de las parejas molécula/receptor: Netrina-

1/DCC, Neuregulinas1y3/Erb4, Efrina-B2/EphB2 y Semaforina/Plexina-B2 (Nguyen y 

Hippenmeyer, 2014). Por otra parte, se ha demostrado la influencia de multitud de factores de 

crecimiento: factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF1, insulin-like growth factor-I), factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular endotelial growth factor), factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF, brain derived neurotrophic factor), factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor), factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF, glial 

cell derived neurotrophic factor), meteorina, cometina, factor de crecimiento epidérmico (EGF, 

epidermal growth factor) y factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2, fibroblast growth factor 

2). Otros factores que intervienen en el proceso son: el morfógeno Sonic Hedgehog (SHH), DCX, 

Nogo-A/NgR1 y proquineticina2/Prokr1y2. Este último actúa como quimioatrayente de los 

neuroblastos a lo largo del RMS y como señal de disociación a la entrada del OB (Nguyen y 

Hippenmeyer, 2014). Entre los neurotransmisores implicados en la migración de los neuroblastos 

se encuentran GABA y glutamato (Glu). Son los astrocitos que forman los gliotubos los que, 

mediante la regulación de los niveles de GABA, controlan la velocidad de migración de los 

neuroblastos a través del receptor GABAA (Nguyen y Hippenmeyer, 2014). 

 

Figura 5. El proceso neurogénico en la vía SEZ-RMS-OB (zona subependimaria - camino migratorio rostral - 
bulbo olfatorio). Representación esquemática de una sección sagital del cerebro de ratón adulto (centro) y una 
sección coronal conteniendo la zona subependimaria (SEZ) (encima del anterior). La flecha del panel central indica 
el sentido de migración de los neuroblastos (rojo). (A) Ampliación de la sección coronal de la SEZ, zona de 
proliferación, donde se encuentran las células de tipo B1 (violeta), tipo C (azul), tipo A (rojo), tipo E (amarillo) en 
contacto con el ventrículo lateral (LV), astrocitos (verde) y vasos sanguíneos (naranja). (B) Ampliación de la sección 
sagital mostrando el camino migratorio rostral (RMS); formado por los gliotubos, compuestos por astrocitos (verde), 
a través de los cuales migran los neuroblastos (rojo). (C) Ampliación de sección coronal del bulbo olfatorio (OB), 
donde se muestran las capas glomerular (GCL) y granular (GL) en las cuales se integran los neuroblastos, 
diferenciándose en interneuronas (rojo). Modificado de Lledo y cols., 2008; Conover y Shook, 2011 y Nguyen y 
Hippenmeyer, 2014. 
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Las NSC de distintas zonas de la SEZ dan lugar a diferentes tipos de interneuronas en 

el OB (figura 5). Las neuronas GABAérgicas, que se integran en la capa granular y GCL, derivan 

de NSC localizadas en la zona lateral de la SEZ; mientras que las glutamatérgicas de la capa 

juxtaglomerular se originan en la parte dorsal de la SEZ (Lledo y cols., 2006; Merkle y cols., 2007; 

Brill y cols., 2009). Cada uno de los tipos de interneuronas generadas se produce 

preferentemente en distintas edades, siendo la hipótesis más plausible la prevalencia de la 

producción de las diferentes poblaciones de NSC en cada momento (Lledo y cols., 2008). La 

diversidad en la producción de interneuronas es debida en gran medida a diferencias autónomo-

celulares entre las poblaciones de NSC, de tal forma que un trasplante de NSC de una zona a 

otra da lugar a las interneuronas que típicamente producen las NSC en la región de origen. Varios 

trabajos demuestran un origen embrionario diferente para las distintas poblaciones de NSC 

(Kelsch y cols., 2007; Merkle y cols., 2007; Young y cols., 2007). Se plantea la posibilidad de que 

modificaciones epigenéticas subyazcan a las diferencias en la expresión de factores de 

transcripción y en consecuencia a la determinación de estas (Lledo y cols., 2008; Lim y Alvarez-

Buylla, 2014). 

 

2.2.- Origen embrionario de las células madre neurales 

Durante el desarrollo embrionario temprano de mamíferos, las células multipotentes, de 

origen ectodérmico, que forman el neuroepitelio monoestratificado del tubo neural, generan tanto 

neuronas como glía (astrocitos y oligodendrocitos), dando lugar a la mayoría de la diversidad 

celular del SNC. Estas células, denominadas neuroepiteliales, poseen dos procesos 

citoplasmáticos perpendiculares a la superficie ventricular, de tal forma que mantienen la 

cohesión del epitelio. Su extremo apical contacta con el lumen del ventrículo, donde proyecta un 

cilio primario, mientras que el basal contacta con la lámina basal del neuroepitelio original. 

Durante los primeros estadios del desarrollo, la mayoría de estas células se dividen 

simétricamente contribuyendo a la expansión del tubo neural. Si bien, algunas células 

neuroepiteliales generan neuronas tempranas. En los sucesivos estadios, coincidente con el 

comienzo de la neurogénesis, las células neuroepiteliales elongan su proceso basal, engrosando 

el tejido. Mientras, los somas celulares se mantienen junto al ventrículo en la VZ. Al mismo 

tiempo, estas células adquieren progresivamente características de células gliales y pasan a 

denominarse células de la glía radial (RG, del inglés radial glial cells). Van adquiriendo 

marcadores astrogliales típicos como GLAST, BLBP y TN-C y una variedad de proteínas de 

filamentos intermedios como RC1, RC2, nestina, vimentina y GFAP (Campbell y Gotz, 2002). 

Las RG mantienen su polaridad apical-basal, contactando basalmente con las meninges, lámina 

basal y vasos sanguíneos. Al igual que las neuroepiteliales, poseen uniones estrechas entre sí y 

se caracterizan por presentar migración nuclear intercinética. Estas se dividen asimétricamente 

generando precursores intermediarios de oligodendrocitos (oIPC, del inglés oligodendrocyte 

precursors intermediaries) o de neuronas (nIPC, del inglés neuron precursors intermediaries) o 

directamente neuronas, sirviendo al mismo tiempo de guías para la migración de las nuevas 
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neuronas. Se desconoce si una sola RG es multipotente o si, por el contrario, diferentes RG dan 

lugar a los distintos tipos celulares. Conforme se genera, esta progenie se va desplazando hacia 

la capa del manto para diferenciarse, de tal forma que el cerebro se engruesa y al mismo tiempo 

las RG se elongan. Al final del desarrollo embrionario la mayoría de las RG se separan del lado 

apical para finalmente convertirse en astrocitos. Al mismo tiempo las RG, que se mantienen como 

tal, continúan generando oIPC. Tras el nacimiento, una subpoblación de RG mantiene su 

contacto apical y continúa actuando como NSC, generando IPC. Progresivamente, algunas RG 

se convierten en células ependimarias, mientras que otras adquieren las características de 

astrocitos de la SEZ (células tipo B1). Estas mantienen la organización epitelial, polaridad apical-

basal y su función de NSC en el adulto (ver apartado 2.1 de esta introducción), generando nIPC 

y oIPC (Gotz y Huttner, 2005; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009) (figura 6). En los vertebrados no 

mamíferos se ha observado que las RG persisten en el adulto y actúan, al igual que durante el 

desarrollo, como progenitores primarios de neuronas y glía y sus fibras guían la migración de las 

nuevas neuronas. 

 

Figura 6. Naturaleza glial de las células madre neurales en el desarrollo y en el adulto. En el desarrollo 
temprano las células neuroepiteliales se dividen simétricamente aumentando su población. Probablemente 
algunas de ellas generan neuronas tempranas. Durante el desarrollo cerebral, el epitelio se engruesa, las células 
neuroepiteliales se elongan y se transforman en glía radial (RG). Estas se dividen asimétricamente dando lugar 
a neuronas directamente o indirectamente mediante la generación de progenitores intermediarios de neuronas 
(nIPC). También se cree que las RG generan oligodendrocitos a través de sus precursores (oIPC). A medida que 
se genera y diferencia la progenie, el cerebro se engruesa promoviendo la elongación de las RG. Al final del 
desarrollo embrionario la mayoría de las RG se desprenden de la parte apical y se transforman en astrocitos, al 
mismo tiempo continúa la generación de los oIPC. Tras el nacimiento, una subpoblación de la RG mantiene el 
contacto apical y su función como células madre neurales (NSC) generando precursores de neuronas (nIPC) y 
oligodendrocitos (oIPC). Algunas de ellas se transforman en células ependimarias, mientras que otras se 
convierten en astrocitos adultos de la SEZ (células tipo B1) que actúan como NSC en el adulto. Las flechas con 
línea discontinua indican hipótesis no confirmadas experimentalmente. Modificado de Kriegstein y Alvarez-Buylla, 
2009. 
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En el pasado se consideraba a las células gliales como un producto final de la 

diferenciación, caracterizadas por su función de soporte de las neuronas y con un origen 

temprano en el desarrollo diferente a estas. Estudios de trazado de linaje han permitido un 

cambio de concepción, mostrando que algunas células gliales (RG durante el desarrollo y 

subpoblaciones de astrocitos en los mamíferos adultos) actúan como NSC. Dichos estudios han 

demostrado que las NSC adultas son parte de un linaje que comienza con las células 

neuroepiteliales, continúa con las RG y termina con los astrocitos germinales de la SEZ en el 

cerebro postnatal y adulto (Merkle y Alvarez-Buylla, 2006; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). 

 

2.3.- Regulación de la neurogénesis adulta en la zona subependimaria 

La generación de nuevas neuronas en la SEZ está condicionada por multitud de factores 

intrínsecos y extrínsecos a las propias células progenitoras, así como por la interacción entre 

ellos. El conjunto de señales interviene en la capacidad de proliferación, automantenimiento y 

destino celular de las NSC y su progenie. Los factores extrínsecos que regulan la neurogénesis 

adulta comprenden desde moléculas generadas en el nicho hasta señales sistémicas. 

Intrínsecamente, modificaciones epigenéticas y reguladores del ciclo celular modulan el 

comportamiento de las NSC y su progenie (Silva-Vargas y cols., 2013). 

     2.3.1.- La zona subependimaria como nicho de células madre neurales 

Las B1-NSC están expuestas a señales de tres compartimentos del nicho: el CSF/células 

ependimarias, el nicho intermedio de la SEZ (células de la SEZ y otras células del nicho) y el 

nicho perivascular (Silva-Vargas y cols., 2013) (figura 7). 

El compartimento del CSF/células ependimarias es un importante foco de señalización 

sobre las NSC y su progenie (figura 7). La principal fuente de CSF son los CP, unos órganos 

formados por células epiteliales cúbicas que rodean un conjunto de capilares y tejido conectivo 

laxo (Bill y Korzh, 2014). Las células, ependimarias modificadas, poseen lámina basal y uniones 

estrechas entre sí. Estas uniones evitan el paso de la mayoría de moléculas, formando parte de 

la barrera hematoencefálica (BBB, del inglés blood-brain barrier) (Pascual Garvi y cols., 2004). 

Además de su papel como regulador paracrino mediante la producción de CSF, los CP actúan 

como sistema de filtración, eliminación de metabolitos, sustancias extrañas y exceso de 

neurotransmisores del CSF. Los CP se encuentran flotando en el CSF, uno en cada uno de los 

cuatro ventrículos. El CSF posee funciones de protección física y transporte de iones. Su 

composición incluye una amplia variedad de moléculas de señalización, incluyendo señales 

sistémicas, que varía en función del momento de desarrollo y se altera en situaciones 

patológicas, reflejando el estado fisiológico del organismo. En él están presentes factores de 

crecimiento y ligandos implicados en la biología de las NSC, entre los que se encuentran TGF, 

IGF, PDGF, SHH, Wnt, BMP, Slit, FGF2, NT-3 y ácido retinóico (Hayamizu y cols., 2001; Lehtinen 

y cols., 2011; Lim y Alvarez-Buylla, 2014). La mayoría de estos factores son producidos o 
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transportados por los CP, aunque las células ependimarias y de la SEZ así como los axones 

aferentes también producen algunos de ellos. Las células epiteliales de los CP expresan 

múltiples receptores que reconocen señales globales y responden a ellas modulando su 

secretoma. Pese a que solamente las B1-NSC están en contacto con el CSF, algunos factores 

presentes en el CSF penetran profundamente en la SEZ, uniéndose a prolongaciones de la 

lámina basal de los capilares que se ramifican de manera compleja y que se denominan fractones 

(Silva-Vargas y cols., 2013). La migración de los neuroblastos desde la SEZ hasta el OB también 

es regulada, al menos parcialmente, por gradientes de moléculas presentes en el CSF. Estos 

gradientes son establecidos por la presencia de un flujo rostral del CSF generado mediante el 

movimiento coordinado de los cilios de las células ependimarias (Sawamoto y cols., 2006). Por 

otra parte, cada vez parece más relevante la adhesión entre las células ependimarias en el 

mantenimiento de la quiescencia de las NSC (Silva-Vargas y cols., 2013). Además, las células 

ependimarias aportan al nicho la secreción de factores difusibles como Noggin. Este factor 

antagoniza a las BMP secretadas por las NSC, cuya presencia favorece la diferenciación 

astrocitaria, de tal forma que permite la diferenciación neuronal (Lim y cols., 2000). Otras 

moléculas secretadas por las células ependimarias son CXCR4, que interviene en la migración 

y supervivencia de los neuroblastos (Dziembowska y cols., 2005), y el factor derivado del epitelio 

pigmentario (PEDF, pigment epithelium-derived factor) que regula la auto-renovación de las NSC 

de la SEZ (Ramirez-Castillejo y cols., 2006; Andreu-Agullo y cols., 2009).  

El compartimento de nicho de la SEZ intermedia lo componen las NSC, su progenie y 

otras células presentes en la zona, que interaccionan entre sí (figura 7). Las señales de 

retroalimentación (feedback) de los TAP y neuroblastos regulan directamente la proliferación de 

las B1-NSC mediante señales difusibles e interacciones célula-célula (Doetsch, 2003). Por 

ejemplo, en situación de homeostasis, la interacción directa entre células tipo C, que expresan 

EGFR, y las B1-NSC a través de Notch1, regula el número de NSC y su capacidad de auto-

renovación (Aguirre y cols., 2010). Por otra parte, los astrocitos presentes en la SEZ parecen 

tener un papel relevante en la integración y propagación de múltiples señales a nivel autocrino y 

paracrino sobre la población de astrocitos con características de NSC (Taupin y cols., 2000; Lie 

y cols., 2005). Los neurotransmisores son también factores clave del nicho. De ellos, el GABA 

es el mayor regulador de la quiescencia/activación de las NSC. Este es generado por los 

neuroblastos, inhibiendo la proliferación de las B1-NSC, que expresan receptores específicos 

(GABAAR) (Young y cols., 2011). La SEZ está ampliamente inervada por axones procedentes de 

distintas áreas cerebrales, que también controlan la proliferación de las NSC y los TAP. Entre 

ellas se encuentran las neuronas serotoninérgicas del núcleo del rafe y las dopaminérgicas de la 

substancia negra y el área ventral tegmental (Simpson y cols., 1998; Lennington y cols., 2011). 

También se ha demostrado la implicación de otros neuromoduladores, como el óxido nítrico de 

las neuronas estriatales nitrérgicas, en la regulación del comportamiento de las NSC y su 

progenie (Matarredona y cols., 2005; Gray y Cheung, 2014). Una hipótesis plantea que la 

heterogeneidad regional de las NSC podría deberse a la inervación diferencial de la SEZ. 
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Además la interacción con otras células del nicho, como la microglía, es frecuente incluso en 

situaciones de homeostasis (Silva-Vargas y cols., 2013). 

El compartimento de nicho perivascular lo componen los vasos sanguíneos que 

discurren por la SEZ y las células que se disponen alrededor o contactando con estos (figura 7). 

Los vasos sanguíneos están formados por células endoteliales con uniones estrechas y 

envueltas por pericitos, con la lámina basal rodeándolos (Tavazoie y cols., 2008; Silva-Vargas y 

cols., 2013). Los pies vasculares de las B1 envuelven este complejo que, en conjunto, forma 

parte de la BBB (Pascual Garvi y cols., 2004). A lo largo de la SEZ discurre un plexo vascular 

plano con el que contactan directamente tanto las células tipo C como las NSC. Dichos lugares 

de contacto carecen de la envoltura de pericitos o prolongaciones gliales, siendo esta una 

característica única en todo el SNC, permitiendo el acceso directo a diversas moléculas como 

factores de crecimiento, citoquinas, hormonas, oxígeno y nutrientes circulantes. En la SEZ no se 

observan indicios de proliferación de células endoteliales, indicando que se trata de una 

población altamente quiescente y por lo tanto que el proceso de angiogénesis es escaso o incluso 

nulo en condiciones de homeostasis (Tavazoie y cols., 2008). La lámina basal es una capa 

especializada de la ECM. Prolongaciones de la lámina basal, denominadas fractones, se 

extienden desde los vasos hasta la capa ependimaria. Estos tienen la capacidad de unir y captar 

factores de crecimiento (Silva-Vargas y cols., 2013). El anclaje de las NSC y su progenie con los 

fractones, a lo largo de los vasos, parece ser un factor clave en el comportamiento de estas. La 

heterogeneidad en la composición de la ECM genera patrones locales, con señales y 

características físicas diferenciales, que influyen en la toma de decisiones de destino celular 

(Silva-Vargas y cols., 2013). El flujo sanguíneo en la SEZ se encuentra reducido respecto al resto 

de zonas del cerebro, indicando que este nicho podría ser hipóxico (Culver y cols., 2013). Las 

señales sistémicas que circulan por los vasos sanguíneos tienen acceso a la SEZ tanto a través 

del CSF como mediante extravasación local. Es por ello que señales que quedan excluidas del 

resto de zonas del cerebro tienen acceso directo a este nicho (Silva-Vargas y cols., 2013). 

Mientras que las señales difusibles generadas por las células endoteliales como FGF2, BDNF, 

VEGF, IGF1, PEDF, SDF-1 y beta-celulina promueven generalmente la proliferación, las señales 

mediadas por contacto, mediante adhesión con las células endoteliales, pueden promover la 

quiescencia (Biro y cols., 1994; Leventhal y cols., 1999; Jin y cols., 2002; Shen y cols., 2004; 

Ramirez-Castillejo y cols., 2006; Kokovay y cols., 2010; Gomez-Gaviro y cols., 2012). La 

excepción la constituye la neurotrofina 3 (NT-3) producida por endotelios, que actúa como señal 

difusible de quiescencia (Delgado y cols., 2014). Además, en el compartimento de nicho 

perivascular se disponen macrófagos y fibroblastos. La contribución del conjunto de células 

perivasculares sobre el linaje de las NSC todavía requiere de mayor conocimiento (Silva-Vargas 

y cols., 2013). 
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Figura 7. Señales de nicho en la zona subependimaria adulta. Representación 
coronal del cerebro mostrando la zona subependimaria (SEZ) (gris) y el plexo 
coroideo (CP) flotando en los ventrículos (verde). A la derecha, ampliación de uno 
de los ventrículos. En la parte inferior, detalle indicando los 3 compartimentos de 
nicho y las señales que influyen en las células madre neurales (NSC) y su progenie. 
Diversas señales están presentes en el líquido cefalorraquídeo (CSF); algunas de 
ellas producidas por los CP (verde), células ependimarias y axones aferentes. ECM: 
señales de la matriz extracelular. En la SEZ intermedia (gris) las señales difusibles e 
interacciones célula-célula modulan el comportamiento de las células del nicho, entre 
las que se encuentran las NSC o células B1 (violeta). En el compartimento 
perivascular (naranja) se producen señales difusibles y de contacto de las células 
endoteliales. Además, a través de este llegan señales sistémicas dependientes del 
flujo sanguíneo. Modificado de Conover y Shook, 2011 y Silva-Vargas y cols., 2013. 

 

     2.3.2.- Regulación epigenética de las células madre neurales  

Las modificaciones epigenéticas implican cambios heredables en patrones de expresión 

génica no codificados en la secuencia de DNA genómico. Diversos mecanismos epigenéticos 

juegan un papel relevante en el comportamiento de las NSC y su progenie, modulando y 

coordinando su expresión génica. Entre estos mecanismos se encuentra la metilación del DNA, 

modificación de histonas y expresión de RNA no codificantes (ncRNA, del inglés non coding 

RNA). En múltiples casos, dicha regulación comprende la interacción entre diferentes 

mecanismos epigenéticos. Cada regulador epigenético tiene varias dianas y afecta a múltiples 

procesos de la neurogénesis, en algunos casos exclusivamente en la etapa adulta (Sun y cols., 

2011). 
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La metilación del DNA sucede principalmente en los residuos de citosina de las 

denominadas islas CpG. Aunque inicialmente se consideraba una marca epigenética estable, 

actualmente se ha confirmado el proceso de metilación/desmetilación en múltiples situaciones 

biológicas, tanto de forma pasiva (durante la replicación del DNA) como activa. Se ha demostrado 

la relevancia de la metilación del DNA en la regulación génica en el proceso de neurogénesis 

(ver revisiones: Ming y Song, 2011; Sun y cols., 2011; Faigle y Song, 2013; Lim y Alvarez-Buylla, 

2014). 

La cromatina se condensa mediante los denominados nucleosomas, que comprenden 

unos 147 pares de bases de DNA alrededor de dos copias de cuatro histonas distintas (H2A, 

H2B, H3 y H4). Los extremos N-terminales de estas histonas están sujetos al menos a seis 

modificaciones postraduccionales diferentes: acetilación, metilación, ubiquitinación, fosforilación, 

ribosilación y sumoilación. Estas modificaciones regulan la accesibilidad y capacidad de unión 

de diversos factores que controlan la activación o represión de los genes adyacentes (Sun y 

cols., 2011). 

La acetilación de histonas tiene lugar en los residuos de lisina (Lys) mediante la acción 

de las histona acetil transferasas (HAT) y se asocia con la activación de la transcripción. Este 

proceso es reversible, siendo la desacetilación catalizada por acción de las histona desacetilasas 

(HDAC). Además las HDAC no solo actúan sobre histonas, sino que también lo hacen sobre las 

Lys acetiladas de otras proteínas. Diversos estudios han demostrado la influencia de las HAT y 

HDAC en la regulación de la neurogénesis adulta. Por ejemplo, el ratón knock-out para Querkopf, 

un activador transcripcional con actividad HAT de la familia MYST, muestra una disminución de 

la capacidad de automantenimiento de las NSC y una disminución en el número de neuroblastos 

y de neuronas diferenciadas. Los resultados indican que Querkopf es esencial para una 

neurogénesis adulta correcta (Merson y cols., 2006; Sun y cols., 2011). Otro ejemplo es la 

HDAC2, cuya eliminación en ratones conlleva a la maduración anormal y a un incremento en la 

muerte de las nuevas neuronas generadas en la SEZ. Se sugiere que esta juega un papel 

autónomo celular en la maduración y supervivencia neuronal, exclusivamente en la neurogénesis 

adulta, mediante el silenciamiento de SOX2 tras la diferenciación (Jawerka y cols., 2010; Sun y 

cols., 2011). También se ha descrito la influencia de la desacetilación de histonas asociada a la 

expresión de REST, en las células no neuronales. En su presencia, un complejo formado por las 

proteínas CoREST y HDAC1/2 se une a secuencias de genes esenciales para el fenotipo neural, 

como el canal de sodio tipo II, reprimiéndolos (Ballas y cols., 2001; Lunyak y cols., 2002). Otra 

muestra de este proceso es el factor de transcripción TLX. Este recluta HDAC5 en los promotores 

de los reguladores de ciclo p21 y Pten reprimiendo la expresión de estos genes y permitiendo la 

proliferación de las NSC (Shi y cols., 2004; Sun y cols., 2007; Lim y Alvarez-Buylla, 2014). 

Dentro del proceso de modificación de histonas, la metilación se ha mostrado como otro 

de los eventos relevantes en la modulación de las NSC de la SEZ. Dicho proceso ocurre tanto 

en regiones promotoras como no promotoras. DNMT3A es una metiltransferasa que metila el 

DNA en regiones no promotoras facilitando la transcripción de genes asociados a la 
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neurogénesis como Dlx2. (Lim y Alvarez-Buylla, 2014). Las proteínas del grupo Polycomb o PcG 

son represores transcripcionales. Entre ellos EZH2, presente en las NSC adultas, forma el 

complejo PRC2 (polycomb repressive complex 2) que cataliza la trimetilación de la Lys 27 de la 

histona 3 (H3K27me3). A su vez, Bmi1 se une a RING1B formando el complejo PRC1 (polycomb 

repressive complex 1), que reconoce H3K27me3 y silencia el inhibidor de ciclo p16. Se ha 

demostrado que Bmi1 es requerido para la auto-renovación de los precursores neurales de la 

SEZ y EZH2, además de su implicación en esta vía, tiene un papel independiente en la 

neurogénesis (Molofsky y cols., 2003; Sun y cols., 2011; Lim y Alvarez-Buylla, 2014). Por otra 

parte, las proteínas del grupo TrxG son reguladores positivos de la expresión. Un ejemplo de 

ellos es Mll1 (mixed lineage leukemia-1) que transfiere grupos metilo a la Lys 4 de la histona 3 

(H3K4), siendo requerido para la diferenciación neuronal, en la SEZ adulta, mediante su acción 

directa sobre Dlx2. Además Mll1 es necesario para la activación de las demetilasas específicas 

de H3K27 (UTX o JMJD3), de tal forma que antagoniza la acción de los PcG (Lim y cols., 2009; 

Sun y cols., 2011). 

Los diversos tipos de ncRNA, controlan ampliamente la expresión génica interactuando 

con los modificadores de la cromatina, factores de transcripción del DNA, modificaciones del 

RNA y regulando los procesos de splicing, traducción de mRNA y la estabilidad de RNA (Taft y 

cols., 2010). Recientes evidencias indican que múltiples ncRNA regulan la neurogénesis adulta. 

Uno de los tipos más abundantes son los miRNA, que inhiben la expresión génica a nivel 

postranscripcional. Uno de ellos, específico de cerebro, es el miR-124 (Cheng y cols., 2009). 

Este no se detecta en las NSC de la SEZ adulta, pero va incrementando su expresión desde los 

TAP a los neuroblastos y alcanza sus mayores niveles de expresión en las neuronas inmaduras 

del RMS y el OB. Promueve la diferenciación a neuroblastos y regula la progresión del linaje 

neuronal en la SEZ. El miR-124 reduce o incluso suprime la expresión de tres dianas del linaje: 

Dlx2, Jag1 y Sox9. Dlx2 es un factor de trasncripción implicado en la formación de interneuronas. 

Jag1 es un ligando de Notch, vía importante en la auto-renovación de las NSC. Sox9 promueve 

la generación de células GFAP+ y suprime la producción neuronal. Por otra parte un nuevo tipo 

de ncRNA de doble cadena (dsRNA, del inglés double stranded RNA), que contiene la secuencia 

NRSE, ha sido sugerido como un regulador clave de la neurogénesis. El NRSE dsRNA induce la 

transcripción de genes implicados en la diferenciación neuronal. En las células no neurales este 

es reprimido mediante el represor transcripcional NRSF/REST (neuronal restricted silencing 

factor / RE-1 silencing transcription factor) y la unión del complejo HDAC1/2 y CoREST (Sun y 

cols., 2011). 

     2.3.3.- Reguladores del ciclo celular 

Además de las vías de señalización moduladas por señales extrínsecas (factores de 

crecimiento, neurotrofinas, morfógenos,…) presentes en el nicho, existen una variedad de 

mecanismos intracelulares implicados en la regulación de la neurogénesis adulta. Entre ellos se 

encuentran las modificaciones epigenéticas, mencionadas en el apartado anterior, y los 

reguladores de ciclo celular (Zhao y cols., 2008). El sistema de control del ciclo celular, común 
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en todos los eucariotas, dirige la progresión de este mediante la acción conjunta de las proteínas 

denominadas ciclinas y las quinasas dependientes de ciclinas (CDK, cyclin-dependent kinases) 

(ver revisiones: Satyanarayana y Kaldis, 2009; Cheffer y cols., 2013). Durante la fase G1 del ciclo 

celular las ciclinas D se unen a las CDK4 y 6, estos complejos activan a las quinasas que 

fosforilan sustratos que permiten la transición de la fase G1 a la S. Entre ellos está la proteína Rb 

(proteína asociada a retinoblastoma), que una vez fosforilada no interactúa con el factor de 

transcripción E2f y por lo tanto este es capaz de unirse a regiones promotoras de genes 

esenciales para la progresión del ciclo, como el codificante para la ciclina E, activando su 

transcripción (Geng y cols., 1996). Consecuentemente se forma el complejo ciclina E-CDK2 que 

fomenta la inactivación de Rb, generando una oleada de actividad transcripcional necesaria para 

la fase de duplicación del DNA (fase S). En dicha fase se forman los complejos ciclina A-CDK2, 

cuya actividad de fosforilación permite la continuidad del ciclo celular. Al final de la fase S la 

ciclina A se une a la CDK1 interviniendo, el complejo generado, en la finalización de la fase G2. 

Finalmente, el incremento en los niveles de la ciclina B permite la formación del complejo ciclina 

B-CDK1, que facilita la transición de la fase G2 a la mitosis (fase M) (Bashir y Pagano, 2005; Le 

Breton y cols., 2005). Aparte de la regulación por la unión de las distintas ciclinas, las actividades 

CDK también están reguladas por los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CKI, 

cyclin-dependent kinase inhibitors), que son denominados supresores de tumores. En función de 

su origen evolutivo, estructura y especificidad de las CDK, los CKI se han clasificado en dos 

familias. La familia de los CKI INK4, que codifica para p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d 

(también denominado p19Arf), se une a las CDK4 y 6 interfiriendo su asociación con la ciclina D 

e inhibiendo así su actividad quinasa. Por otra parte, los miembros de la familia Cip/Kip (p21Cip1, 

p27Kip1 y p57Kip2) se unen tanto a las CDK como a las ciclinas D, E, A y B, modulando las 

actividades de los complejos. Además de la división celular, los miembros de esta familia están 

implicados en la regulación del ciclo mediante la modulación de la transcripción, supervivencia y 

migración (ver revisión Besson y cols., 2008) (figura 8). 

 

Figura 8. El ciclo celular y su 
regulación. Representación de los 
componentes del ciclo celular implicados 
en la regulación de la proliferación y 
diferenciación de las NSC. El avance del 
ciclo celular está regulado por los 
complejos ciclina/CDK y sus inhibidores 
(CKI) de las familias INK4 y CIP/KIP. G0, 
estado de quiescencia o parada 
reversible del ciclo. G1, fase 1 del ciclo 
celular que comprende desde el final de 
la citocinesis hasta el inicio de la síntesis 
del DNA. S, fase 2 del ciclo celular en la 
que se sintetiza el DNA. G2, fase 3 del 
ciclo celular que comprende desde el final 
de la síntesis de DNA hasta el principio de 
la mitosis. M, fase 4 del ciclo celular en la 
que se generan las dos células hijas, 
incluye la división del núcleo o mitosis 
(profase, metafase, anafase y telofase) y 
la división del citoplasma o citocinesis. 
Modificado de Cheffer y cols., 2013. 
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Las distintas poblaciones de SC son controladas por distintos reguladores de ciclo celular 

y, a su vez, diferentes señales modulan la expresión de diferentes CKI. Es por ello que, pese a 

la existencia de un mecanismo común, existen particularidades tanto entre especies como entre 

las diferentes poblaciones celulares. Para determinar el papel o necesidad de cada uno de los 

elementos reguladores del ciclo celular en el proceso de neurogénesis en la SEZ adulta, se han 

realizado estudios de expresión génica y silenciamiento de actividades (Cheffer y cols., 2013). 

En la SEZ adulta, la deficiencia de CDK2 (Jablonska y cols., 2007), CDK6 (Beukelaers y cols., 

2011), ciclina D1 (Ma y cols., 2010), ciclina D2 (Kowalczyk y cols., 2004) y E2f1 disminuye la 

proliferación de las NSC. Las ciclinas D1 y D2 y CDK2, además de mantener los niveles de 

proliferación/auto-renovación de las NSC, intervienen en la diferenciación de los precursores en 

astrocitos, neuronas y oligodendrocitos respectivamente (Cheffer y cols., 2013). CDK5 juega un 

papel relevante en la migración de los neuroblastos desde la SEZ hacia el OB (Hirota y cols., 

2007). Por el contrario, los CKI desempeñan funciones transcendentales en el mantenimiento de 

la quiescencia en los precursores neurales en el adulto, que es necesaria para el mantenimiento 

a largo plazo de la capacidad de auto-renovación de las NSC. La deleción de estos factores 

conlleva a la activación transitoria y la subsecuente depleción del reservorio de precursores. De 

ellos p21 (Kippin y cols., 2005; Marques-Torrejon y cols., 2013), p107 (proteína asociada a Rb), 

p16 (Zindy y cols., 1997; Janzen y cols., 2006; Krishnamurthy y cols., 2006; Molofsky y cols., 

2006) y p19 (Krishnamurthy y cols., 2004) restringen la proliferación de las NSC. Por otra parte, 

p27 controla la proliferación de las células de tipo C (Doetsch y cols., 2002b) (figura 9). 

 

Figura 9. Control del ciclo 
celular en la zona 
subependimaria adulta. 
Representación 
esquemática de los 
componentes del ciclo 
celular implicados en la 
regulación de la proliferación 
y diferenciación de las 
poblaciones presentes en la 
zona subependimaria 
(SEZ). En la parte superior 
se indica la disposición de 
los tipos celulares que 
conforman el nicho de la 
SEZ, manteniendo el código 
de colores en el esquema 
inferior. Las flechas con 
línea continua indican el 
proceso de proliferación, 
mientras que las de línea 
discontinua indican 
diferenciación. El signo (+) 
representa un incremento en 
el proceso indicado por la 
flecha, causado por la 
molécula correspondiente; 
por el contrario, (-) indica 
una disminución del 
proceso. Abreviaturas: Cy, 
ciclina; NSC, Célula madre 
neural; TAP, progenitor 
transitorio. Extraído de 
Cheffer y cols., 2013 y 
Conover y Shook, 2011. 
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Otro inhibidor del ciclo celular es el supresor de tumores p53, se trata de un factor de 

transcripción que integra y responde ante multitud de estreses (daño en el DNA, estrés oxidativo, 

hipoxia, etc.) (Harris y Levine, 2005; Insinga y cols., 2014). Este juega un papel central en la 

modulación del ciclo celular y los procesos de arresto de ciclo celular, senescencia y apoptosis 

(Lowe y cols., 2004). p53 se expresa en las células de la SEZ (van Lookeren Campagne y Gill, 

1998; Jori y cols., 2003) y, mediante estudios de eliminación de su expresión, se sabe que regula 

negativamente la proliferación, supervivencia y auto-renovación de las NSC (Gil-Perotin y cols., 

2006; Meletis y cols., 2006; Ferron y cols., 2009). Además se ha demostrado su papel en la 

regulación de la diferenciación neuronal y la neuritogénesis (Ferron y cols., 2009). La red 

transcripcional de genes de respuesta a p53 produce proteínas que interactúan con múltiples 

vías de señalización y también vías de retroalimentación positiva y negativa sobre p53 (Harris y 

Levine, 2005). Estas vías de regulación de la actividad de p53 actúan a través de distintas 

moléculas, entre las que se encuentra la ubiquitina ligasa MDM2, que se considera el principal 

regulador de p53. MDM2 puede regular negativamente p53 mediante la inhibición de su 

transcripción o indirectamente, en el citoplasma, mediante su ubiquitinación para su posterior 

degradación (Harris y Levine, 2005). 

 

2.4.- Ensayos in vitro de células madre neurales 

Mediante el ensayo denominado de neuroesferas se consiguió aislar y cultivar por 

primera vez células con características de NSC procedentes del cerebro adulto (Reynolds y 

Weiss, 1992). Diseccionaron tejido estriatal, incluyendo la SEZ, posteriormente lo disociaron 

enzimáticamente hasta obtener células individuales. Estas las sembraron, en condiciones no 

adherentes, en medio libre de suero y en presencia de EGF. Observaron que una pequeña 

población de las células se dividía formando agregados clonales esféricos que denominaron 

neuroesferas. La mayoría de las células que formaban dichos agregados expresaban el filamento 

intermedio nestina, presente en las células neuroepiteliales, atribuyéndoles las características de 

SC a todas ellas. Pese a que inicialmente se consideró que las neuroesferas estaban 

compuestas por una población homogénea de SC, actualmente se sabe que su composición 

incluye SC, TAP y células diferenciadas (figura 10). Esto es debido a la existencia de divisiones 

simétricas diferenciadoras en las que se producen dos TAP o asimétricas dando lugar a una NSC 

y un TAP. Hoy en día se considera que solamente el 1 % de las células tienen capacidad 

formadora de esfera, mientras que el 99 % restante pertenece a progenitores más 

comprometidos y células diferenciadas (Gritti y cols., 2001; Morshead y cols., 2002; Ferron y 

cols., 2007). Mediante la disociación mecánica de estas y su siembra obtenían neuroesferas 

secundarias, demostrando así su capacidad de auto-renovación. Dicho subcultivo se basaba en 

la premisa de que las células diferenciadas mueren y por lo tanto se seleccionan positivamente 

las NSC (Gritti y cols., 2001; Ferron y cols., 2007). Cuando sembraban las células, procedentes 

de las neuroesferas, en sustrato adherente y ausencia de mitógenos, estas se diferenciaban en 

neuronas y células gliales. La diferenciación a los tres linajes neurales (neuronas, astrocitos y 
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oligodendrocitos) fue la evidencia de la capacidad multipotente de dichas células. El ensayo de 

neuroesferas confería un método para identificar las células con las propiedades funcionales de 

SC, auto-renovación y diferenciación, así como una lectura cuantitativa del número de SC in vivo. 

 

Figura 10. El ensayo de neuroesferas. Esquema del método de aislamiento in vitro de las células madre neurales 
(NSC) adultas. Tras la disección de la zona subependimaria (SEZ) y su posterior disgregación química y enzimática, 
las células se siembran en presencia de mitógenos (EGF y FGF2). Tras una semana en cultivo, se generan 
agregados clonales denominados neuroesferas, que contienen una mezcla de NSC y precursores. Las neuroesferas 
pueden disociarse y cultivarse de nuevo (pase celular) en presencia de mitógenos, generando más neuroesferas 
(denominadas secundarias) y por lo tanto demostrando su capacidad de auto-renovación (foto de contraste de fases). 
Estas también pueden diferenciarse (fotos de fluorescencia) en presencia de un sustrato adhesivo y en ausencia de 
mitógenos, generando neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, demostrando así su capacidad multipotente. 

 

El desconocimiento de marcadores específicos para NSC de la SEZ y la carencia de un 

ensayo funcional que demuestre la capacidad de auto-renovación in vivo han conferido gran 

relevancia al estudio in vitro, a través del ensayo de formación de neuroesferas. No obstante, 

dicho ensayo está sujeto a ciertas consideraciones que limitan la interpretación de sus resultados 

(Pastrana y cols., 2011). Una de las características a tener en cuenta del ensayo de neuroesferas 

es el origen diverso de estas. Con el fin de aislar NSC adultas, mediante la técnica de clasificación 

de células activadas por fluorescencia (FACS, del inglés fluorescence-activated cell sorting), se 

han utilizado marcadores para células en diferentes estados, fases del ciclo celular y supuestos 

marcadores generales de SC, incluyendo sustratos metabólicos, marcadores de superficie, 

moléculas fluorescentes y ratones transgénicos con reporteros (Pastrana y cols., 2009; Pastrana 

y cols., 2011; Codega y cols., 2014). Algunas combinaciones de dichos marcadores han 

permitido el enriquecimiento en células formadoras de esferas a partir de la SEZ. A pesar de ello, 

se ha demostrado que tanto NSC como TAP, ambos en estado proliferativo (EGFR+), generan 

neuroesferas (Doetsch y cols., 2002a; Pastrana y cols., 2009). Frecuentemente se correlaciona, 

de forma directa, el número de NSC con el número de neuroesferas generadas, basado en la 

falsa premisa del origen único de las neuroesferas a partir de una única NSC. Además este 
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ensayo permite la expansión de las células predispuestas a la proliferación y por lo tanto es 

posible que las SC quiescentes no sean detectadas. Por otra parte la diversidad de protocolos, 

en el establecimiento y mantenimiento de los cultivos, ha favorecido el surgimiento de resultados 

diversos y en ocasiones contradictorios (Pastrana y cols., 2011). Por ejemplo, los niveles de 

densidad celular y la composición del medio de cultivo influyen directamente sobre el crecimiento 

celular. También la adición de factores de crecimiento puede alterar el potencial de diferenciación 

respecto a la situación in vivo. Factores como la densidad celular elevada, la agitación de los 

cultivos e incluso la locomoción espontánea de las células pueden incrementar los procesos de 

fusión entre las neuroesferas y conducir a una lectura errónea del ensayo. Es por ello que la 

clonalidad absoluta solamente está garantizada mediante los ensayos de célula única. Aunque 

todavía no se ha extendido su uso, recientemente se han descrito variaciones del ensayo de 

neuroesferas original que pueden evitar la agregación y por lo tanto asegurar la premisa de 

clonalidad. Dichas variaciones incluyen cultivos en condiciones semiadherentes (metilcelulosa o 

colágeno) (Louis y cols., 2008) o matrices tridimensionales de hidrogel (Cordey y cols., 2008). 

Estos ensayos definen retrospectivamente las SC en función del tamaño de la colonia formada. 

Para ello se basan en la premisa de que los TAP muestran una limitada capacidad proliferativa 

respecto a las NSC y por lo tanto el diámetro de la colonia puede ser utilizado para distinguir la 

célula fundadora de esta. No obstante, este ensayo sigue siendo susceptible a gran parte de las 

limitaciones anteriormente descritas: no detección de SC quiescentes y alteraciones del tamaño 

de las colonias o del potencial de diferenciación en función de las condiciones del cultivo (ver 

revisión Vunjak-Novakovic y Scadden, 2011). El tamaño de la neuroesfera se ha postulado como 

un indicador del origen de esta, siendo atribuidas las esferas de mayor tamaño a las NSC. Si 

bien, alteraciones en la capacidad de auto-renovación o en la respuesta a los factores de 

crecimiento pueden influir en el diámetro de estas (Kippin y cols., 2005). Por todo ello, el ensayo 

de formación de neuroesferas no confiere una lectura precisa del número de SC in vivo aunque 

sus resultados permiten estimar el potencial proliferativo de la población, con características de 

SC, a nivel global (Pastrana y cols., 2011). Además este ensayo se utiliza extensivamente con 

diversos fines que incluyen desde la disección de los mecanismos moleculares que regulan los 

procesos de auto-renovación y diferenciación hasta el estudio de las modificaciones que sufren 

las NSC y su progenie en los procesos patológicos (cáncer, lesión cerebral, etc.) y de 

envejecimiento (Pastrana y cols., 2011). 

Para la obtención de un mayor conocimiento sobre la biología de las NSC de la SEZ, 

será necesario el desarrollo de nuevos ensayos in vitro que superen las limitaciones, 

anteriormente descritas, del ensayo de formación de esferas. Dichos ensayos deberán asegurar 

la clonalidad y eliminar las alteraciones del potencial de diferenciación o del tamaño en los 

procesos de auto-renovación y multipotencia. En combinación con métodos de purificación, que 

no alteren el patrón de expresión propio de las células, permitirá el estudio comparativo entre las 

NSC y su progenie de forma exhaustiva. El uso de modelos de trasplante y de trazado de linajes, 

de las poblaciones de la SEZ, podrá complementar el conocimiento del potencial in vivo de estas 

(Pastrana y cols., 2011). 
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3.- Envejecimiento y neurogénesis adulta 

El envejecimiento de un sistema biológico puede definirse como un fenómeno complejo 

caracterizado por la pérdida progresiva de la homeostasis debido a la disminución de las 

capacidades que mantienen esta frente a los diversos estímulos, tanto intrínsecos como 

extrínsecos. En muchos tejidos, esta disminución en la homeostasis y capacidad regenerativa 

depende de cambios en la función de las SC tejido-específicas y otros progenitores. El proceso 

de envejecimiento se considera que comienza cuando se ha completado el proceso de desarrollo 

y se ha alcanzado un fenotipo estable que se mantendrá durante la edad adulta. Este proceso 

continúa progresando hasta la muerte, llegándose a considerar la etapa final del desarrollo del 

individuo. Sus consecuencias comprenden desde el nivel celular al sistémico y en función de 

estas, el proceso, puede considerarse exitoso o patológico. En mamíferos se asocia con la 

disminución en la regeneración tisular y en el caso patológico con el incremento en las 

enfermedades degenerativas y el cáncer (Sharpless y DePinho, 2007; Signer y Morrison, 2013; 

Boyette y Tuan, 2014). 

 

3.1.- Cambios en la zona subependimaria durante el envejecimiento 

El cerebro envejecido posee un potencial de recuperación más limitado y una 

susceptibilidad mayor a las enfermedades degenerativas y lesiones (Conover y Shook, 2011). 

En consecuencia, se observa una disminución de la neurogénesis y un incremento de la 

neurodegeneración (Kuhn y cols., 1996; Tropepe y cols., 1997; Enwere y cols., 2004; Maslov y 

cols., 2004; Luo y cols., 2006; Molofsky y cols., 2006; Ahlenius y cols., 2009; Stoll y cols., 2011; 

Shook y cols., 2012). Con el aumento de edad, el nicho de la SEZ va deteriorándose y debido a 

ello disminuye su capacidad regenerativa. Entre las alteraciones citoarquitectónicas observadas 

en la SEZ durante el envejecimiento, destaca la fusión o estenosis ventral de las paredes de los 

LV, dando lugar a una reducción de la SEZ. Este fenómeno fue descrito en ratones de 19 a 22 

meses, en cuya zona ventral se pierde el epéndimo y consecuentemente las células que 

componen la SEZ, quedando la zona neurogénica restringida principalmente a la región 

dorsolateral y por lo tanto disminuyendo el número de neuroblastos migradores y de TAP (Luo y 

cols., 2006). Por otra parte la cavidad ventricular se alarga, resultando en un adelgazamiento de 

la monocapa ependimaria existente, con la necesidad de mantener la integridad de la barrera 

ventricular (Luo y cols., 2006).  

En las zonas que permanecen activas se observan anormalidades, como el aumento del 

número de astrocitos de la SEZ interpuestos en la capa ependimaria y contactando con el lumen 

del ventrículo (figura 11). Estos se originan a partir de astrocitos mitóticamente activos, sus 

núcleos se posicionan alineados con las células ependimarias y mantienen la integridad del límite 

ependimario mediante uniones adherentes con estas. Además, algunos de ellos tienen 
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características antigénicas y morfológicas de células ependimarias, incluyendo múltiples cuerpos 

basales de cilios móviles (estructura 9+2), forma cúbica, expresión de S100β y posicionamiento 

apical de mitocondrias (Luo y cols., 2006). En el mismo trabajo, también se observó la presencia 

de un único cilio en algunos de los astrocitos interpuestos, un indicador de precursor neuronal 

(Doetsch y cols., 1999a; Doetsch y cols., 1999b; Conover y cols., 2000; Luo y cols., 2006). Entre 

las células que conformaban la línea ependimaria, en animales viejos, varias co-expresaban 

GFAP y S100β. Todos estos resultados indicaban que los astrocitos de la SEZ incorporados al 

epéndimo podrían asumir características de células ependimarias (Luo y cols., 2006). Se ha 

observado que tras un daño severo en el epéndimo, en lugar del reemplazamiento de las células 

ependimarias, sucede una reparación inmediata que resulta en una cicatriz glial. Por el contrario, 

un daño moderado trae consigo un reemplazamiento similar al que sucede durante el 

envejecimiento (Conover y Shook, 2011). Estos hallazgos nos indican la relevancia del 

mantenimiento de la integridad de la capa ependimaria. La inserción de astrocitos parece ser una 

forma de reparación regenerativa asociada con la edad. 

 

Figura 11. Cambios 
citoarquitectónicos en la zona 
subependimaria durante el 
envejecimiento. En la parte 
superior, sección coronal del 
cerebro de un individuo adulto 
joven (izquierda) y de un individuo 
viejo (derecha). Debido al proceso 
de estenosis de las paredes de los 
ventrículos laterales, sólo la zona 
subependimaria (SEZ) 
dorsolateral permanece 
proliferativa y el ventrículo dorsal 
(azul) se expande. Los cuadros 
rojos indican la zona de la SEZ 
dorsolateral detallada en la parte 
inferior. En la parte inferior, 
citoarquitectura de la SEZ en 
ambos grupos de edad. En la SEZ 
envejecida, la monocapa de 
células ependimarias (amarillo) 
disminuye su grosor. Se observa 
una disminución significativa en 
las NSC (violeta), neuroblastos 
(rojo) y células tipo C (azul). Los 
vasos sanguíneos (naranja) sufren 
una modificación de su 
disposición. Además, algunos 
astrocitos (verde) se incorporan en 
la capa ependimaria (marrón). 
Modificado de Conover y Shook, 
2011. 

 

Otra alteración en la citoarquitectura del nicho de la SEZ es el cambio en la disposición 

de los vasos sanguíneos. En la zona anterior de los LV, de ratones viejos (19-22 meses), se 

observa una reorientación de 90º, cuyo origen se presupone consecuencia de la estenosis de la 

pared ventral (Luo y cols., 2006). 
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En la SEZ se ha demostrado la alteración, durante el envejecimiento, de diversos 

parámetros asociados con la neurogénesis (Tropepe y cols., 1997; Enwere y cols., 2004; Maslov 

y cols., 2004; Luo y cols., 2006; Ahlenius y cols., 2009; Stoll y cols., 2011; Shook y cols., 2012; 

ver revisión Hamilton y cols., 2013). Múltiples trabajos han descrito una disminución de entre un 

50 y un 70 % en el número de células con capacidad proliferativa de la SEZ en ratones de 

mediana edad (10 a 14 meses) respecto a adultos jóvenes (2 meses) (Tropepe y cols., 1997; Luo 

y cols., 2006). Dicha caída en la proliferación incluye múltiples tipos celulares de la SEZ, las NSC 

en estado proliferativo disminuyen un 38 % mientras que los neuroblastos proliferantes lo hacen 

en un 58 % (Ahlenius y cols., 2009). Los estudios comparativos de la proliferación, entre grupos 

de distinta edad, indican que el descenso de esta sucede entre los 2 y los 10 meses de edad, 

manteniéndose constante entre los grupos de mediana edad (10 a 14 meses) y edad avanzada 

(15-26 meses) (Hamilton y cols., 2013). Estudios de IHQ y microscopía electrónica indican una 

disminución entre el 65 y 75 % en el número de TAP (Luo y cols., 2006; Bouab y cols., 2011). 

Con respecto a la población de NSC, diversos trabajos indican una caída drástica en su número. 

Entre los resultados que lo apoyan se encuentra la disminución en el número de LRC (del inglés 

Label Retaining Cells), pinwheels y astrocitos contactando con el ventrículo, observados 

mediante la técnica de WM, que se asume que son NSC (Bouab y cols., 2011; Conover y Shook, 

2011; Shook y cols., 2012). Los ensayos de neuroesferas, en general, no muestran cambios en 

el número de células formadoras de esferas (Hamilton y cols., 2013). No obstante, como se ha 

mencionado anteriormente, las características del propio ensayo, así como los parámetros y 

cepas utilizadas, impiden hacer de esta una lectura precisa del número de SC. En general, los 

parámetros relacionados con la neurogénesis permanecen relativamente estables a partir de los 

10 meses de edad (Hamilton 2013). No obstante, el proceso de muerte celular parece estar 

incrementado en las edades más avanzadas, respecto a la mediana edad (Luo y cols., 2006). 

Varios trabajos describen alteraciones en el ciclo celular de las poblaciones de la SEZ 

durante el envejecimiento (Tropepe y cols., 1997; Luo y cols., 2006; Stoll y cols., 2011; Shook y 

cols., 2012). Estas son complejas y solamente se comprenden parcialmente. El tiempo promedio 

del ciclo celular de los TAP en la SEZ de ratones adultos jóvenes se estima en unas 12,5 h 

(Morshead y van der Kooy, 1992), mientras que la duración del ciclo celular de la población, 

relativamente quiescente, de las NSC se estimó en 28 días (Morshead y cols., 1994). Basándose 

en dichos estudios y mediante un doble marcaje para timidina tritiada (H3) y BrdU, Tropepe y 

colaboradores demostraron que esta población disminuye la duración de su ciclo celular in vivo 

en ratones de edad avanzada (23-25 meses) respecto a individuos adultos jóvenes (2 meses), 

asociándolo con la disminución del factor de crecimiento TGF-α (Tropepe y cols., 1997). Un 

trabajo posterior confirmó, mediante un pulso de BrdU e IHQ para Ki67 (marcador de células 

proliferantes), el alargamiento del ciclo celular en los TAP de los individuos de edad avanzada 

(22 meses) (Luo y cols., 2006). En cambio, el análisis de los ratones de mediana edad (10 meses) 

no mostró diferencias significativas en la duración del ciclo respecto a los ratones adultos jóvenes 

(2 meses). Otros recuentos indicaron un incremento en la salida de ciclo, de los TAP, entre 

ambos grupos de edad. Por el contrario, el estudio in vitro de las células formadoras de esferas, 
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mediante pulsos de IdU y CldU, indicó que pese a que un menor número de células se encuentran 

en proliferación en un mismo tiempo y presentan una viabilidad reducida, estas sufren un mayor 

número de divisiones celulares en los ratones de edad avanzada (18 meses) respecto a los 

adultos jóvenes (3 meses) (Stoll y cols., 2011). Se desconoce si disminuye selectivamente una 

población de células que se divide más lentamente o si, por el contrario, la progresión del ciclo 

celular se ve acelerada en las células que se mantienen. Los autores sugieren que la duración 

del ciclo celular no varía entre grupos. No obstante, es posible que el incremento en la entrada 

en ciclo se deba a un acortamiento de la fase G1, impidiendo distinguir experimentalmente entre 

la alteración en la longitud del ciclo y la reentrada en el ciclo celular. El conjunto de resultados 

anteriores sugieren que los TAP incrementan su resistencia a las señales proliferativas in vivo 

y/o que en el proceso de envejecimiento el nicho disminuye su capacidad de mantenimiento de 

las células (Hamilton y cols., 2013). Una reciente publicación indica que la disminución en la 

población de NSC no viene acompañada de una caída en el número de ellas en estado 

proliferativo en ratones de edad avanzada (24 meses) respecto a adultos jóvenes (3 meses) 

(Shook y cols., 2012). Por lo tanto, este trabajo demuestra un incremento en el porcentaje de 

NSC in vivo que se encuentran mitóticamente activas en la SEZ de individuos de edad avanzada. 

La disminución de la neurogénesis en la SEZ, durante el envejecimiento no patológico, 

y el consecuente descenso en el reemplazamiento neuronal en el OB, viene vinculado a una 

alteración en las tareas de reconocimiento, discriminación e identificación olfativas (Enwere y 

cols., 2004; Rey y cols., 2012). Aunque los motivos de dicha disminución funcional no están 

claramente definidos, podrían deberse, al menos en parte, a las alteraciones en la neurogénesis 

(ver revisión Mobley y cols., 2014). 

 

3.2.- Mecanismos asociados al envejecimiento en las células madre neurales 

En numerosos trabajos, la tendencia a investigar el envejecimiento mediante el uso de 

individuos viejos ha permitido identificar las consecuencias del proceso. No obstante, el estudio 

de los remanentes neurogénicos, que se mantienen tras la decadencia, puede añadir fuentes de 

variabilidad que dificulten averiguar las causas que originan el envejecimiento (Hamilton y cols., 

2013).  

Se distinguen dos formas de envejecimiento celular que median el proceso de 

decadencia a nivel tisular. Uno de ellos es el envejecimiento cronológico, este afecta a todas las 

células y sucede como resultado del desgaste de la célula con el transcurso del tiempo. Entre 

otros factores, el envejecimiento cronológico, se debe a la acumulación de macromoléculas 

dañadas o agregados de ellas con el paso del tiempo. Estas macromoléculas (proteínas, lípidos 

y ácidos nucleicos) pueden agregarse de forma estable, perdurando y resultando tóxicas para la 

célula (Rajawat y cols., 2009; Koga y cols., 2011). Las células proliferantes, además, están 

sujetas al denominado envejecimiento replicativo. Este resulta en el deterioro de la capacidad 

proliferativa de las SC y TAP, debido al daño en el DNA y al acortamiento de los telómeros 
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acoplado al proceso de división. Este proceso de envejecimiento determina un número finito de 

divisiones celulares posibles (límite de Hayflick), a partir del cual la célula entra en senescencia 

(Hayflick, 1965; Rando, 2006). 

Los daños asociados con el envejecimiento pueden ser el resultado de influencias 

autónomo-celulares y/o no autónomo-celulares (figura 12). Las primeras son las que suceden en 

las propias SC y su linaje. Las segundas, extrínsecas a la célula afectada, son tanto de 

procedencia local como sistémica (Morrison y Spradling, 2008). Ambas pueden afectar a 

cualquier nivel de la vía neurogénica: propiedades del ciclo celular de las NSC y TAP, capacidad 

de expansión de los TAP, muerte celular a cualquier nivel y especificación de linaje y destino 

celular; contribuyendo al envejecimiento del organismo (Hamilton y cols., 2013). Las alteraciones 

causadas de forma extrínseca pueden ser debidas, en último término, a influencias intrínsecas 

de otras células/tejidos durante el proceso global de envejecimiento o senectud, de tal forma que 

se trata de procesos interrelacionados (Sharpless y DePinho, 2007). Todo parece indicar que en 

el transcurso del envejecimiento muchas vías de señalización se encuentran afectadas (Conover 

y Shook, 2011). 

 

Figura 12. Influencias extrínsecas 
e intrínsecas en el envejecimiento 
de las células madre. 
Representación del espacio celular 
(naranja), el nicho (verde) y el resto 
del organismo (azul). Los cambios 
sistémicos asociados con la edad 
pueden desencadenar alteraciones 
en las cascadas de señalización de 
las células. Estas alteraciones 
extrínsecas también pueden ser 
transmitidas indirectamente, a 
través de cambios perjudiciales en 
el nicho. Mientras, durante el 
envejecimiento celular suceden 
cambios intrínsecos. Tanto las 
influencias extrínsecas como 
intrínsecas convergen en efectores 
moleculares intracelulares, que 
desencadenan cambios reversibles 
e irreversibles en las 
macromoléculas de la célula. La 
combinación de dichos cambios 
conlleva a la decadencia de la 
función celular, que al mismo tiempo 
contribuye a la disfunción tisular y al 
envejecimiento general del 
organismo. Modificado de Liu y 
Rando, 2011. 

 

Se desconocen los motivos concretos por los que disminuye la neurogénesis con la edad. 

Una posibilidad es que la presión selectiva no haya sido suficiente para mantener los niveles de 

neurogénesis tras la edad reproductiva. Alternativamente es posible que los mecanismos 

celulares restrinjan la neurogénesis, con el avance de la edad, como mecanismo protector frente 

al desarrollo de tumores y/o el agotamiento de las SC, promoviendo así la homeostasis del tejido 

envejecido. 
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La acumulación del daño en macromoléculas se ha postulado como una de las causas 

del desgaste celular y de la disminución de la función de las SC en el envejecimiento (Kirkwood, 

2005). El DNA sufre mutaciones como resultado de errores de replicación, exposición a agentes 

mutagénicos endógenos tales como las especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés reactive 

oxygen species) y exposición a agentes mutagénicos exógenos tales como la luz UV o la 

radiación ionizante. Ante esta situación se activan una variedad de mecanismos de reparación, 

incluyendo reparación por escisión de nucleótidos, reparación de desapareamiento de bases, 

recombinación no homóloga de extremos y recombinación homóloga (Ciccia y Elledge, 2010). 

Parte del daño en el DNA no llega a ser reparado o es reparado incorrectamente y se va 

acumulando durante toda la vida. Ante la acumulación de estas alteraciones, el ciclo celular 

puede enlentecerse para favorecer la reparación del DNA. Cuando el daño acumulado es tal que 

perturba el funcionamiento correcto de la SC, esta sufre uno de los siguientes destinos: 

transformación, senescencia, apoptosis o disfunción. Si el proceso afecta a suficiente proporción 

de la población, el compartimento de SC no puede suplir las necesidades regenerativas del 

órgano y en consecuencia falla su homeostasis (Sharpless y DePinho, 2007). La incidencia del 

cáncer aumenta dramáticamente con la edad debido a la acumulación de mutaciones sin reparar. 

El elevado tiempo cronológico de las poblaciones de ASC y su capacidad de proliferación les 

confieren capacidad para acumular mutaciones y expandir el reservorio de células mutadas, 

características críticas en la evolución de un cáncer. No obstante, no todos cánceres provienen 

de SC, incluso si las principales mutaciones carcinógenas se acumulan en las SC, la mutación 

final que causa la transformación puede tener lugar en los múltiples progenitores restringidos o 

en las células diferenciadas cuyo origen se encuentra en las SC (Signer y Morrison, 2013). Gran 

variedad de síndromes de envejecimiento prematuro son debidos a mutaciones en genes 

implicados en el mantenimiento de la integridad del DNA mediante el control de la respuesta de 

los checkpoint (puntos de control) del ciclo, reparación del DNA o estructura nuclear. Entre ellos 

se encuentran el síndrome de Werner, patología de herencia autosómica recesiva causada por 

la disfunción de la DNA helicasa RecQI2 (codificada por el gen WRN), y Ataxia Telangiectasia, 

enfermedad de herencia recesiva causada por la pérdida de función de la proteína de respuesta 

a daño en el DNA (DDR, del inglés DNA damage response) ATM (Martin, 2005). Esto sugiere 

que la integridad del DNA tiene un papel crucial en la prevención del envejecimiento prematuro. 

El acortamiento de los telómeros representa una forma específica de daño en el DNA, 

que en ausencia de actividad telomerasa no puede ser reparado y tras alcanzar estos una 

longitud crítica, la célula muestra inestabilidad genómica y sufre el arresto de ciclo, senescencia 

o apoptosis. En conjunto este proceso conlleva a la disminución de la función de las SC y en 

último término al envejecimiento del organismo. La actividad telomerasa está generalmente 

ausente en el cerebro adulto, pero permanece detectable en el sistema SEZ-OB (Caporaso y 

cols., 2003). Su eliminación conlleva una extensa aceleración del envejecimiento, incluyendo la 

supresión de la neurogénesis de la SEZ y la olfacción (Wong y cols., 2003; Ferron y cols., 2004). 

Estas pueden ser restauradas mediante la recuperación de la expresión de la telomerasa 

(Jaskelioff y cols., 2011). Asociada al envejecimiento de la SEZ, decae la expresión de TERT 
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(subunidad de la telomerasa con actividad de transcriptasa reversa), acortándose los telómeros 

y en consecuencia disminuyendo los niveles de proliferación de las NSC y la neurogénesis 

(Caporaso y cols., 2003; Ferron y cols., 2004; Flores y cols., 2008; Allen y Baird, 2009; Ferron y 

cols., 2009). Por todo ello se sabe que la longitud de los telómeros puede limitar la longevidad 

en algunas especies. No obstante los telómeros de ratón son más largos que los de humano, por 

lo que la disfunción de estos no parece ser la causa principal del agotamiento de sus SC en 

condiciones normales (Lee y cols., 1998; Rudolph y cols., 1999). 

Todos los mecanismos de DDR dan lugar a la activación de mecanismos de supresión 

de tumores, como senescencia y apoptosis, a través de la vía de p53, que a su vez es 

estabilizado por las quinasas ATM y ATR (Sharpless y DePinho, 2007). El aumento de la 

actividad de p53 puede tanto contribuir al envejecimiento como evitarlo. El efecto pro-

envejecimiento de p53 se basa en la disminución de la capacidad de auto-renovación de las NSC 

del nicho e inducción de senescencia y por lo tanto en la reducción de la homeostasis, pudiendo 

incluso acortar la esperanza de vida. Además perjudica la biogénesis mitocondrial, actividad 

mitocondrial y función metabólica (Sahin y cols., 2011). No obstante, el aumento moderado de 

los supresores de tumores en la DDR puede proteger frente a la inestabilidad genómica, 

incrementando la longevidad. Este incremento no es explicado únicamente por la reducción de 

la incidencia del cáncer, sino que la disminución/supresión de procesos de proliferación 

patológica (displasias) y de diferenciación aberrante, también pueden contribuir al mantenimiento 

de la homeostasis del tejido durante el transcurso del envejecimiento (Garcia-Cao y cols., 2002; 

Matheu y cols., 2004; Matheu y cols., 2007). 

La CR (restricción calórica en la dieta) consiste en la ingesta de alimentos por debajo de 

la libre alimentación, sin llegar a causar malnutrición (Ribaric, 2012). Diversos estudios indican 

que esta restricción puede incrementar la función de SC o ralentizar la caída en la función de las 

SC durante el envejecimiento en múltiples tejidos (Lee y cols., 2000; Chen y cols., 2003; Mair y 

cols., 2010). No obstante, el incremento en la longevidad, a causa de la CR, sucede o no en 

función de la cepa y del estudio. Este efecto no ha sido observado en ciertas cepas murinas 

(Harrison y Archer, 1987) y mientras que ha sido descrito en un estudio en monos (Colman y 

cols., 2009) no ha sido observado en otro (Mattison y cols., 2012). Se cree que los efectos de la 

CR suceden a través de la modulación de TOR (target of rapamycin). TOR es una serina/treonina 

quinasa que induce la síntesis de proteínas y el crecimiento celular y es activada mediante 

señales indicadoras de la disponibilidad de energía (Laplante y Sabatini, 2012). A su vez TOR 

también modula la función de las células madre, incrementando la proliferación de NSC y TAP. 

Dichos estudios predicen que la reducción de la señalización de TOR puede atenuar la caída de 

la función de las SC durante el envejecimiento (Signer y Morrison, 2013). Además, la CR 

disminuye las tasas de metabolismo y en consecuencia el nivel de daño oxidativo, cuya 

implicación en el proceso de envejecimiento detallamos en el siguiente apartado. 

Durante el envejecimiento la capacidad de regular la homeostasis del proteoma, también 

denominada proteostasis, decae. Las proteínas mal plegadas o dañadas pueden alterar las 
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membranas, formar agregados tóxicos y causar muerte celular. Múltiples enfermedades 

neurodegenerativas y desordenes metabólicos relacionados con el envejecimiento se asocian 

con alteraciones en la proteostasis. Las denominadas chaperonas ayudan en el plegamiento de 

las nuevas proteínas, evitando su agregación y protegiéndolas de estrés oxidativo y térmico. El 

sistema ubiquitina-proteasoma y procesos de autofagia son los encargados de eliminar las 

proteínas innecesarias, mal plegadas, dañadas o agregadas. Dichos mecanismos intervienen en 

la proteostasis celular, activando en situaciones extremas respuestas globales, como parada de 

ciclo o apoptosis. Existen mecanismos comunes de regulación de la proteostasis y del 

comportamiento de las SC. Por ello es importante caracterizar los mecanismos que regulan la 

proteostasis en las SC y su influencia sobre estas durante el envejecimiento. Las hipótesis 

actuales plantean el estrés proteotóxico como un determinante de la esperanza de vida (Balch y 

cols., 2008; Signer y Morrison, 2013). 

En el tejido de mamífero adulto-joven, en situación de homeostasis, el crecimiento se 

ralentiza y muchas SC presentan una reducida actividad metabólica o estado quiescente la 

mayor parte del tiempo (Zhang y Ju, 2010). Estas se dividen intermitentemente, de tal forma que 

evitan los peligros subyacentes a la replicación del DNA y mitosis continuadas, manteniendo la 

homeostasis. Otra ventaja de este comportamiento de las SC es la disminución de los niveles de 

productos metabólicos que inducen daño en el DNA como las ROS. En mamíferos viejos las SC 

restringen su potencial proliferativo incrementando la duración del ciclo celular, promoviendo la 

entrada en quiescencia y/o senescencia. Para ello incrementan la expresión de supresores de 

tumores, reduciendo tanto la incidencia de cáncer como la capacidad regenerativa. Dichos 

cambios reflejan la regulación por genes heterocrónicos, cuya expresión en las SC varía con el 

tiempo, de tal forma que causan cambios temporales en la función de las mismas. Entre los 

genes supresores de tumores cuya expresión se incrementa en la SEZ, de forma dependiente 

de la edad, se encuentran varias CKI pertenecientes a los locus Ink4a/Arf y Cip/Kip (ver apartado 

2.3.3. de esta introducción). Es posible que este aumento intervenga parcialmente en la 

decadencia asociada con la edad, reduciendo la frecuencia de SC y su potencial de auto-

renovación en múltiples tejidos (Krishnamurthy y cols., 2004; Molofsky y cols., 2006). Pese a su 

influencia en la proliferación y neurogénesis, no se sabe con certeza si los cambios con la edad 

en estos supresores de tumores están implicados en el proceso de envejecimiento (Hamilton y 

cols., 2013). p16 se une e inhibe a CDK4 y CDK6, lo que a su vez impide la actividad supresora 

de crecimiento de RB, activando en último término el proceso de senescencia y eliminando 

ciertos progenitores diferenciados (Janzen y cols., 2006; Krishnamurthy y cols., 2006; Molofsky 

y cols., 2006). p19 promueve la estabilidad de p53 mediante la inhibición por degradación de 

MDM2, desencadenando los procesos de apoptosis o senescencia (Harris y Levine, 2005). La 

regulación de la expresión de p16 y p19 se debe a múltiples mecanismos, entre los que se 

encuentran los factores de transcripción del complejo PcG, Bmi1 y Ezh2, que promueven la 

proliferación y auto-renovación mediante la inhibición del locus Ink4a/Arf (Molofsky y cols., 2003; 

Molofsky y cols., 2005; Molofsky y cols., 2006). En células β pancreáticas se ha observado la 

caída en la expresión de Ezh2, si bien no se ha comprobado su contribución en el resto de tejidos 
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(Signer y Morrison, 2013). El factor asociado a cromatina Hmga2 regula negativamente p16 y 

p19. Durante el envejecimiento aumenta la expresión del microRNA let-7, a su vez este reduce 

la expresión de Hmga2 y en consecuencia se incrementa la expresión de los supresores de 

tumores p16 y p19 (Nishino y cols., 2008; Hamilton y cols., 2013). 

Los mecanismos no autónomo-celulares que afectan a la neurogénesis durante el 

envejecimiento se pueden dividir en dos fenómenos: la disminución de señales que promueven 

la neurogénesis y el aumento de las que la inhiben. La extensa variedad de factores secretados 

en el nicho de la SEZ e implicados en la regulación de las NSC (ver apartado 2.3. de esta 

introducción), hace previsible una desregulación de alguno de estos como causa subyacente al 

deterioro de la neurogénesis con la edad (Hamilton y cols., 2013). Mediante experimentos de 

parabiosis heterocrónica (comunidad del sistema circulatorio de dos individuos de distinta edad), 

se ha demostrado que algunos cambios asociados al envejecimiento son parcialmente 

reversibles e influenciados por factores circulantes, tanto células como factores solubles, que 

varían con la edad (Villeda y cols., 2011; Ruckh y cols., 2012). Entre las señales sistémicas que 

regulan las SC y el proceso de envejecimiento se encuentran las hormonas circulantes insulina 

e IGF1. Es por ello que ratones con niveles reducidos de insulina o IGF1 muestran un 

envejecimiento ralentizado y una esperanza de vida incrementada (Tatar y cols., 2003). Por otra 

parte la acumulación de células senescentes en los tejidos envejecidos puede afectar a otras 

células. Cuando una célula pasa a estado senescente, pierde irreversiblemente su capacidad 

para dividirse y comienza a secretar factores asociados con inflamación, reguladores de 

crecimiento, proteasas y otras moléculas de señalización (Coppe y cols., 2010). Dichos factores 

promueven senescencia e inflamación y promueven o inhiben el crecimiento de tumores. La 

eliminación de p16 reduce el número células senescentes y atenúa la progresión de patologías 

asociadas con la edad. Por otro lado, la eliminación de p16 conduce a la re-activación de células 

satélite del músculo esquelético en ratones envejecidos (Sousa-Victor y cols., 2014). Esto 

plantea la cuestión del alcance de p16, de forma autónomo-celular o no autónomo-celular, sobre 

las SC en el envejecimiento (Baker y cols., 2011). Además otros cambios en el nicho neurogénico 

envejecido han sido descritos, como alteraciones en la composición del CSF (Zhang y cols., 

2005; Baird y cols., 2012), cambios citoarquitectónicos en la SEZ (ver apartado anterior) y 

acumulación de gotas lipídicas en el epéndimo (Bouab y cols., 2011). 

La acumulación de daño oxidativo se ha postulado como otra de las causas de la pérdida 

de función de las SC en el envejecimiento (Kirkwood, 2005). Además de su efecto directo sobre 

las macromoléculas, el estado redox celular está implicado indirectamente en la modulación del 

ciclo celular y por lo tanto del estrés replicativo y guarda relación con los fenómenos observados 

en la CR. Es por ello que, pese a tratarse de otro mecanismo asociado al envejecimiento en las 

NSC, le dedicamos un apartado específico (3.3.- Estrés oxidativo en el envejecimiento) más 

adelante. 

Uno de los objetivos de la medicina regenerativa, es la estimulación de la población de 

NSC endógenas, evitando comprometer sus capacidades (por ejemplo con el agotamiento de la 
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población de las NSC). Aunque se han descrito diversos mecanismos que subyacen a la 

disminución de la función de las ASC en el envejecimiento, todavía se desconocen con precisión 

las causas moleculares del envejecimiento no patológico de las ASC. Por ello, el estudio de los 

mecanismos por los que decae la capacidad regenerativa de las ASC, con la edad y con las 

enfermedades asociadas al envejecimiento, será esencial en futuras terapias de 

reemplazamiento neuronal a partir de las NSC endógenas (Liu y Rando, 2011). 

 

3.3.- Estrés oxidativo en el envejecimiento 

El estrés oxidativo se define como la ausencia de homeostasis entre la generación de 

especies reactivas de oxígeno/nitrógeno (ROS/RNS, del inglés reactive oxygen/nitrogen species) 

y la capacidad de los sistemas de protección antioxidante, en un organismo, que son incapaces 

de contrarrestarlas (Pisoschi y Pop, 2015). Este puede ser debido tanto a la disminución de la 

capacidad antioxidante como al incremento en la generación de ROS o RNS. El concepto de 

antioxidante biológico hace referencia a cualquier compuesto que, cuando se encuentra a baja 

concentración respecto a un sustrato susceptible de ser oxidado, es capaz de retrasar o prevenir 

su oxidación (Pisoschi y Pop, 2015). Estos compuestos, enzimáticos o no enzimáticos, previenen 

la aparición de especies reactivas o bloquean y capturan los radicales formados. También existen 

procesos de reparación o eliminación de las biomoléculas dañadas, por el estrés oxidativo o 

nitrosidativo, que alteran el metabolismo celular: reparación de ácidos nucleicos mediante 

enzimas específicas, eliminación de proteínas oxidadas mediante sistemas proteolíticos y 

reparación de lípidos oxidados mediante fosfolipasas, peroxidasas o acil-transferasas 

(Cheeseman y Slater, 1993). 

El cerebro es un ambiente altamente oxidante y particularmente vulnerable al estrés 

oxidativo debido a la alta tasa de consumo de oxígeno (O2), contenido lipídico abundante y 

relativa escasez de enzimas antioxidantes, comparado con otros tejidos (Halliwell, 2006). En el 

SNC, el balance entre la generación y degradación de especies reactivas se encuentra altamente 

controlado. Diversos trabajos han sugerido que la ruptura de este equilibrio contribuye a múltiples 

enfermedades y al envejecimiento (ver revisión Calabrese y cols., 2007). La homeostasis redox 

de las células, en mamíferos, está asegurada por un complejo sistema de defensa antioxidante 

endógeno (figura 13), que incluye enzimas antioxidantes endógenas (por ejemplo, superóxido 

dismutasa [SOD], catalasa [CAT], glutatión peroxidasa [GPx]) y componentes no enzimáticos 

como glutatión (GSH), algunas proteínas (ferritina, transferrina, ceruloplasmina y albúmina) y 

agentes neutralizadores (scavengers) de ROS de bajo peso molecular (por ejemplo, ácido úrico, 

coenzima Q y ácido lipoico). A su vez las enzimas antioxidantes pueden catalizar la síntesis de 

antioxidantes no enzimáticos. Además el organismo incorpora antioxidantes exógenos, 

procedentes de la dieta, como las vitaminas C y E, carotenoides y compuestos fenólicos. Los 

niveles de expresión de las distintas enzimas del sistema de defensa antioxidante varían según 

el organismo y tejido. Las SOD transforman el anión superóxido (O2˙ ̄) en peróxido de hidrógeno 
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(H2O2). En los tejidos de mamíferos existen tres tipos: la SOD1 o CuZn presente en el citosol, la 

SOD2 o Mn presente en la matriz mitocondrial y la SOD3 presente en el espacio extracelular. 

Otra enzima abundante del sistema de defensa antioxidante es la CAT, esta cataliza la 

descomposición del H2O2 en O2 y agua (H2O). La GPx reduce el H2O2 e hidroperóxidos orgánicos 

a H2O o el correspondiente alcohol, utilizando GSH como dador de electrones, cuyos grupos tiol 

se oxidan formando puentes disulfuro y generando disulfuro de glutatión o glutatión oxidado 

(GSSG) (ver revisión Pisoschi y Pop, 2015). 

 

 

Figura 13. El sistema de defensa antioxidante de mamíferos. Reacciones implicadas en la 
regulación del balance redox de la célula. Con fondo verde se indican las enzimas antioxidantes 
endógenas glutatión peroxidasa (GPx), superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), así como la 
posición del antioxidante glutatión (GSH) en el entramado de reacciones. El resto de enzimas 
representadas son: G6PDH (glucosa-6P-deshidrogenasa), GCLC (glutamato cisteína ligasa), GOx 
(glucosa oxidasa), GS (glutatión sintetasa), GSR (glutatión reductasa) y NOX (NADPH oxidasa). 

 

En el entramado de reacciones del sistema de defensa antioxidante también actúan 

enzimas pro-oxidantes, que desencadenan la producción de especies oxidantes, compensando 

la generación de especies reducidas. Además de la implicación clásica de las ROS en la toxicidad 

celular, los recientes descubrimientos indicando su papel como segundos mensajeros en 

respuestas fisiológicas, han incrementado el interés en el estudio de la regulación de su 

producción (Poljsak y cols., 2013). Concretamente, algunos trabajos describen mecanismos 

reguladores de la función de las NSC, mediados por ROS (Le Belle y cols., 2011; Walton y cols., 

2012). Entre las enzimas productoras de ROS en el SNC están las NADPH oxidasas (NOX), una 

familia de enzimas multiméricas que translocan electrones (del NADPH) a través de una 

membrana, de tal forma que generan ROS. Su subunidad catalítica, cuyas isoformas están 

codificadas por los genes Nox o Duox, posee la función oxidasa (Bedard y Krause, 2007; 

Nayernia y cols., 2014). El interés por el estudio de las NOX en el SNC radica, además del 
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conocimiento de la implicación en el estado redox en la célula, en la presencia de variaciones 

genéticas de la enzima, que pueden ser relevantes en la interpretación de estudios clínicos así 

como en la predicción de la disponibilidad a padecer enfermedades relacionadas. Otro motivo es 

la posibilidad de su modulación, con fines terapéuticos, mediante el tratamiento farmacológico, 

consiguiendo así el control del estado redox (Sorce y Krause, 2009). 

La teoría de los radicales libres en el envejecimiento postula que la pérdida de función 

asociada al envejecimiento es debida a la acumulación progresiva e irreversible de daño 

oxidativo (Harman, 1956; Harman, 1972). Esta se basa en las siguientes tres premisas (Sohal y 

Weindruch, 1996): el grado de daño oxidativo a nivel molecular aumenta con el tiempo (Sohal y 

Brunk, 1992), una mayor esperanza de vida a nivel de especie o de individuo se correlaciona con 

menor acumulación de daño oxidativo (Sohal y Weindruch, 1996) y el incremento en la 

longevidad por regímenes tales como la CR se asocia con la disminución del daño oxidativo 

(Sohal y Forster, 2014). El origen del incremento de estrés oxidativo asociado con la edad puede 

deberse a tres factores diferentes: incremento en la tasa de generación de ROS (reducción de la 

integridad mitocondrial), disminución de las defensas antioxidantes y/o disminución en la 

eficiencia de reparación o eliminación de moléculas dañadas (Sohal y Weindruch, 1996). El 

incremento en el estrés conlleva daño en macromoléculas que a su vez generan mayor estrés 

oxidativo, generando un círculo vicioso (Harman, 1972; Stadtman, 2006). El aumento de la 

expresión de enzimas que transforman las ROS en otras especies no reactivas o menos 

reactivas, incrementa la longevidad y reduce la incidencia de ciertas enfermedades asociadas al 

envejecimiento, incluyendo el cáncer (Signer y Morrison, 2013). Un exceso de ROS en las NSC 

conlleva una proliferación anormal, malignidad y disminución de la capacidad de auto-renovación 

(Finkel, 2003; Rossi y cols., 2008; Sahin y Depinho, 2010; Oh y cols., 2014). Recientemente, se 

ha demostrado el papel esencial de las ROS en la señalización celular y homeostasis, sugiriendo 

para estas una actividad, dosis-dependiente, que puede explicar la compleja relación entre la 

producción de ROS, función de SC, longevidad y envejecimiento sano (Le Belle y cols., 2011; 

Ristow y Schmeisser, 2011). Múltiples mecanismos transcripcionales y metabólicos promueven 

el mantenimiento de las SC, al menos parcialmente, mediante la regulación de los niveles de 

estrés oxidativo, como por ejemplo los factores de transcripción FoxO y Prdm16 (Paik y cols., 

2009; Chuikov y cols., 2010). El regulador de cromatina de la familia Policomb Bmi1 posee un 

papel en el mantenimiento de la función mitocondrial y de la homeostasis redox en las SC (Liu y 

cols., 2009). También la presencia de la molécula de DDR denominada ATM, cuya pérdida de 

función se asocia al desorden neurodegenerativo Ataxia Telangiectasia, se atribuye en parte al 

incremento en los niveles de estrés oxidativo (Carlessi y cols., 2013). Se ha demostrado la 

influencia de ATM sobre algunas poblaciones de ASC, mediante la regulación del estrés oxidativo 

(Ito y cols., 2004; Maryanovich y cols., 2012). PGC-1 promueve la expresión de enzimas 

detoxificantes de ROS, como GPx1 y SOD2, por lo que es probable que tenga un papel relevante 

en el envejecimiento y longevidad. Además, defectos en la función mitocondrial pueden acelerar 

fenotipos del envejecimiento y reducir la longevidad (Signer y Morrison, 2013). 
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4.- La cepa de ratones de senescencia acelerada (SAM) 

En 1968, varias parejas de ratones de la cepa AKR fueron donadas por el Laboratorio 

Jackson (Bar Harbor, Maine, USA) al Departamento de Patología del Instituto de Investigación 

de Enfermedades Torácicas (actual Departamento de Embriología Médica y Neurobiología, 

Instituto para las Ciencias Médicas) de la Universidad de Kyoto, Japón (Takeda y cols., 1981). 

Mientras continuaba el cruce entre individuos emparentados (consanguinidad o endocría) AKR/J, 

para el mantenimiento de esta cepa consanguínea, observaron la presencia de ciertas camadas 

en las que la mayoría de los ratones mostraban un grado entre moderado y severo en la pérdida 

de actividad, caída de pelo y falta de brillo, lesiones perioftálmicas, aumento de lordocifosis y una 

esperanza de vida reducida (Takeda y cols., 1981). Se hizo evidente que estos fenotipos eran 

heredados por las siguientes generaciones. En 1975, de entre cinco camadas con severos signos 

de envejecimiento, fueron seleccionados los progenitores de las series “propensas a 

senescencia” (senescence-prone o series P). También fueron seleccionados individuos de tres 

camadas en las que el proceso de envejecimiento era normal, como progenitores de las series 

“resistentes a senescencia” (senescence-resistant o series R). A partir de estos progenitores, fue 

llevada a cabo la cría selectiva basada en datos del grado de senescencia (Hosokawa y cols., 

1984), longevidad y fenotipos patológicos y la endocría, obteniendo las series denominadas P-

1, P-2, P-3, P-4, P-5, R-1, R-2 y R-3 (Takeda y cols., 1981). Con el paso de las sucesivas 

generaciones, las series P-4, P-5 y R-3 no fueron exitosas. No obstante, fue posible establecer 

diversas variedades nuevas que cumplen el criterio de cepa pura. Para ello se efectuó la endocría 

durante más de 20 generaciones, obteniendo perfiles genéticos con homocigosidad estable y 

expresión estable de fenotipos. Actualmente existen 14 líneas SAMP (senescence-accelerated 

mouse prone) y 4 líneas SAMR (senescence-accelerated mouse resistant) (Takeda, 1999) (figura 

14). 

El promedio de la esperanza de vida en las series P es de 9,7 meses, un 40 % menos 

que las series R (16,3 meses) (Takeda y cols., 1994). El grado de senescencia a los 8 meses es 

aproximadamente del doble en las series P que en las R (7,97 frente a 3,94 respectivamente) 

(Takeda y cols., 1994). El coeficiente Gompertz, que indica la tasa de muerte a cada edad, es de 

0,133 en las P y de 0,083 en las R (Takeda y cols., 1981). También fue observada la pérdida 

severa de peso corporal en las series P, respecto a las R (Takeda y cols., 1997). La incidencia 

común en ambas series (P y R) de otras alteraciones, sugieren una desviación genética de la 

cepa AKR/J original (Takeda y cols., 1981). Datos de marcadores inmunogenéticos y bioquímicos 

revelan al menos un genotipo en cada cepa SAM que difiere de la cepa original AKR/J. Dichos 

resultados, junto con un estudio genético para reconocer secuencias de retrovirus, sugieren un 

cruce accidental con otras cepas previamente a la selección de los progenitores de las series P 

y R en 1975 (Kitado y cols., 1994; Mori y Higuchi, 2004). Los estudios post mortem y estudios 

sistemáticos in vivo de los ratones SAM, mostraron como característica común de todas las 

cepas SAMP el inicio temprano y acelerado del envejecimiento y de las SAMR el envejecimiento 
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normal. No obstante, estas manifiestan varios fenotipos patológicos que a menudo son 

característicos de cada cepa. Entre ellos se encuentran alteraciones neurobiológicas como 

déficits en aprendizaje y memoria, desórdenes emocionales, ritmos circadianos anormales, 

déficits auditivos, etc. También muestran amiloidosis, osteoporosis, osteoartritis (enfermedad 

degenerativa de las articulaciones), cataratas, hiperinflación pulmonar, etc. La mayoría de los 

fenotipos patológicos observados en las cepas SAMP, son consecuencia directa de la 

senescencia fisiológica, cuya incidencia y severidad se incrementan con la edad (Takeda, 1999). 

Es por ello que los estudios del modelo SAM, con el fin de clarificar los mecanismos subyacentes 

al envejecimiento acelerado, pueden aportar información sobre los mecanismos fundamentales 

en el envejecimiento normal. Además diversos estudios de las cepas SAM intentan vislumbrar 

los mecanismos moleculares que originan las patologías asociadas con la edad. Entre ellos, cabe 

destacar un trabajo de secuenciación del exoma de 6 cepas SAMP y 3 cepas SAMR (Tanisawa 

y cols., 2013). Este proporciona una lista de genes, con mutaciones o polimorfismos 

característicos, que potencialmente pueden estar asociados a algunos fenotipos patogénicos 

comunes a estas cepas o propios de alguna de ellas. 

 

Figura 14. Linaje de las cepas SAM. Representación temporal de la generación de las distintas cepas SAM. El 
eje superior indica la generación y el año. † significa cría fallida o finalización del cruce. Las colonias de la zona 
libre de patógenos (SPF, del inglés specific pathogens free): SAMP1TA, SAMP8/Ta, SAMP10//Ta, SAMR1TA y 
SAMP6/Ta fueron generadas y mantenidas en las industrias químicas Takeda (Osaka, Japón) y la colonia 
SAMP1//Ka en el Instituto de Ciencias de Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina de la Universidad 
de Kagoshima en Japón. En letra roja se indican las dos cepas utilizadas en el presente trabajo (SAMP8/Ta y 
SAMR1TA). Modificado de Takeda, 1999. 
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El incremento en la esperanza de vida, en muchas poblaciones a lo largo de todo el 

mundo, ha traído consigo problemas médicos y sociales asociados al envejecimiento. 

Consecuentemente el campo de estudio del envejecimiento posee un gran interés económico y 

social. Las características del modelo SAM, descritas anteriormente, hacen estas cepas 

ventajosas en la investigación biogerontológica (Takeda, 1999). 

 

4.1.- SAMP8, un modelo murino de desórdenes neurodegenerativos 

Además del fenotipo de envejecimiento común a humanos de edad avanzada, propio de 

todas las cepas SAMP, las SAMP8 y SAMP10 han sido propuestas como modelos de 

neurodegeneración. Estas muestran alteraciones comportamentales asociadas con la edad 

como déficits en el aprendizaje y memoria, desórdenes emocionales y alteración de ritmos 

circadianos, asociados con determinados cambios patológicos, bioquímicos y farmacológicos 

(Takeda, 2009; Ito, 2013). En concreto, la cepa SAMP8 muestra degeneración espongiforme en 

el tronco encefálico y médula espinal con la edad, y sobreexpresión de proteínas relacionadas 

con la enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer´s disease), indicando su validez como 

modelo de esta patología. Por el contrario, la cepa SAMP10 no muestra alteraciones asociadas 

a la AD. Sin embargo, esta presenta una atrofia severa, asociada con la edad, en el córtex frontal 

y entorrinal, amígdala y núcleo accumbens, indicando que es un modelo válido para el 

envejecimiento no patológico, pero inadecuado como modelo de la AD (Ito, 2013). Como cepa 

control respecto a las anteriores se ha utilizado la SAMR1, que posee un envejecimiento 

mayoritariamente normal. No obstante, los individuos viejos tienen predisposición al desarrollo 

de algún fenotipo patológico, como linfomas no tímicos, sarcomas histiocíticos y quistes en 

ovarios (Takeda y cols., 1997). 

Los estudios comportamentales de la cepa SAMP8, respecto a la SAMR1, muestran 

discapacidades significativas en la adquisición y retención de la respuesta de evitación pasiva 

(Miyamoto y cols., 1986; Yagi y cols., 1988), tareas de evitación activa y tareas aprendizaje 

espacial (Takeda, 2009). También se ha observado una leve disminución, en los SAMP8, en la 

memoria de trabajo y memoria de referencia con el incremento de la edad. En conjunto, los 

resultados anteriores indican déficits en aprendizaje y memoria. Por otra parte, se han descrito 

desórdenes emocionales en los SAMP8. Estos incluyen un comportamiento de ansiedad 

reducida asociada a la edad. Estudios bioquímicos sugieren que el deterioro del sistema 

noradrenérgico puede estar implicado en dicho comportamiento, alterando en consecuencia las 

tareas de evitación pasiva, de tal forma que los déficits en aprendizaje y memoria pueden estar 

mediados, al menos en parte, por la reducida ansiedad o estrés, aunque la implicación de déficits 

cognitivos no puede ser excluida (Miyamoto, 1997). Los ratones SAMP8 también muestran 

modificaciones en la actividad motora espontánea y la conducta alimentaria respecto a la 

conducta característica de cualquier otra cepa control (incluido los SAMR1). Dichas 

observaciones indican alteraciones en los ritmos circadianos, cuya causa subyacente puede ser 
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el deterioro de sistemas de neurotransmisores o de núcleos encefálicos concretos (Miyamoto, 

1997). 

Los cambios neuropatológicos observados en los ratones SAMP8 se clasifican en los 

tipos A, B y C (Takeda, 2009). En las alteraciones tipo A se agrupan aquellas que se observan 

con frecuencia tanto en humanos como en roedores con el avance de la edad. Estas se 

consideran cambios fisiológicos más que patológicos. Entre ellos se encuentran agregados 

proteicos anormales en neuronas talámicas, reducción de la densidad de espinas en las 

porciones proximal y media de las dendritas basales de las neuronas piramidales del hipocampo, 

distrofia axonal esferoidal en el núcleo de la columna dorsal, astrogliosis y lipopigmentosis 

(Takeda, 2009). Las alteraciones de tipo B son similares, pero no idénticas, a las presentes en 

los cerebros de humanos con AD, como la acumulación de proteína β-amiloide (Aβ) en el cerebro 

de los ratones SAMP8 (Nomura y cols., 1996; Kumar y cols., 2000) formando estructuras 

granulares en el espacio similares a las placas amiloides extracelulares propias de la AD, cuyo 

aumento en número y densidad se encuentra asociado con la edad. Estos agregados han sido 

observados en diversas regiones de los ratones SAMP8, entre las que se encuentran el septum 

medial, córtex, hipocampo, cerebelo y algunos núcleos y raíces de los nervios craneales 

(Takemura y cols., 1993; Fukunari y cols., 1994; Morley y cols., 2000; Del Valle y cols., 2010; ver 

revisión Takeda, 2009). Los cambios de tipo C incluyen aquellos que son exclusivos de la cepa 

SAMP8. Entre ellos se encuentran las estructuras granulares positivas para ácido peryódico de 

Schiff (PGS, PAS [periodic acid Schiff]-positive granular structures). Se trata de estructuras 

redondas u ovoides de pequeño tamaño (unas 5 µm de diámetro), generalmente agrupadas y en 

estrecha relación con procesos astrocíticos. Estas estructuras se observan con frecuencia en 

hipocampo, corteza piriforme, tubérculo olfatorio, núcleo del cuerpo trapezoide y córtex cerebral. 

En el hipocampo de ratones SAMP8 aparecen a edad mucho más temprana que en los SAMR1, 

e incrementan su número conforme aumenta la edad (Akiyama y cols., 1986; Kuo y cols., 1996). 

No obstante se desconoce si están presentes en los procesos neuríticos o astrocíticos (Takeda, 

2009). Otra alteración considerada de tipo C es la degeneración espongiforme, consistente en la 

presencia de vacuolas en el neuropilo de la formación reticular del tronco cerebral y médula 

espinal, progresando con el avance de la edad hasta estar involucrado todo el cerebro. Al mismo 

tiempo tiene lugar la proliferación de astrocitos hipertróficos (astrogliosis) en el área esponjosa 

afectada (Yagi y cols., 1989), como ocurre en la formación reticular magnocelular, cuyo nivel de 

afectación se ha correlacionado inversamente con la habilidad en tareas de aprendizaje y 

memoria (Gabriel y cols., 1986). 

Además de las anteriores, se han descrito otras alteraciones neuropatológicas en el 

cerebro de los ratones SAMP8, como la proliferación y acumulación de células de la microglía 

(Kitabayashi y cols., 1993; Amano y cols., 1995), la expresión de virus ecotrópicos y su 

correlación con la astrogliosis y vacuolización (Jeong y cols., 2002) o la degeneración cerebelar, 

en concreto la disminución del grosor de la capa molecular debida a la muerte de células de 

Purkinje, fenotipo propio de la AD (Nagasaki y cols., 1995; Fukutani y cols., 1996; Sjobeck y 
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Englund, 2001; Zhu y cols., 2007). Además, un estudio con técnicas IHQ mostró que las neuronas 

dopaminérgicas de la SN y noradrenérgicas del LC degeneraban más rápidamente durante el 

envejecimiento en los ratones SAMP8 que en los SAMR1 (Karasawa y cols., 1997). Otro trabajo 

sugiere la degeneración de oligodendrocitos en el hipocampo, en la cepa SAMP8, asociada a la 

edad (Tanaka y cols., 2005). 

Los estudios neuroquímicos y neurofarmacológicos muestran una disminución con la 

edad de la actividad sináptica en el hipocampo de los SAMP8. En concreto se observa un 

aumento de los niveles de Glu y glutamina (Gln) y una disminución de aspartato y alanina, 

sugiriendo la predominancia de la vía del α-cetoglutarato a Glu (Kitamura y cols., 1992). La 

liberación de noradrenalina (NA) y acetilcolina (ACh) inducida por los canales NMDA disminuye 

en el cerebro de los ratones SAMP8 con la edad (Zhao y Nomura, 1990; Zhao y cols., 1992). Los 

receptores/canales NMDA y muscarínicos M1 (ACh) disminuyen con la edad en hipocampo y 

córtex (Sugiyama y cols., 1987). Además, la capacidad de unión de los receptores NMDA 

corticales es menor en los SAMP8 (respecto a los SAMR1) (Nomura y cols., 1997). La unión de 

Glu a los receptores NMDA permite la entrada de cationes, entre los que se encuentra el Ca++. 

Este a su vez permite la activación de segundos mensajeros como PKCγ y CaMKII, esenciales 

en el proceso de potenciación a largo plazo (LTP, del inglés long term potentiation) en el 

hipocampo y por lo tanto en el aprendizaje. Los niveles de PKCγ en el hipocampo de SAMP8 

decaen con la edad, mientras que los de CaMKII permanecen constantes (Sugiyama y cols., 

1987; Armbrecht y cols., 1999). Además los niveles de calbindina también se reducen en el 

hipocampo con la edad, disminuyendo los niveles de Ca++ y perturbando su homeostasis, 

teniendo lugar la alteración de la actividad PKC dependiente de Ca++ (Armbrecht y cols., 1999). 

Como consecuencia de los cambios anteriores la fosforilación de CREB, esencial en el proceso 

de LTP, se encuentra alterada (Tomobe y cols., 2007). Todo ello indica una disminución en la 

actividad sináptica hipocampal, explicando los déficits en memoria y aprendizaje y los 

desórdenes emocionales de los ratones SAMP8 (Nomura y Okuma, 1999). 

En relación con la vía septohipocampal, Flood y Morley propusieron que la disminución 

de la actividad del receptor serotoninérgico en el septum, resulta en un aumento de liberación de 

GABA y en consecuencia una reducción de liberación de ACh al hipocampo, planteando que la 

discapacidad, asociada con la edad, en el proceso de memoria en los SAMP8 podría ser debida 

al deterioro de las interacciones septohipocampales (Flood y Morley, 1998). En un trabajo 

posterior se observó una disminución con la edad en la actividad de la colinacetiltransferasa 

(ChAT) exclusivamente en la vía colinérgica septohipocampal de los SAMP8. Al mismo tiempo 

se observó un incremento en la actividad GAD (enzima implicada en la síntesis de GABA) en los 

núcleos septales, mientras que en los ratones SAMR1 no se encontró alterada en ninguna región 

examinada (Strong y cols., 2003). Dichas alteraciones indican la posibilidad de que las 

interneuronas GABAérgicas puedan ejercer un efecto inhibitorio en la actividad colinérgica, 

apoyando la hipótesis de Flood y cols. 
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El péptido neuroestimulante colinérgico (HCNP, del inglés hippocampal cholinergic 

neurostimulating peptide) es liberado en el hipocampo en respuesta a la estimulación de los 

receptores NMDA. A su vez, este estimula la síntesis de ACh, a través de la inducción de ChAT 

en el núcleo septal medial (Ojika y cols., 1992). La cepa SAMP8 muestra un incremento en la 

expresión del precursor de HCNP, del contenido en HCNP y de sus depósitos, en el neuropilo 

del CA1 hipocampal (Matsukawa y cols., 1999; Yamada y cols., 2007). No obstante, los datos 

indican una disminución en la actividad ChAT en el septum medial y el hipocampo en los SAMP8 

respecto a los SAMR1, sugiriendo que el aumento en la expresión del mRNA del precursor del 

HCNP es consecuencia de la disminución de la actividad en las neuronas colinérgicas 

presinápticas. Dichos estudios indican que la acumulación de HCNP en el hipocampo coincide 

temporalmente con el comienzo del deterioro de la memoria y la disminución de los receptores 

NMDA, relacionando directamente la disfunción del sistema colinérgico septohipocampal, con 

los déficits de memoria en los SAMP8 (Matsukawa y cols., 1999). 

Muchos estudios indican altos niveles de estrés oxidativo en el cerebro y otros tejidos de 

los SAMP respecto a los SAMR1 (Tomobe y Nomura, 2009). En concreto, el cerebro de los 

ratones SAMP8 está expuesto a niveles elevados de estrés oxidativo desde una edad temprana 

(Nishikawa y cols., 1998; Yasui y cols., 2003; Alvarez-Garcia y cols., 2006; Chiba y cols., 2009). 

Como consecuencia del elevado estrés oxidativo los niveles de lipoperoxidación (Nomura y cols., 

1989; Liu y Mori, 1993; Okatani y cols., 2002; Farr y cols., 2003; Yasui y cols., 2003) y 

carbonilación proteínica (Butterfield y cols., 1997; Okatani y cols., 2002; Farr y cols., 2003) 

aumentan en el cerebro con la edad y son mayores en los SAMP8. Las actividades de enzimas 

antioxidantes SOD, CAT, GPx y glutatión reductasa (GSR) disminuyen con la edad en los SAMP8 

y respecto a los SAMR1 (Sato y cols., 1996; Kurokawa y cols., 2001; Okatani y cols., 2002; 

Sureda y cols., 2006). Otra alteración propia de los SAMP8 es un estado redox tiol-disulfuro 

elevado. En concreto los niveles de GSH y de oxidación de grupos sulfhidrilo de proteínas y la 

ratio GSH/GSSG se encuentran disminuidos, mientras que los niveles de GSSG son mayores en 

los SAMP8 que en los SAMR1 (Liu y Mori, 1993; Rebrin y Sohal, 2004). Además la glutamina 

sintetasa (enzima sensitiva a ROS) se encuentra disminuida en algunas zonas de cerebro de los 

SAMP8 (Sato y cols., 1996). También se ha descrito una mayor tasa de respiración mitocondrial 

y una disminución del control respiratorio mitocondrial en los SAMP8, respecto a los SAMR1, con 

el consecuente incremento en la generación de ROS (Nishikawa y cols., 1998). Dicha disfunción 

mitocondrial parece ser debida a deleciones en el DNA mitocondrial (Fujibayashi y cols., 1998; 

Nishikawa y cols., 1998; Xu y cols., 2007; Tanisawa y cols., 2013). La reducción del sistema de 

defensa antioxidante y el aumento en la generación de ROS, son las causas que subyacen al 

incremento temprano de estrés oxidativo observado en los ratones SAMP8 (Sato y cols., 1996; 

Sasaki y cols., 2008). El uso de antioxidantes o la CR en los SAMP8 ha permitido reducir los 

niveles de peroxidación lipídica y carbonilación proteínica (Butterfield y cols., 1997; Okatani y 

cols., 2002) e incrementar la esperanza de vida (Edamatsu y cols., 1995; Choi y Kim, 2000), 

sugiriendo un papel importante de los radicales libres en el proceso de envejecimiento. Además 

ensayos de administración de antioxidantes han mostrado una mejora en el deterioro de la 
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memoria de los SAMP8, señalando al elevado estatus oxidativo como posible causa subyacente 

a los déficits en aprendizaje y memoria propios de la cepa (Choi y Kim, 2000; Farr y cols., 2003). 

A causa del elevado estrés oxidativo, los SAMP8 también muestran marcada astrogliosis y 

microgliosis (Takeda, 2009). 

En diversas zonas del cerebro de los SAMP8 se ha observado un incremento en la 

expresión de la serina/treonina quinasa CDK5 y en la actividad calpaína, favoreciendo la 

actividad de CDK5/p25 en la fosforilación de tau. Además, en dichas zonas se ha observado un 

incremento en la fosforilación de TAU, respecto a la cepa SAMR1, marcador histopatológico de 

la AD (Canudas y cols., 2005). Además, varios trabajos han demostrado un incremento en la 

permeabilidad de la BBB asociado al deterioro de esta en los SAMP8 (Takeda, 2009). Un estudio 

electrofisiológico muestra una disminución con la edad en el potencial postsináptico excitatorio 

en el área CA1 del hipocampo de los SAMP8, respecto a los SAMR1, como posible causa 

subyacente a la deficiencia cognitiva de los SAMP8 (Yang y cols., 2005). Estudios de expresión 

genética y proteínica en el cerebro de los SAMP8 muestran una serie de alteraciones, asociadas 

con la edad, específicas de la cepa (ver revisión Butterfield y Poon, 2005). Estos genes y 

proteínas intervienen en funciones de neuroprotección, transducción de señal, plegamiento y 

degradación de proteínas, organización del citoesqueleto y transporte, respuesta inmune y 

producción de ROS; todos ellos implicados en las alteraciones anteriormente descritas y, en 

último término, en el proceso de aprendizaje y memoria (Tomobe y cols., 2005). 

 

4.2.- La neurogénesis adulta en la cepa SAMP8 

A pesar del interés que ha suscitado la cepa SAMP8 en el campo del envejecimiento, la 

mayor parte de los trabajos publicados se centran en el estudio de sus alteraciones en el 

aprendizaje y memoria y de los marcadores patogénicos relacionados con la AD. Solamente 

unos pocos trabajos, de reciente publicación, analizan el comportamiento de las NSC en los 

nichos del cerebro adulto de estos ratones. El primer trabajo en que se hace referencia a los 

nichos neurogénicos de los SAMP8, indica la inexistencia de diferencias significativas en el 

estado proliferativo de la SEZ y una disminución significativa en la proliferación del DG, en 

ratones de 4 meses (Cheng y cols., 2008). Para ello utilizan un paradigma de inyección de BrdU 

durante 15 días consecutivos y sacrificio a las dos horas de la última inyección. El régimen de 

inyecciones, la edad de los ratones utilizados y la zona muestreada (el recuento de la SEZ incluye 

tanto los ventrículos laterales como el tercer ventrículo), impiden la comparación con el resto de 

trabajos publicados en el campo de la neurogénesis adulta de la SEZ. Otra publicación estudia 

la neurogénesis hipocampal adulta de los ratones SAMP8, tratando de relacionarla con la AD 

(Gang y cols., 2011). En este trabajo describen, en individuos de 5 meses de edad, un incremento 

en la neurogénesis del DG. No obstante, observan una drástica disminución en la supervivencia 

de las nuevas células, que impide suplir la pérdida de neuronas que tiene lugar con la edad. 

Además muestran un aumento en los niveles de astrocitos en el hipocampo completo y una 
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disminución en el DG, si bien no utilizan la combinación de varios marcadores para discernir la 

población de astrocitos neurogénicos del resto. Un tercer trabajo, analiza la actividad proliferativa 

de la SEZ de los SAMP8 (Diaz-Moreno y cols., 2013). En este se describe un incremento en la 

proliferación de los ratones adultos jóvenes de dos meses, seguido de un descenso brusco 

durante el envejecimiento. Propone que el pico proliferativo observado en la SEZ precede a la 

aparición de signos asociados con la AD en áreas cerebrales como el hipocampo y lo 

correlaciona con un incremento en la secreción del péptido beta amiloide por las NSC. Además, 

en coherencia con el trabajo de Gang y colaboradores (Gang y cols., 2011), sugiere que el 

incremento en la actividad de las NSC no viene acompañado de un aumento paralelo en la 

supervivencia e integración de las nuevas células del OB. Por último, un reciente artículo analiza 

el potencial proliferativo de las NSC de la SEZ de ratones SAMP8 (Castro-Garcia y cols., 2015). 

En él, se describe una disminución significativa en el número de células LRC y un incremento en 

la proliferación general en la SEZ y en los neuroblastos, en ratones de un mes de edad. Pese a 

confirmar su naturaleza como células B1, mediante su colocalización con GFAP y SOX2, los 

recuentos de LRC mostrados solo tienen en cuenta el marcaje de BrdU. También muestran, en 

contraposición con los resultados obtenidos por Díaz-Moreno y colaboradores (Diaz-Moreno y 

cols., 2013), una disminución en el número de esferas primarias y secundarias generadas. Las 

diferencias pueden ser debidas a la edad de los ratones o incluso a las condiciones del cultivo. 

No obstante, también concluyen la existencia de una disminución del potencial de las NSC en 

los SAMP8, que en este caso asocian a la alteración en la vía de PEDF. Pese a las evidentes 

diferencias entre los trabajos mostrados, el cómputo global de observaciones parece indicar la 

existencia de alteraciones en ambos nichos. La mayoría de conclusiones coinciden en la 

existencia de una hiperproliferación no productiva y de una disminución del potencial de las NSC 

de las zonas neurogénicas durante el envejecimiento. 
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El estudio exhaustivo de los mecanismos moleculares subyacentes a la disminución de 

la función de las NSC durante el envejecimiento, será fundamental en su futura aplicación 

terapéutica. El incremento en los niveles de estrés oxidativo, propio del proceso de 

envejecimiento, se ha postulado como una de las causas de daño en la función celular durante 

la senectud. Por otra parte, la cepa murina de envejecimiento acelerado SAMP8, en la cual se 

han descrito niveles elevados de estrés oxidativo, se considera un modelo válido para la 

investigación biogerontológica en el SNC. Además, debido al incremento de la esperanza de 

vida, el estudio del envejecimiento con fines terapéuticos, suscita gran interés económico y 

social. 

Por todo ello, el objetivo global de esta tesis doctoral es el estudio de los efectos del 

envejecimiento y el estrés oxidativo sobre las propiedades de las NSC de la SEZ, mediante el 

uso de la cepa de ratones SAMP8; así como de los mecanismos moleculares implicados. Para 

lograr dicho objetivo global, se pretende alcanzar los siguientes objetivos concretos: 

 

1. Caracterización de las poblaciones celulares de la SEZ de la cepa SAMP8. 

2. Caracterización del cultivo de neuroesferas de la cepa SAMP8. 

3. Determinación del estatus oxidativo de las neuroesferas de la cepa SAMP8. 

4. Análisis de los efectos del estrés oxidativo y replicativo en las neuroesferas de la 

cepa SAMP8. 

5. Análisis de la modulación epigenética de las NSC de la cepa SAMP8. 
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1.- Animales  

Los ratones (Mus musculus) utilizados en la presente tesis fueron estabulados por 

géneros y camadas, bajo condiciones de luz/oscuridad de 12 horas, a temperatura constante 

entre 20 y 22 ºC, y dieta con acceso libre a pellets estándar y agua (ad libitum). El manejo de los 

animales y todos los procedimientos experimentales fueron llevados a cabo de acuerdo con la 

normativa vigente (86/609/EEC y RD1201/2005), siguiendo los protocolos aprobados por el 

comité ético y bajo la supervisión de la veterinaria jefe del Servicio de Producción Animal del 

Campus de Burjassot de la Universitat de València. Las crías fueron destetadas a los 21 días de 

nacer. En todos los casos los animales utilizados fueron machos adultos de 2 y 10 meses de 

edad. 

 

1.1.- Cepas de ratones 

Cepas SAMP8 y SAMR1: nuestras colonias de las cepas consanguíneas SAMR1 y 

SAMP8 (Takeda y cols., 1981) fueron generadas a partir de varias parejas cedidas por la Dra. 

Mercè Pallàs, procedentes de la colonia del Parc Científic (Barcelona, España), establecida con 

ejemplares de Harlan Interfauna Ibérica S.L. (Bicester, Reino Unido). 

Cepa p53-/- : la generación de la cepa de ratones deficientes para p53 fue llevada a cabo 

por el grupo del Dr. Allan Bradley en el Colegio de Medicina Baylor (Houston, Texas, EEUU) 

(Donehower y cols., 1992). Nuestra colonia de ratones p53-/- fue mantenida en heterocigosis, 

cruzando los individuos heterocigotos para obtener homocigotos nulos para p53 y homocigotos 

silvestres que fueron utilizados como control de los anteriores. Los ratones fundadores de nuestra 

colonia, procedentes de Harlan Interfauna Ibérica S.L. (Bicester, Reino Unido), fueron cedidos 

por el Dr. Manuel Serrano del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (Madrid, España) 

(CNIO). 

Cepa p19-/- : los ratones mutantes nulos para p19 fueron generados en el laboratorio del 

Dr. Charles J. Sherr en el Instituto Médico Howard Hughes (Memphis, Tennessee, EEUU) 

(Kamijo y cols., 1997). La colonia, cuyos individuos fundadores fueron suministrados por el Dr. 

Manuel Serrano del CNIO (Madrid, España), fue mantenida en heterocigosis. Mediante el cruce 

de individuos heterocigotos se obtuvieron los ratones homocigotos, silvestres y mutantes nulos, 

utilizados en los experimentos. 

 

1.2.- Genotipado de ratones  

El genotipo de los ratones fue determinado mediante la técnica de reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction), utilizando DNA genómico. Este fue extraído 
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a partir de un fragmento de cola de unos 0,5 cm mediante el uso del Maxwell 16 Mouse Tail DNA 

Purification Kit (Promega® AS1120). Para cada muestra se amplificó 1 µl del DNA genómico 

(aproximadamente 50 ng) en un volumen final de 25 µl, mediante desoxinucleótidos trifosfato 

(0,2 mM cada uno), cebador directo (48 nM), cebador inverso (48 nM) y Taq polimerasa de DNA 

(Promega® M830) (5 U/μl) en tampón de electroforesis/carga a pH 8,5 (Green Go Taq Flexi 

Buffer, Promega® M891) con MgCl2 2 mM. En cada caso se llevó a cabo la PCR utilizando los 

cebadores y condiciones concretas y obteniendo los productos indicados en la tabla 1. 

Los productos de PCR (amplicones) fueron resueltos mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% en tampón TBE, (Tris-borato-EDTA; Tris [89 mM, pH 8,0], ácido bórico [89 mM], 

y ácido etilendiaminotetraacético [EDTA; 2 mM]) con Realsafe Nucleic Acid Staining Solution 

(Durviz® RBMSAFE) 0,05 μl/ml. Como marcador de pesos moleculares se utilizó el Gene Ruler 

100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas® SM0321). Finalmente, los geles se fotografiaron en un 

transiluminador con luz UV acoplado a un sistema de captura de imagen (Gel Logic® 440 Imagen 

System) y se analizaron las bandas obtenidas. 

 

2.- Estudios in vivo 

2.1.- Tratamientos in vivo 

     2.1.1.- Administración de 5-bromo-2´desoxiuridina 

Para el estudio de la proliferación celular se administró a ratones vivos BrdU (Sigma® 

B5002), un análogo sintético de la timidina. Del mismo modo que los nucleósidos naturales, esta 

se incorpora al nuevo DNA durante la fase S del ciclo celular y puede ser detectada, 

específicamente, mediante técnicas de inmunolocalización. En función de la población celular de 

interés, llevamos a cabo diferentes regímenes de inyección y captura del marcador. Para el 

análisis de la proliferación global de la SEZ y de las células de rápida división (TAP y 

neuroblastos) se inyectó un único pulso y se sacrificó a los animales una hora después. A este 

protocolo, así como a las células que marcaba, los denominamos BrdU1h. Con el fin de detectar 

las células con una tasa de división lenta, se aplicó un régimen de 7 dosis inyectadas a intervalos 

de 2 horas y sacrificio, mediante perfusión (ver apartado 2.2.1. de material y métodos), 30 días 

después (BrdU30d). Mediante este paradigma experimental, las células de división rápida diluyen 

la marca mientras que su progenie, que la incorporó directamente durante su administración o a 

partir del DNA de su progenitora, habrá migrado a sus lugares de destino. A estas células 

positivas para BrdU las denominamos BrdU30d+. Por lo tanto, en la SEZ solamente quedarán 

marcadas las células de división lenta, como son las NSC, y las que se hayan diferenciado 

terminalmente en la estructura. Estas células marcadas mediante el protocolo BrdU30d las 

denominamos LRC (del inglés Label Retaining Cells). En cualquiera de los casos la 

administración fue realizada mediante inyección intraperitoneal (i.p.) con aguja hipodérmica de 
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0,3 mm de diámetro y cada dosis fue de 50 mg de BrdU/Kg de peso del ratón, utilizando para 

ello una solución de 10 mg de BrdU/ml disuelta en suero fisiológico (NaCl 0,9 %) estéril. 

     2.1.2.- Administración de tricostatina A 

Con el fin de inhibir la actividad HDAC en el cerebro de los ratones, les administramos 

tricostatina A (TSA, Trichostatin A) (Sigma® T8552) a una concentración, previamente descrita 

en el trabajo de Fontan-Lozano y cols., 2008, de 1 mg/Kg de peso corporal en cada dosis. Tanto 

el TSA, a partir de una solución de 0,2 mg/ml disuelta en DMSO estéril, como un volumen 

equivalente del vehículo en los animales del grupo control, fueron administrados mediante i.p. 

con aguja hipodérmica de 0,3 mm de diámetro. El tratamiento fue de 6 dosis administradas cada 

12 horas a lo largo de 3 días y el sacrificio, mediante perfusión (ver apartado 2.2.1. de material y 

métodos), una hora después de la última inyección. 

 

2.2.- Técnicas histológicas 

     2.2.1.- Anestesia y perfusión 

Los ratones utilizados en el análisis histológico fueron anestesiados mediante i.p. de 3 

mg de medetomidina por kg de ratón (stock 1 mg/ml, DOMTOR®) como analgésico y 225 mg de 

clorhidrato de ketamina por kg de ratón (stock 50 mg/ml, IMALGENE®) como anestésico. Tras 

comprobar que la anestesia era profunda, se procedió a la perfusión intracardiaca de 30 ml de 

suero salino (0,9 % NaCl), seguidos de 70 ml de paraformaldehído (PFA) al 4 % en tampón PB 

(tampón fosfato, phosphate buffer; 0,1 M y pH 7,4), ambos con un flujo de 5,5 ml/min. Los 

cerebros se extrajeron y, para completar la fijación, se sumergieron durante toda una noche (O/N, 

del inglés overnight) a 4 ºC en el mismo fijador. Posteriormente, los cerebros se lavaron varias 

veces con PB y se mantuvieron en este a 4 ºC, añadiendo, cuando fue necesario, azida sódica 

al 0,05 % para su conservación. En el caso de que uno de los hemisferios fuese utilizado para 

cultivos celulares o extracción de proteína, se extraía el cerebro fresco y el hemisferio destinado 

a histología se fijaba mediante inmersión O/N en el mismo fijador. 

     2.2.2.- Microtomía y seriado de cortes 

Los cerebros perfundidos o fijados por inmersión fueron seccionados coronalmente con 

un vibratomo Leica® VT 1000S a un grosor de 25 µm. Los cortes obtenidos se recogieron de 

forma seriada para obtener muestras representativas de toda la extensión rostro-caudal y fueron 

depositados en placas multipocillo con PB y azida sódica al 0,05 % para evitar su contaminación. 

Los OB fueron previamente encastrados en agar al 4 % para facilitar su corte y las secciones se 

recogieron en 6 series paralelas. El resto del cerebro fue cortado sin encastrar y almacenado en 

24 series paralelas, de las cuales 12 fueron destinadas al estudio de la SEZ (ver apartado 2.5. 

de material y métodos). 
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     2.2.3.- Whole mount 

Los cerebros destinados a la técnica de WM de la SEZ fueron diseccionados tal y como 

se describe en Mirzadeh y cols., 2008. Tras la dislocación cervical del ratón se procedió a la 

extracción del cerebro fresco y con ayuda de una lupa de disección Leica® MZ6 (25X) y mediante 

el uso de microescalpelos se aisló la SEZ. Seguidamente, esta fue fijada O/N con PFA al 4 % en 

PB con Triton X-100 al 0,5 % y finalmente lavada varias veces con PB y conservada añadiendo 

azida sódica al 0,05 % hasta la realización de la IHQ. 

 

2.3.- Técnicas inmunohistoquímicas, histoquímicas y tinciones 

     2.3.1.- Inmunohistoquímica 

La detección de los diferentes antígenos se realizó, mediante inmunofluorescencia 

indirecta, usando la combinación pertinente de anticuerpos primarios y secundarios (ver tablas 2 

y 3). Para ello, los cortes obtenidos en vibratomo se lavaron varias veces con PB y 

posteriormente se incubaron con tampón bloqueo (FBS 10%, glicina 10% y Triton X-100 0,2% 

en PB) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT, del inglés room temperature). Después se 

incubaron con los anticuerpos primarios, diluidos en su correspondiente tampón bloqueo, O/N a 

4ºC (ver tabla 2). Tras lavar varias veces el anticuerpo primario con PB, se incubaron durante 1 

hora a RT los anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforos, también diluidos en tampón 

bloqueo (ver tabla 3). Nuevamente se realizaron lavados en PB y se tiñeron los cortes con 4´,6-

diamino-2-fenolindol dihidrocloruro (DAPI, Sigma® D9542) a 1 μg/ml durante 5 min a RT. 

Finalmente, tras varios lavados más en PB, los cortes se montaron con FluorSave (Calbiochem® 

345789). Para la detección de BrdU, los cortes fueron sometidos, previamente al bloqueo, a un 

tratamiento con HCl 2N (15 min a 37 ºC) con el fin de desnaturalizar el DNA para facilitar el 

reconocimiento del antígeno por el anticuerpo. Posteriormente, se neutralizó el ácido con tampón 

borato 0,1M, pH 8,5, durante 10 min y varios lavados con PB y se continuó con el protocolo 

estándar. 

En el caso de la IHQ para las preparaciones de WM, tanto el tampón PB, utilizado en los 

lavados, como el tampón bloqueo, utilizado en la eliminación de las uniones inespecíficas y en 

la disolución de los anticuerpos, contenía Triton X-100 al 0,5 %. El tiempo de bloqueo utilizado 

fue de 90 min, el anticuerpo primario se incubó durante 2 días a 4 ºC y el anticuerpo secundario 

estuvo en contacto con la muestra durante 2 horas a RT. El medio de montaje, diferente al 

utilizado en las IHQ sobre cortes histológicos, fue Fluoromount-G (Electron Microscopy 

Sciences® 17984-25). 
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     2.3.2.- Técnica de marcaje del extremo libre con dUTP mediante la DNA 

transferasa terminal (TUNEL) 

Las células apoptóticas fueron detectadas mediante la técnica de marcaje del extremo 

libre con dUTP mediante la DNA transferasa terminal (TUNEL, del inglés terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling), basada en la rotura del DNA 

característica del proceso de apoptosis. En este método se utilizan nucleótidos del tipo 

desoxiuridina (dUTP) marcados y la enzima DNA transferasa terminal (TdT, del inglés terminal 

deoxynucleotidyl transferase), que añade nucleótidos al extremo 3´OH libre de la hebra de DNA. 

En las células en proceso de apoptosis el DNA se fragmenta, siendo accesibles los extremos 

3´OH y permitiendo a la enzima TdT incorporar los dUTPs marcados. En nuestro caso utilizamos 

el kit de detección de apoptosis In Situ ApopTag Red (Millipore® S7165). En concreto, este kit se 

basa en el uso de dUTPs marcados con digoxigenina y su detección mediante anticuerpos 

específicos anti-digoxigenina conjugados con el fluorocromo rodamina. Como control positivo de 

la técnica se utilizaron muestras similares, que previamente habían sido tratadas con DNasa I 1 

μg/ml durante 10 min a RT. Una vez ejecutada la detección según las instrucciones del fabricante, 

se realizó la IHQ para el marcador que se combinaba en cada caso (GFAP o DCX) mediante el 

método estándar (ver apartado 2.3.1. de material y métodos). 

     2.3.3.- Técnica histoquímica para la detección de la actividad β galactosidasa 

asociada a senescencia 

La actividad β galactosidasa asociada a senescencia (SA β-gal, del inglés senescence 

asociated β galactosidase) fue detectada sobre secciones coronales del cerebro con el 

Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma® CS0030). El fijador utilizado fue en unos 

casos PFA 4 % y en otros una mezcla de PFA 4 % y glutaraldehído al 2 %. Tras el proceso de 

fijación se lavaron los cortes con PB y se incubaron con la solución de tinción O/N a 37 ºC. Tras 

varios lavados, se montaron sobre portaobjetos con medio de montaje acuoso (FluorSave®). La 

captura de imágenes fue realizada con un microscopio Nikon® Eclipse E800. 

     2.3.4.- Tinción con violeta de cresilo 

Para el estudio citoarquitectónico del cerebro se utilizó la tinción con violeta de cresilo al 

0,2 % (Sigma® C1791) disuelto en una solución con ácido acético glacial al 0,5 % (Panreac® 

141008), acetato sódico 6 mM (Panreac® 131632) e hidróxido sódico 12 mM (Panreac® 141687). 

Este colorante básico y artificial, tiñe los somas de las neuronas y glía, permitiendo ver el nivel 

de organización y grado de empaquetamiento celular en las distintas estructuras analizadas. El 

protocolo de tinción consistió en la incubación de las muestras con la solución de violeta de 

cresilo durante 5-10 min, seguido de un breve lavado con H2O y diferenciación durante 15 seg 

con alcohol al 70º. Se deshidrataron las secciones con lavados en alcoholes de grado creciente 

(96º y 100º) hasta llegar a un baño de 5 min en xilol (Panreac® 141769). Las muestras se 

montaron con medio permanente Eukitt (Panreac® 253681). 
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2.4.- Microscopía electrónica de barrido  

Para la microscopía electrónica de barrido, los WM fueron fijados por inmersión en PFA 

al 4 % y glutaraldehído al 2 % en tampón PB, postfijados con tetraóxido de osmio (OsO4) al 2 %, 

deshidratados en alcoholes de concentración creciente y posteriormente secados mediante la 

técnica de punto crítico, con CO2 líquido, con el aparato TOUSIMIS® Autosamdri 814. Luego se 

pegaron sobre soportes de aluminio con cinta adhesiva de doble cara con carbón (Tedpella®) y 

se sombrearon con partículas de oro-paladio (Au-Pd) en un revestidor de bombardeo iónico 

POLARON® SC7640 durante 120 seg, generando un recubrimiento metálico de unos 5 nm de 

espesor. Finalmente fueron examinados con un microscopio electrónico de barrido de emisión 

de campo HITACHI® S4100. El voltaje utilizado fue 10 Kv y la distancia de trabajo 10 mm.  

 

2.5.- Morfometría y recuentos celulares 

El volumen de la SEZ se estimó mediante el método de Cavalieri (Volumentotal = área x 

grosor x número de cortes) (Russ y Dehoff, 1986). En primer lugar se establecieron las 

coordenadas morfológicas que delimitan la extensión rostro-caudal de la SEZ, desde el cruce del 

CC a nivel rostral hasta la aparición de la comisura hipocámpica ventral, coincidente con la unión 

de los dos LV con el tercer ventrículo (aproximadamente entre las distancias de bregma +1,10 y 

-0,22). Para reconocer con precisión las distintas estructuras cerebrales del ratón adulto nos 

ayudamos de un atlas (Paxinos y Franklin, 2004). Basándonos en los puntos anatómicos 

definidos y utilizando los cortes coronales obtenidos en el vibratomo, de grosor conocido, se 

determinó el número de secciones que conformaban la SEZ en cada individuo. Posteriormente, 

se seleccionaron aleatoriamente 2 de las 12 series paralelas de la SEZ de cada animal (section 

sampling fraction, ssf = 1/6), que contenían entre 5 y 8 secciones equidistantes y se contratiñeron 

con violeta de cresilo (ver apartado 2.3.4. de material y métodos). Con ayuda del software NEW 

C.A.S.T. (New Computer Assisted Stereological Toolbox; Olympus®) en un ordenador conectado 

a un microscopio Olympus® BX61 con platina motorizada y una cámara Olympus® DP70, se 

determinó el área (µm2) de la SEZ en dichos cortes, obteniendo un valor promedio por corte. En 

último lugar, con los datos obtenidos, se estimó el volumen total de la estructura de cada animal. 

Los recuentos celulares en la SEZ, para la estimación de porcentajes de los diferentes 

marcadores celulares o combinación de ellos, fueron llevados a cabo mediante un estricto 

método de selección y muestreo de cortes. Para cada animal se eligieron tres cortes 

representativos de todo el eje rostro-caudal: uno anterior, entre las primeras secciones en las 

que el CC cruza entre ambos hemisferios (aprox. bregma +0,98); otro medial, en el que la 

comisura hipocámpica ventral todavía tiene una sección circular y el CC posee un perfil menos 

grueso y apuntado (aprox. bregma +0,50) y finalmente un corte posterior, en el que se cruza la 

comisura hipocampal ventral pero todavía permanecen separados ambos LV (aprox. bregma 

+0,14). En cada uno de los cortes se capturaron cuadrantes de muestreo (counting frames) de 

la totalidad de la SEZ, desde su zona más ventral hasta la más dorsal. En estos se obtuvieron 
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secciones ópticas cada 3 µm a lo largo del grosor de la muestra. El recuento pertinente en cada 

caso se realizó tomando una de cada tres imágenes (distanciadas 9 µm entre sí) a partir de una 

elegida aleatoriamente. Partiendo del mismo método de selección de muestras y de captura de 

imágenes, se estimó el índice de celularidad. Para ello se contabilizó el número de células totales 

(DAPI+) por sección óptica y siendo esta de área conocida y constante se logró determinar la 

densidad celular total. Para realizar los recuentos de células positivas para la técnica TUNEL 

combinada con otro marcador, tanto en la SEZ como en el RMS, se seleccionaron, una vez más, 

tres cortes representativos de la SEZ y tras la inmunodetección se contabilizó el total de células 

marcadas, para finalmente estimar su densidad. En el caso de los recuentos de las células 

BrdU30d+ en la SEZ y en el CC, debido al reducido número de células marcadas, se eligieron 2 

series completas de la estructura (ssf = 1/6) y, tras la IHQ pertinente, se contabilizó el total de 

células marcadas. Una vez estimado el número promedio de células BrdU30d+ por corte y 

conociendo el volumen promedio por corte, de cada estructura para cada animal, se determinó 

la densidad celular (BrdU30d+/mm3). Las células BrdU30d+ en el OB se cuantificaron mediante la 

selección de una serie paralela de cortes (ssf = 1/6) sobre la que se llevó a cabo la IHQ. En cada 

corte se establecieron 4 campos aleatorios sobre la GCL, en los que se tomó una sección óptica 

al azar. En dichas imágenes se contabilizó tanto el número de células BrdU+ como DAPI+, 

permitiendo determinar el porcentaje de células BrdU30d+. Los recuentos sobre las muestras de 

WM fueron llevados a cabo a partir de las imágenes obtenidas a lo largo de toda la región dorsal 

de la SEZ. 

La visualización de la fluorescencia y captura de imágenes, en todos los recuentos 

anteriores, fue realizada con un microscopio confocal multiespectral FluoView FV10i (Olympus®) 

equipado con objetivos de 10 y 60 aumentos. De igual forma que las medidas volumétricas de la 

SEZ, las medidas de áreas y volúmenes a partir de las cuales basamos los recuentos de 

densidad fueron llevados a cabo mediante el software NEW C.A.S.T. (Olympus®). 

Para la estimación del porcentaje de células GFAP+ estriatales se eligieron tres cortes 

representativos de la SEZ y tras la IHQ se llevó a cabo un análisis estereológico mediante el 

método del fraccionador óptico. Para ello se utilizó el software NEW C.A.S.T. (Olympus®). El 

control del movimiento en el plano X-Y se realizó mediante un joystick. El movimiento en el eje Z 

se llevó a cabo manualmente con el macro/micrométrico y la distancia fue monitorizada mediante 

un microcator electrónico. Para el muestreo se utilizó un disector de 40 x 40 x 5 µm (ejes X, Y, Z 

respectivamente) y se realizó un muestreo de aproximadamente el 10 % del área de la capa 

analizada (area sampling fraction, asf = 0,1). El tamaño del disector y el porcentaje de muestreo 

se establecieron en función del tamaño y densidad del marcaje. En cada uno de los muestreos 

se registró tanto el número total de células (DAPI+) como de astrocitos (GFAP+) y se determinó 

su porcentaje. Como criterio de recuento se contabilizaron las células que no tocaban las líneas 

o el plano de exclusión, teniendo en cuenta para ello el límite de la marca (fluorescencia) del 

soma. El límite superior del disector óptico fue 5 µm por debajo del inicio del corte, de tal forma 
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que se asumió la inexistencia de compresión diferencial del tejido en el volumen muestreado 

(Gardella y cols., 2003). 

 

3.- Estudio in vitro en cultivos de las células madre neurales 

3.1.- Cultivos de las células madre neurales adultas de la zona subependimaria 

El establecimiento, mantenimiento y análisis de los cultivos de neuroesferas a partir de 

la SEZ de ratones adultos se llevaron a cabo utilizando protocolos ya descritos por nuestro grupo 

(Ferron y cols., 2007). Los ratones se sacrificaron mediante dislocación cervical, seguidamente 

se decapitaron y se extrajo el cerebro, que se lavó en PBS (tampón fosfato salino, phosphate 

buffer saline; tampón fosfato 0,1 M a pH 7,4 y NaCl 0,9 %) estéril y frío. Con ayuda de una lupa 

de disección Leica MZ6 (25X) y mediante el uso de microescalpelos se aisló la SEZ. Durante 

todo el proceso se mantuvieron las máximas condiciones de esterilidad posibles y a partir de ese 

momento se trabajó en cabina de flujo laminar. Los fragmentos fueron digeridos 

enzimáticamente, eliminando el PBS, añadiendo 500 µl/SEZ de una solución de papaína a 12 

U/ml (Worthington® Ls003119) disuelta en EBSS (Earle´s Balanced Salt Solution, Gibco® 24010-

043) y suplementada con 0,17 mg/ml de L-cisteína (Sigma® C8277) y 0,17 mg/ml de EDTA 

(Sigma® E6511), e incubando 30 min a 37 ºC en esta solución enzimática. Posteriormente se 

lavó el tejido con medio de cultivo de las NSC “control” (sin mitógenos) (DMEM/F12 [Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium F12, Gibco® 11320-074] suplementado con glucosa 30 %, NaHCO3 0,1 

%, ácido N-2-hidroxietilpiperacina-N´-2´-etanesulfónico [HEPES] 5 mM, L-glutamina 2 mM, 

putrescina 0,2 µg/ml, progesterona 16 nM, selenito sódico [Na2SeO3] 25 nM, insulina 500 nM y 

apo-transferrina 0,08 mg/ml) y se disgregó mecánicamente, haciéndolo pasar varias veces a 

través de una pipeta Pasteur con la punta previamente pulida a la llama. Una vez se obtuvo una 

suspensión homogénea se añadió más medio “control” y se centrifugaron las células 10 min a 

200 g, se aspiró el medio, y se resuspendió en 800 µl de medio “completo” (medio “control” 

suplementado con heparina 0,7 U/ml, fracción V de albúmina de suero bovino (BSA, bovine 

serum albumin) 2 mg/ml [Euroclone® EMR086025], EGF 20 ng/ml [Invitrogen® 53003-018] y 

FGF2 10 ng/ml [Sigma® F0291]). El homogenado se repartió en 4 pocillos de placas de 48 pocillos 

(P48) y se incubó a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5 % durante unos 7 días in vitro (DIV). 

Transcurridos 5 DIV, y utilizando un microscopio invertido (Nikon® Eclipse TE2000-S) dotado con 

contraste de fases, se contabilizó el número de neuroesferas generadas a partir de cada SEZ y 

se tomaron fotografías para medir sus diámetros. 

 

3.2.- Expansión del cultivo de las células madre neurales 

Aproximadamente cada 6 DIV, las neuroesferas formadas se subcultivaron (pase) 

mediante su disgregación y posterior resiembra en forma de células individuales. Para ello, se 
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transfirieron de los frascos/pocillos de cultivo a tubos cónicos de 15 ml, se lavaron con medio 

“control”, se centrifugaron y posteriormente se aspiró el medio y se resuspendieron las células 

en 200 µl de medio “completo”. La suspensión celular se aspiró con suavidad unas 70-80 veces 

con una punta con filtro de una micropipeta de 200 µl, evitando flujos bruscos y la consecuente 

formación de burbujas, hasta obtener una suspensión homogénea en la cual las neuroesferas 

fueron disgregadas hasta el estado de célula individual. La suspensión se llevó hasta 1 ml final 

con medio “completo”, se homogeneizó y se tomaron 10 µl. Este volumen se mezcló con el 

colorante no permeable azul tripano en una relación 1:1 y se realizó el recuento de células 

viables, no teñidas, usando una cámara Neubauer. Finalmente, las células se sembraron en 

medio “completo”, a la densidad adecuada para cada frasco/pocillo, y se mantuvieron en el 

incubador a 37 ºC y CO2 al 5 %. 

 

3.3.- Criopreservación de las células madre neurales 

Durante los sucesivos subcultivos, y con el fin de conservar células de distintos pases, 

se congeló una parte de las neuroesferas generadas. Para ello fue necesario sembrar frascos 

de tamaño considerable (placa de cultivo de 100 cm2 [P100] o frasco de cultivo de 75 cm2 [F75]) 

y, transcurridos unos 2 DIV, las neuroesferas fueron recogidas, centrifugadas, resuspendidas en 

dimetil sulfóxido (DMSO) al 10% en medio “completo”, transferidas a un criotubo y congeladas a 

-80 ºC en un recipiente rodeado de isopropanol, de tal forma que la congelación fue gradual (Δ-

1 ºC/min). La descongelación fue rápida, situando los criotubos en un baño a 37 ºC, lavando las 

neuroesferas y resuspendiendo estas en medio “completo”. 

 

3.4.- Ensayo de formación de neuroesferas a baja densidad  

A partir de la solución de neuroesferas disgregadas hasta estado de célula única (tal y 

como se describe en el apartado 3.2. de material y métodos) se generó una suspensión de 

25.000 células/ml en medio “completo” y se sembraron a una densidad de 2,5 células/µl (500 

células/pocillo de placa de 96 [P96]) para preservar su clonalidad. Transcurridos 5 DIV en el 

incubador, se contabilizó el número de neuroesferas generadas en cada pocillo, utilizando un 

microscopio invertido dotado con contraste de fases (Nikon® Eclipse TE2000-S), y se tomaron 

fotografías para medir sus diámetros. 

 

3.5.- Ensayo de proliferación 

De cada cultivo de neuroesferas, crecidas durante 2 DIV, se sembró 1 ml por pocillo de 

P24 conteniendo cubreobjetos previamente tratados con Matrigel (Becton Dickinson® 354230). 

Entre 2 y 48 horas antes de la siembra, los cubreobjetos circulares estériles fueron colocados en 
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los pocillos de P24 y cubiertos con Matrigel®. Tras 3 min en el incubador, para permitir la adhesión 

de las neuroesferas a los cubreobjetos, se añadió BrdU a una concentración final de 2 µM y se 

volvió a incubar durante 5 min. Seguidamente se fijaron las neuroesferas con PFA al 2 % durante 

10 min a RT, se realizaron varios lavados con PB y se procedió a la detección de BrdU, previo 

tratamiento con HCl, del modo descrito en el apartado 3.7. de esta sección. Tras la captura de 

imágenes de la totalidad del cubreobjetos con un microscopio Nikon® Eclipse E800 y la 

generación de imágenes de co-localización con el programa Adobe® Photoshop CS5, se 

contabilizó en cada esfera tanto el número de células BrdU+ como totales (DAPI+), permitiendo 

determinar el porcentaje de células BrdU+ por esfera. 

 

3.6.- Tratamientos in vitro 

Algunos ensayos in vitro consistieron en el tratamiento, con distintas sustancias, de las 

células procedentes de las neuroesferas de pase 1, disgregadas y sembradas siguiendo el 

protocolo indicado en cada caso (ver apartados 3.2. y 3.4. de material y métodos). Las sustancias 

que fueron utilizadas en los distintos experimentos, así como las concentraciones empleadas de 

las mismas y el vehículo utilizado para su preparación (administrado en los cultivos control) se 

detallan en la tabla 4. 

 

3.7.- Técnicas inmunocitoquímicas 

Las células y neuroesferas fijadas se lavaron sucesivas veces con PB. Posteriormente, 

se incubaron durante 1 hora a RT en tampón bloqueo (FBS 10 %, glicina 10 % y Triton X-100 0,2 

% en PB). Para la detección de BrdU, previa a la incubación con el tampón bloqueo, se realizó 

un tratamiento con HCl 2 N (10 min a 37 ºC) y posteriormente se neutralizó el ácido durante 10 

min con tampón borato 0,1 M a pH 8,5, seguido de varios lavados con PB, continuándose 

después con el protocolo estándar. Tras el bloqueo de las uniones inespecíficas, se incubaron 

las células con los anticuerpos primarios diluidos en tampón bloqueo (ver tabla 2) a 4 ºC O/N. Al 

día siguiente, se lavaron las células varias veces con PB y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios marcados con fluoróforos, también diluidos en tampón bloqueo, durante 1 hora a RT 

(ver tabla 3). Posteriormente, se lavaron con PB y se tiñeron con DAPI (Sigma®) a 1 μg/ml durante 

1 min a RT y, tras varios lavados más en PB, las preparaciones se montaron con FluorSave®. 

Las células se analizaron en un microscopio (Nikon® Eclipse E800) dotado de fluorescencia. Para 

llevar a cabo los recuentos celulares se utilizó el programa Adobe® Photoshop CS5 con el fin de 

generar imágenes de co-localización, a partir de las imágenes originales. 
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3.8.- Técnica citoquímica para la detección de la actividad β galactosidasa 

asociada a senescencia 

La detección de la actividad SA β-gal en esferas o células individualizadas se realizó 

mediante el uso del Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma®). Estas fueron 

adheridas previamente sobre cubreobjetos pretratados con Matrigel® (ver apartado 3.5. de 

material y métodos). Posteriormente se fijaron durante 7 min con una solución de fijación, 

proporcionada en el kit, consistente en una mezcla de formaldehido y glutaraldehído. Tras varios 

lavados con PBS, se incubaron las células con la solución de tinción O/N a 37 ºC. Finalmente las 

muestras fueron lavadas de nuevo y montadas sobre portaobjetos con medio de montaje acuoso 

(FluorSave®). Tras la captura de imágenes con un microscopio Nikon® Eclipse E800, se procedió 

a su análisis para determinar los niveles promedio de intensidad (densidad óptica) de precipitado 

de X-gal (de tonalidad azul) por célula. Para ello se programó una serie de comandos 

automatizados (macro) en el programa de análisis de imagen, de acceso libre, ImageJ®. 

 

3.9.- Medición de diámetros de las neuroesferas 

La medida de diámetros de las neuroesferas se realizó mediante el programa de análisis 

de imagen ImageJ, de acceso libre, tras la captura digital al azar de, al menos, 200 neuroesferas 

por cultivo. 

 

4.- Análisis de expresión de RNA mensajeros 

4.1.- Extracción de RNA y retrotranscripción 

Para analizar la expresión de RNA mensajeros (mRNA) de las NSC se utilizó la técnica 

de la transcripción reversa unida a la amplificación del DNA obtenido mediante la técnica de PCR 

(RT-PCR). Primero, se extrajo el RNA de las NSC utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen® 

15596) según las indicaciones del fabricante. Posteriormente se trató el RNA obtenido con 

DNasa para eliminar los posibles restos de DNA genómico, para ello se utilizó el DNA-free Kit 

Ambion (Life technologies® AM1906) siguiendo las indicaciones del fabricante. En primer lugar 

se añadieron 2 Unidades de DNasa en un volumen de reacción de 50 µl con más de 10 µg de 

RNA y se incubó a 37 ºC durante 20 min. Seguidamente se detuvo la reacción incubando el 

agente de inactivación durante 2 min a RT. El RNA se retrotranscribió a DNA de cadena simple 

(cDNA) utilizando el kit SuperscripIII (Invitrogen® 11752) y siguiendo las instrucciones del 

fabricante. En un volumen de reacción de 20 µl se añadió 1 µg de RNA, 10 µl de tampón de 

reacción 2X y 2 µl de transcriptasa reversa o, en el caso del control negativo de la 

retrotranscripción, el mismo volumen de H2O libre de RNasas. Luego se incubó a 25 ºC durante 

10 min, a 50 ºC durante 30 min y finalmente 5 min a 85 ºC. Por último se incubó 20 min a 37 ºC 

con 2 U de RNasa H, para eliminar el RNA, evitando su interferencia en la PCR. 
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4.2.- Reacciones de PCR cuantitativas a tiempo real 

Las PCR cuantitativas a tiempo real (Q-PCR) fueron llevadas a cabo con el equipo 

StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems® 4376600) utilizando sondas 

TAQMAN (ver tabla 5). En un volumen de reacción de 20 µl se utilizó 1 µl de cDNA, 10 µl de 

TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems® 4444557) y 1 µl de sonda TAQMAN. 

Como control endógeno se empleó Gapdh. En todos los casos se realizaron diluciones seriadas 

de cDNA para comprobar que las condiciones de PCR utilizadas permitían un rango lineal de 

amplificación. El número de ciclos utilizados para las amplificaciones fue de 20. 

 

5.- Inmunodetección de proteínas por Western-Blot 

5.1.- Extracción proteínica 

Para llevar a cabo la extracción de proteínas de la SEZ, esta se extrajo del mismo modo 

que para la obtención de las NSC de la zona (ver apartado 3.1. de material y métodos). Al tejido 

fresco recién diseccionado se le añadió tampón de lisis RIPA Modificado para Tejido (Tris-HCl 

25 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, nonilfenoxi polietoxietanol [NP-40] 1 %, deoxicolato sódico 

[NaDoc] 1 %, dodecilsulfato sódico [SDS] 1 %, mezcla comercial de inhibidores de proteasas 

[Complete Mini, Roche® 11 836 153 001] 1X, fluoruro sódico [NaF] 20 mM y ortovanadato sódico 

[Na3VO4] 2,5 mM). Seguidamente se homogeneizó pasándolo varias veces a través de agujas 

hipodérmicas de 0,8 y 0,5 mm de diámetro. 

En la extracción de proteínas de neuroesferas, estas se recogieron en PBS frío y se 

resuspendieron en tampón de lisis RIPA para las NSC (PB 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, 

Triton X-100 1 %, mezcla comercial de inhibidores de proteasas [Complete Mini®] 1X, NaF 20 

mM y Na3VO4 2,5 mM). 

Los homogenados, tanto procedentes de tejido como de neuroesferas, fueron 

depositados en hielo durante 20 min. Posteriormente se centrifugaron (15 min a 20000 g a 4 ºC), 

obteniendo la proteína a partir de su sobrenadante. La concentración de proteína fue 

determinada mediante el método BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific® 23225), 

utilizando BSA para establecer la curva patrón. Posteriormente se generaron muestras con una 

cantidad de 50-70 μg de proteína total que, tras resuspenderlas en tampón de carga 4X (Glicerol 

20%, SDS 10 %, Tris-HCl 400 mM a pH 6,8, β-mercaptoetanol 10 % y azul de bromofenol) fueron 

desnaturalizarlas a 99 ºC durante 7 min. Las muestras fueron preservadas a -20 ºC o 

directamente cargadas en geles de SDS-poliacrilamida. 
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5.2.- Electroforesis y transferencia de proteínas 

Las muestras de proteína desnaturalizada se cargaron en geles de SDS-poliacrilamida 

al 10 % y se separaron mediante electroforesis a un voltaje constante de 100 V, usando el equipo 

Mini-Protean II (Bio-Rad® 1660828EDU). El tampón de electroforesis contenía Trizma base 2,5 

mM, glicina 19,2 mM y SDS al 0,1 %. Simultáneamente a las muestras se cargó, en un pocillo 

anexo, un marcador de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standard, Bio-Rad® 161-

0373). Tras la separación de las proteínas a lo largo del gel, estas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa (Sigma® Z670995-1EA) mediante un sistema de transferencia 

húmeda (Mini Trans-blot, Bio-Rad® 1703930), en tampón de transferencia (Trizma base 2,5 mM, 

glicina 19,2 mM y metanol al 20 %), durante 1 hora a 400 mA. Posteriormente se comprobó la 

eficacia de la transferencia tiñendo las membranas con una solución para tinción de proteínas 

(Rojo Ponceau S al 0,2 % [Sigma® P3504] disuelto en ácido acético glacial al 1 % [Panreac® 

141008]). Tras eliminar el Rojo Ponceau con ácido acético al 1 %, se realizaron varios lavados 

con TBS-T (Tris-HCl a 20 mM pH 7,6, NaCl 0,8 % y Tween-20 al 0,1 %). 

 

5.3.- Inmunodetección de proteínas 

Las membranas se incubaron en tampón bloqueo (leche desnatada al 5 % en TBS-T), 

durante 1 hora a RT en agitación, seguido de la incubación con el correspondiente anticuerpo 

primario, O/N a 4 ºC en agitación, disuelto en tampón bloqueo a la dilución indicada (ver tabla 2). 

Después de varios lavados de 5 min con TBS-T, se procedió a la incubación de estas con los 

respectivos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rábano (HRP, horseradish 

peroxidase) (ver tabla 3), disueltos en tampón bloqueo durante 1 hora a RT. Luego se lavaron 

con TBS-T varias veces y se detectó la proteína con un sistema de emisión de 

quimioluminiscencia basado en la reacción de la peroxidasa mediante el método ECL (Western 

Lightning Plus reagents, Perkin Elmer® NEL103001EA). La emisión de la membrana fue captada 

mediante película radiográfica y, posteriormente, revelada. Tras digitalizar la película, las bandas 

se densitometraron utilizando el programa de análisis de imagen ImageJ®. Para establecer un 

control interno de carga de las muestras los datos se expresaron como la ratio entre los valores 

densitométricos de las proteínas problema y GAPDH, considerando esta última constante en 

nuestro sistema. En los casos en los que necesitamos detectar proteínas de peso molecular 

similar, sobre la misma membrana, se necesitó eliminar los anticuerpos de la detección anterior 

mediante la técnica de stripping. Esta consistió en realizar 2 lavados de 5 min con una solución 

de NaOH 0,2 N y SDS al 1 %, para posteriormente lavar la membrana y proseguir el protocolo 

habitual. 
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6.- Transducción celular 

6.1.- Construcciones 

Las construcciones utilizadas fueron las siguientes: 

 pMXIE-gfp: cedido por el Dr. S. Hitoshi (National Institute of Physiological Sciences, 

Japan) (Hitoshi y cols., 2002). 

 shRNA-p53: codificado en el vector MLP (Thermofisher®) y resistente a puromicina 

(Marques-Torrejon y cols., 2013). 

En el proceso de transformación se incubaron durante 30 min en hielo 30 µl de bacterias 

Escherichia coli competentes con 3 µg de DNA plasmídico, con la construcción pertinente. 

Seguidamente se les aplicó un choque térmico de 42 ºC durante 45 seg permitiendo la entrada 

del DNA en la célula bacteriana. Paralelamente se realizaron controles negativos en presencia 

de bacterias y ausencia de plásmidos. Después del choque térmico, la suspensión bacteriana, 

se diluyó en 300 µl de medio LB (Luria-Bertani Broth, Gibco® 10855) y se incubó durante 1 hora 

a 37 ºC en agitación. Posteriormente, mediante el método de triple estría, se inocularon unos 30 

µl de la suspensión bacteriana transformada sobre placas con LB-agar y el antibiótico de 

resistencia del plásmido y se incubaron O/N a 37 ºC. Al día siguiente se seleccionaron colonias 

aisladas con las que se inocularon matraces con 400 ml de medio LB y el correspondiente 

antibiótico a 100 µg/ml, estos se incubaron O/N a 37 ºC en agitación. La suspensión bacteriana 

se centrifugó a 6000 rpm durante 10 min y mediante el uso del Plasmid Maxi Kit (Qiagen® 12165) 

se extrajo el DNA plasmídico. Una vez precipitado el DNA y resuspendido en tampón Tris, se 

confirmó la identidad del plásmido mediante su digestión con enzimas de restricción y la 

electroforesis de los fragmentos generados. 

 

6.2.- Transfección de construcciones sobre células productoras de retrovirus 

En la producción de retrovirus se utilizó la línea celular empaquetadora Platinum-E (Plat-

E). Esta posee gran estabilidad y asegura una elevada expresión de las proteínas estructurales 

de los retrovirus (GAG, POL y ENV), necesarias en la producción de estos. Para su expansión 

se descongelaron y sembraron en medio para Plat-E (D-MEM con 10 % de FBS inactivado por 

calor, L-glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina 1X) suplementado con antibióticos de 

selección (Puromicina a 1 µg/ml [Sigma® P8833] y Blasticidina S a 10 µg/ml [Sigma® 15205]). 

Cuando estas se encontraban confluentes, aproximadamente a los 2 DIV, se lavaron con PBS y 

se incubaron con Tripsina/EDTA (0,25 % y 0,53 mM respectivamente) durante 5 min. Tras la 

tripsinizaron se recogieron, contaron y sembraron 7 x 106 células Plat-E en cada placa de 100 

mm de diámetro (P100) en medio para Plat-E sin suplementar con antibióticos de selección. A 
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las 24 horas, cuando las células se encontraban a un 70 % de confluencia, se les cambió el 

medio. Unas 6 horas más tarde se realizó la transfección utilizando el método de la polietilenimina 

(PEI). Este polímero condensa el DNA entre cargas positivas, facilitando su entrada en la célula 

mediante endocitosis. En primer lugar se incubaron, durante 20 min a RT, 20 µg del vector 

correspondiente, diluido en 1 ml de D-MEM, junto con PEI (Polysciences® 23966) a una 

concentración final de 70 µg/ml. Seguidamente se añadieron los complejos DNA-PEI sobre las 

P100 de células Plat-E. Unas 18 horas más tarde se sustituyó el medio de cultivo por medio de 

NSC completo, lavando con PBS. Mediante su observación, con un microscopio invertido dotado 

de fluorescencia (Nikon® Eclipse TE2000-S), se comprobó la expresión en la mayoría de células 

del reportero GFP, presente en la construcción, corroborando el éxito de la transfección. Unas 

24 horas después de la transfección se recogió el sobrenadante viral, se pasó a través de un 

filtro de 0,45 µm y se preservó a -80 ºC o se utilizó directamente en la transducción de las NSC. 

 

6.3.- Transducción retroviral de las células madre neurales 

El proceso de transducción retroviral se llevó a cabo sobre cultivos de neuroesferas de 

pase 1 sembradas a una densidad de 100000 células por pocillo de P6 y crecidas durante 2 DIV. 

Estas neuroesferas se resembraron con sobrenadante viral a una dilución 1/5 en medio de NSC 

completo y se añadió polibreno (Sigma® H9268), a una concentración final de 4 µg/ml, para 

incrementar la eficiencia de infección. Tras 12 horas de infección se recogieron de nuevo las 

neuroesferas y se resembraron en medio de NSC completo (libre de sobrenadante viral). Al día 

siguiente se comprobó, del mismo modo que la transfección, el éxito en la infección de las NSC. 

Cinco días después de la infección, las neuroesferas se disociaron y sus células individualizadas 

se utilizaron en la detección de la actividad SA β-gal (ver apartado 3.8. de material y métodos) o 

en el análisis de la expresión de mRNA (ver apartado 4. de material y métodos).  

 

7.- Ensayos de actividad del sistema de defensa antioxidante  

7.1.- Actividad glutatión reductasa 

Para determinar la actividad GSR se utilizó el protocolo descrito en Massey y Williams, 

1965. Este se basa en la monitorización del NADPH consumido en la reacción catalizada por la 

enzima, en la cual reduce el GSSG a GSH oxidando el NADPH a NADP+. En primer lugar, se 

recogieron con PBS las neuroesferas de pase 1 crecidas 3 DIV, se resuspendieron en tampón 

fosfato monopotásico (Kpi) 50 mM a pH 7,0 con Triton X-100 a 0,1 % y se sonicaron, obteniendo 

así el homogenado celular. Luego se obtuvo una línea de base durante 2 min a 340 nm y 25 ºC, 

para determinar la oxidación no enzimática del NADPH, en los sustratos de la reacción (GSSG 

2 mM y NADPH 0,2 mM en Kpi 0,2 M a pH 7,0). Seguidamente se añadió el homogenado celular 



Material y métodos                                                                                                      

70 
   

y se realizó un seguimiento de 2 min de la disminución de absorbancia a 340 nm. La pendiente 

obtenida se relativizó a la cantidad de proteína total. 

 

7.2.- Actividad catalasa 

La actividad CAT fue determinada siguiendo el método descrito en Aebi, 1984, basado 

en la monitorización de la descomposición del H2O2, catalizada por la enzima, a 240 nm. Las 

neuroesferas (P1+3DIV) fueron recogidas con PBS, se resuspendieron en tampón (Kpi 50 mM y 

pH 7,0 con triton X-100 a 0,1 %) y finalmente fueron sonicadas. Tras hacer el autocero a 240 nm 

y 20 ºC se añadió a la muestra H2O2 a una concentración final de 10 mM y se siguió la variación 

de la absorbancia durante 30 seg. Con los resultados obtenidos se calculó la constante de 

velocidad de descomposición del H2O2 y se relativizó a la cantidad de proteína total. 

 

7.3.- Actividad glucosa-6P-deshidrogenasa 

En la determinación de la actividad glucosa-6P-deshidrogenasa (G6PDH) se realizó el 

método descrito en Lohr y Waller, 1974. Este se basa en el seguimiento de la producción de 

NADPH, a 340 nm y 25 ºC, procedente de la reducción del NADP+ acoplado a la 

deshidrogenación de la glucosa-6-fosfato. En primer lugar se recogieron las neuroesferas 

(P1+3DIV) y se homogeneizaron en tampón Kpi 100 mM y pH 7,4 con triton X-100 a 0,1 %. Los 

homogenados se añadieron a cubetas con tampón trietanolamina 50 mM a pH 7,5 con glucosa-

6-fosfato 0,67 mM y NADP+ 0,5 mM y se monitorizó la absorbancia a 340 nm durante 2 min. A 

partir de estos datos se obtuvo la pendiente, que se relativizó a la cantidad de proteína total para 

obtener el dato final. 

 

7.4.- Actividad glutatión peroxidasa 

Para la determinación de la actividad GPx se utilizó el Glutathione Peroxidase Assay Kit 

(Cayman Chemical® 703102) y se siguieron la indicaciones del fabricante. Esta consiste en la 

medida indirecta de la actividad GPx mediante el acoplamiento con la reacción que cataliza la 

GR. Para ello se añaden en exceso el sustrato de la GPx (GSH), la enzima GR y su sustrato 

NADPH, de tal forma que el producto de la actividad GPx (GSSG) será el factor limitante de la 

actividad GR. Bajo estas condiciones, en las que la actividad GPx es el limitante de la velocidad 

de reacción, la medida de la disminución de NADPH como indicador de la actividad GR (ver 

apartado 7.1. de material y métodos) es directamente proporcional a la actividad GPx de la 

muestra. Los cultivos de neuroesferas (P1+3DIV) se recogieron y homogeneizaron en tampón 

(Tris-HCl 50 mM a pH 7,5 con EDTA 5 mM y DTT 1 mM). Seguidamente se mezcló cada muestra 

con tampón de ensayo y con la mezcla de sustratos (NADPH, GSH y la enzima GSR), se 
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estableció la variación de absorbancia a 340 nm y finalmente se relativizó esta variación a la 

cantidad de proteína total. 

 

7.5.- Determinación de los niveles de glutatión y disulfuro de glutatión 

Los niveles de GSH y GSSG fueron determinados mediante cromatografía líquida de alta 

eficacia acoplada a espectrometría de masas en tándem (high-performance liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry [HPLC-MS/MS]) siguiendo el protocolo 

descrito en Asensi y cols., 1994. El equipo utilizado fue un espectrómetro de masas Micromass 

Quatro triple-quadrupolo (Berverly®) equipado con una fuente de ionización electrospray Z-spray 

conectado a una bomba HPLC Shimadzu® LC-10ADVP y un sistema de control SCL-10AVP con 

un autoinyector SIL-10ADVP (Shimadzu®) acoplado al programa MassLynx 4.1 para la 

adquisición y procesado de datos. Las neuroesferas se recogieron y lavaron con PBS-NEM 5 

mM (el NEM evita la oxidación de GSH). Seguidamente se añadió PCA 6 % en NEM 5 mM para 

precipitar las proteínas y se centrifugó la muestra. El pellet se utilizó para la cuantificación de 

proteína total y el sobrenadante se inyectó en HPLC-MS/MS. 

 

8.- Capacidad antioxidante total (TROLOX) 

El método utilizado para determinar la capacidad antioxidante total fue descrito por el 

grupo de investigación del Dr. Rice-Evans (Miller y cols., 1993; Rice-Evans y Miller, 1994). Este 

se basa en la reacción del H2O2 con la metamioglobina (MetaMB) para formar ferrilmioglobina 

(FerrilMB). A su vez la FerrilMB reacciona con el ABTS (2,2´-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonato diamónico]) formando el radical ABTS • + que presenta un pico de absorción a 734 nm. 

Los antioxidantes impiden estas reacciones y en consecuencia inhiben los valores de 

absorbancia a dicha longitud de onda, sirviendo dicha inhibición como indicador de la capacidad 

antioxidante. Como curva patrón se utilizan diferentes concentraciones del antioxidante 

TROLOX, expresando la capacidad antioxidante de la muestra problema en forma de 

equivalentes de TROLOX (concentración del antioxidante TROLOX que genera el mismo 

porcentaje de inhibición de la absorbancia a 734 nm). En primer lugar se recogieron las 

neuroesferas de pase 1 crecidas 3 DIV y se resuspendieron en Kpi 0,1 M y pH 7 con triton X-100 

a 0,1 %. Tras la homogeneización, se incubaron a 30 ºC todas las muestras problema y puntos 

de la curva patrón con los sustratos de la reacción (H2O2 75 µM, MetaMB 2,5 µM y ABTS 150 

µM) y se midió la absorbancia a tiempo 0 y 6 min. Con los resultados obtenidos se estimó el 

porcentaje de inhibición relativo a la cantidad de proteína total. 
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9.- Determinación de estrés oxidativo en proteínas 

9.1.- Niveles de carbonilación proteínica 

Para determinar los niveles de carbonilación proteínica se utilizó el OxyBlot Protein 

Oxidation Detection Kit (Millipore® S7150) siguiendo las indicaciones del fabricante. En primer 

lugar los grupos carbonilo fueron derivatizados en 2,4-dinitrofenilhidrazona por la reacción de 

2,4-dinitrofenilhidrazina, dicha transformación de los grupos carbonilo facilitó su análisis. 

Seguidamente las muestras fueron separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y 

analizadas siguiendo el protocolo de Western Blot (ver apartado 5. de material y métodos). 

 

9.2.- Nitrosilación y fosforilación proteínica 

Los niveles de nitrosilación y fosforilación proteínica fueron determinados mediante 

HPLC-MS/MS en un espectrómetro de masas Micromass Quatro triple-quadrupolo (Berverly®), 

equipado con una fuente de ionización electrospray Z-spray, conectado a una bomba HPLC 

Shimadzu® LC-10ADVP y un sistema de control SCL-10AVP con un autoinyector SIL-10ADVP 

(Shimadzu®) y acoplado al programa MassLynx 4.1 para la adquisición y procesado de datos. 

Tras el procesado de las neuroesferas (siguiendo un protocolo diseñado en el Departamento de 

Fisiología de la Universitat de València), se determinó la concentración de tirosinas fosforiladas 

(P-Tyr) y nitrosiladas (N-Tyr) y, en ambos casos, se relativizó a la concentración de fenilalanina 

(Phe).  

 

10.- Niveles de malondialdehído 

Los niveles de malondialdehído (MDA) fueron determinados de acuerdo con Wong y 

cols., 1987. Primero se hidrolizan los lipoperóxidos de las muestras y se derivatizan con ácido 

tiobarbitúrico (TBA, del inglés thiobarbituric acid) dando lugar a aductos (Thiobarbituric acid 

reactive substances, TBARS), que pueden ser analizados mediante HPLC-MS/MS. El ácido 2-

tiobarbitúrico se une tanto con el MDA (TBA-MDA2) como con los distintos grupos carbonilos. Por 

ello, se separa mediante HPLC el aducto TBA-MDA2 y posteriormente se analiza la muestra 

mediante cromatografía de masas. Los cultivos de neuroesferas (P1+3DIV) se incubaron con 

acetonitrilo sódico 2 M a pH 3,5 con TBA 0,2 % durante 1 hora a 95 ºC, hidrolizando los 

lipoperóxidos y conjugando estos con el TBA. Seguidamente se realizaron dos lavados con Kpi 

50 mM, primero a pH 6,8 y luego a pH 3,5. Por último se inyectó el sobrenadante en el HPLC-

MS/MS. El sistema cromatográfico consistió en un espectrómetro de masas triple-quadrupolo 

Micromass Quatro (Berverly®) equipado con un electrospray como fuente de ionización Z-spray 

con un LC-10A Shimadzu® acoplado al programa Trilution® para la adquisición y procesado de 



  Material y métodos 

73 
       

datos. Las muestras fueron analizadas mediante HPLC de fase reversa con una columna 

Kromasil 100-5C8 (Teknocroma®) (15 x 0,46 cm). Las fases móviles consistieron en fosfato 

monopotásico 50 mM pH 6,8 con acetonitrilo (83/17) y acetonitrilo al 70 %. La velocidad de flujo 

fue de 1 ml/min y la lectura se realizó a 532 nm. El tiempo de retención del aducto TBA-MDA2 

fue de aproximadamente 4,5 min y la duración del cromatograma de 50 min. La curva de 

calibración fue generada con 6 puntos (entre 0,391 y 25 µM) a partir de MDA-bis (Sigma® 108383) 

disuelto en H2O. 

 

11.- Niveles de 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina 

Los niveles de 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG) fueron cuantificados utilizando el 

8-OHdG DNA Damage Quantification Direct Kit (EpiQuik Epigetek® P-6003) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Esta determinación se basa en la detección de la 8-OHdG mediante 

anticuerpos y la cuantificación de su señal mediante la lectura de la absorbancia. Puesto que la 

cantidad de 8-OHdG es proporcional a la intensidad de densidad óptica medida, es posible 

estimar la cantidad de esta molécula a partir de una curva patrón. En primer lugar se recogieron 

las neuroesferas de pase 1 crecidas 3 DIV y se extrajo su DNA mediante el Maxwell 16 Cell LEV 

DNA Purification Kit (Promega® AS1140). Después se añadieron las muestras de DNA y puntos 

de la curva patrón en una placa multipocillo. Seguidamente, se incubaron los anticuerpos 

primarios, secundarios y la solución potenciadora de señal. Tras añadir una solución de revelado, 

se incubó la placa 10 min a RT y se paró la reacción con otra solución. Finalmente se leyó la 

absorbancia a 450 nm, estimando los niveles absolutos de 8-OHdG y relativizándolos a la 

cantidad de DNA. 

 

12.- Análisis estadístico de los datos 

Los resultados han sido presentados como la media ± error estándar de la media (SEM, 

del inglés standard error of the mean) de un número (n) de cultivos/ratones independientes por 

condición experimental. La significatividad estadística fue determinada mediante una prueba t de 

Student de dos colas o un ANOVA de dos vías con el análisis post hoc mediante el test de 

Bonferroni, estableciendo una potencia de contraste de 0,05. Previamente se realizó la prueba F 

(test de homogeneidad de varianzas y de normalidad) para asegurar que las condiciones eran 

válidas para el análisis. Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el programa 

GraphPad Prism (GraphPad Software®). 
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Tabla 1: condiciones para PCR 

Alelo Secuencia 
Tª 

anillamiento 
(ºC) 

Nº 
ciclos 

Tamaño 
amplicón 

(pb) 
Salvaje 

p53 
F-5´-ATA GGT CGG CGG TTC AT-3´/ 

R-5´-CCC GAG TAT CTG GAA GAC AG-3´ 60 35 600 

Mutante 
p53 

F-5´-CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC-3´/ 
R-5´-AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC-3´ 60 35 300 

Salvaje 
p19 

F-5´-TCT CAC CTC GCT TGT CAC AG-3´/ 
R-5´-GTC CTG CTT CTA CCT CGT GG-3´ 65-55 19-9 330 

Mutante 
p19 

F-5´-CGG TGC CCT GAA TGA ACT GC-3´/ 
R-5´-GAT ACT TTC TCG GCA GGA GCA A-3´ 65-55 19-9 100 

 

Tabla 2: anticuerpos primarios 

Anticuerpo Especie1 Casa comercial 
/ referencia 

Aplicación (dilución) 

IHQ WM ICQ WB 

BrdU Rat (m) Abcam ab6326 1:600  1:600  

Caspasa 3 activa Rb (p) Abcam ab2302   1:200  

DCX Gt (p) 
Santa Cruz sc-

8066 
1:100    

GAPDH Ms (m)  
Millipore 
MAB374 

   1:1500 

GFAP Chk (p) Millipore AB5541 1:400 1:400   

Histona 2AX fosforilada 
en la serina 139 
(γH2AX) 

Ms (m) Millipore 05-636   1:100  

Histona 3 acetilada en 
la lisina 9 (ac-H3) 

Rb (p) Sigma H9286  1:10000  1:10000

Ki67 Rb (p) Abcam ab15580 1:150    

Nestina Ms (m) Abcam ab6142  1:300    

p16 Rb (p) 
Santa Cruz sc-

1207 
   1:200 

p19 Rat (m) Abcam ab26696    1:1000 

p53 Rb (p) 
Novocastra NCL-

p53-CM5p  
   1:500 

p53 acetilado en lisina 
379 (ac-p53) 

Rb (p) 
Cell Signalling 

2570 
   1:1000 

p53 fosforilado en la 
serina 18 (pp53) 

Rb (p) RyD AF2887    1:500 

SOX2 Gt (p) RyD AF2018 1:50    

S100β Rb (p) Dako N1573  1:150 1:150   

α-Tubulina acetilada en 
lisina 40 

Ms (m) Sigma T7451  1:500   

β-Catenina Rb (p) 
Cell Signaling 

9587-S 
 1:100   

γ-Tubulina Gt (p) 
Santa Cruz sc-

7396 
 1:600   

 
1 Especie en la que ha sido generado: Rat: rata; Rbt: conejo; Gt: cabra; Ms: ratón; Chk: pollo.         
1 (m): monoclonal; (p): policlonal 
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Tabla 3: anticuerpos secundarios 

Anticuerpo Especie1 Casa comercial / referencia Dilución 

HRP α-Ms Gt Dako P0447 1:2000 

HRP α-Rb Dk GE Healthcare Amersham NA934 1:5000 

HRP α-Rat Gt GE Healthcare Amersham NA935 1:1000 

Dylight 549 α-Rat  Dk Jackson 712-506-153   1:1000 

Dylight 488 α-Gt Dk Jackson 705-547-147 1:600 

Dylight 488 α-Chk  Dk Jackson 703-546-155  1:600 

Dylight 488 α-Rbt Dk Jackson 711-546-152 1:600 

Dylight 649 α-Chk Dk Jackson 703-496-155 1:600 

Dylight 549 α-Chk Dk Jackson 703-516-155   1:800 

Cy3 α-Gt Dk Jackson 705-165-147 1:1500 

Cy3 α-Ms Dk Jackson 715-165-151 1:1500 
 

1 Especie en la que ha sido generado: Rat: rata; Rbt: conejo; Gt: cabra; Ms: ratón; Chk: pollo; 

Dk: burro.          

 
Tabla 4: tratamientos in vitro 

Factor/fármaco 
Casa comercial 

/ referencia 
Concentración de 

stock 
Concentración 

de uso 

Apocinina (APO) Sigma W508454 100 mM en DMSO 100 µM 

Epigalocatequina galato (EGCg) Sigma E4143 100 mM en DMSO 50 µM 

Curcumina  Sigma C7727 100 mM en DMSO 1 µM 

Resveratrol Sigma R5010 100 mM en DMSO 1 µM  

Pterostilbeno Sigma P1499 100 mM en DMSO 0,1 µM 

Pifithrin-alpha (PFTα) Sigma P4359 40 mM en DMSO 20 µM 

Doxorrubicina Sigma D1515 20 µg/ml en H2O 0,5 µg/ml 

KU55933 
Calbiochem 

118500 
10 mM en DMSO 10 µM 

Ácido anacárdico (AA) Sigma A7236 50 mM en DMSO 50 µM 

Tricostatina A (TSA) Sigma T8552 5 mM en DMSO 25 y 50 nM 

Ácido valpróico (VPA) Sigma P4543 300 mM en H2O 2 y 4 mM 
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Tabla 5: Sondas TaqMan para Q-PCR 

Gen Identificación 

Agt (angiotensinógeno) Mm00599662_m1 

Duox1 Mm01328685_m1 

Duox2 Mm01326247_m1 

Gapdh (gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) Mm99999915_g1 

Gclc (subunidad catalítica de la glutamato-cisteína ligasa) Mm00802655_m1 

Gclm (subunidad reguladora de la glutamato-cisteína ligasa) Mm00514996_m1 

G6pdh (glucosa-6P-deshidrogenasa) Mm00656735_g1 

Gpx1 (glutatión peroxidasa 1) Mm00656767_g1 

HO-1 (hemo oxigenasa) Mm00516005_m1 

Nox1 (NADPH oxidasa 1) Mm00549170_m1 

Nox2 (NADPH oxidasa 2) Mm01287743_m1 

Nox3 (NADPH oxidasa 3) Mm01339132_m1 

Nox4 (NADPH oxidasa 4) Mm00479246_m1 

Nqo1 (NADPH quinona oxidorreductasa 1) Mm01253561_m1 

Nrf2 (factor 2 asociado al factor nuclear eritroide 2) Mm00477784_m1 

S100b Mm00485897_m1 

Sod1 (superóxido dismutasa 1 o Cu/Zn) Mm01344233_g1 

Sod2 (superóxido dismutasa 1 o Mn) Mm01313000_m1 
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1.- Caracterización de la zona subependimaria de la cepa SAMP8  

Como ya se ha descrito en la introducción, la cepa de ratones SAMP8 es un prometedor 

modelo de envejecimiento y enfermedades asociadas a la edad. Multitud de trabajos asocian el 

envejecimiento a alteraciones en las poblaciones de células madre (Sharpless y DePinho, 2007). 

Por ello decidimos estudiar en profundidad el comportamiento de las NSC presentes en la SEZ 

de los ratones senescentes SAMP8 y de su cepa control SAMR1. 

Para conocer tanto la situación de partida de la población adulta como su estado tras el 

proceso de envejecimiento, generamos dos grupos de edad en los que comparar ambas cepas 

entre sí. El primer grupo estaba constituido por ratones adultos jóvenes SAMP8 y SAMR1 de 2 

meses de edad, con el fin de observar las posibles alteraciones propias del inicio del proceso de 

envejecimiento. Para estudiar la progresión de las alteraciones propias de los SAMP8 y 

compararlas con los SAMR1, establecimos un segundo grupo con ratones de 10 meses de edad. 

A esta edad, los SAMP8 ya han vivido un 60,2 % de su esperanza de vida y presentan muchas 

de las alteraciones asociadas a la edad que caracterizan esta cepa. No obstante, las tasas de 

muerte observadas hasta esta edad, en nuestras condiciones de estabulación, no diferían entre 

ambas cepas, razón por la que el uso de ratones de esta edad, frente a otra más avanzada, evitó 

sesgos por muerte diferencial entre ambas cepas. 

En primer lugar y como punto de partida desde el que realizar cualquier estudio 

pormenorizado de la cepa, necesitábamos caracterizar de forma global la anatomía de las zonas 

susceptibles de análisis, cuyas alteraciones pudiesen influir en las interpretaciones posteriores. 

A simple vista observamos que los ratones SAMP8 de 10 meses de edad poseían las 

características ya descritas de pérdida de pelo, lesiones perioftálmicas y eran llamativamente 

inferiores en tamaño (figura 15 A) (Takeda y cols., 1997). El pesaje sistemático de varias 

camadas de ratones mostró una disminución significativa en la masa total de los ratones SAMP8, 

respecto a sus controles SAMR1, tanto de 2 como de 10 meses, siendo mayor la diferencia en 

el grupo de más edad (figura 15 B). 

Dado que cabía la posibilidad de que la alteración en el tamaño de los ratones influyera 

en la anatomía de las estructuras cerebrales, decidimos examinar las áreas concretas objeto de 

estudio mediante un análisis histológico de la SEZ. El estudio de esta estructura en secciones 

coronales de cerebros teñidas con violeta de cresilo, no reveló diferencias citoarquitectónicas 

entre las cepas SAMR1 y SAMP8 (figura 15 C). Pese a que las mediciones del volumen de la 

SEZ revelaron una leve disminución de este en los SAMP8 respecto a los SAMR1 en ambos 

grupos de edad, estas diferencias no eran tan importantes como las obtenidas para la masa total 

de los ratones. Además, tanto la estimación de la densidad celular como del número de células 

totales de la SEZ, mostró valores similares en los diferentes grupos experimentales (figura 15 D). 

Los resultados anteriores nos permitieron normalizar nuestros recuentos respecto al área o al 
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número de células muestreadas, en función de la facilidad de muestreo de las células totales en 

la estructura estudiada. 

 

Figura 15. Los ratones P8 
muestran una 
disminución de su 
tamaño corporal que no 
afecta a la SEZ. (A) 
Fotografía de ratones R1 
(izquierda) y P8 (derecha) 
de 10 meses de edad. (B) 
Peso corporal (expresado 
en gramos) de ratones R1 
y P8 de 2 y 10 meses de 
edad (R1 2 m n = 16, P8 2 
m n = 15, R1 10 m n = 4, 
P8 10 m n = 5). (C) 
Microfotografías de la 
tinción de violeta de cresilo 
en secciones coronales de 
la SEZ de ratones R1 y P8 
de 2 meses de edad. (D) 
Izquierda: estimación del 
número total de células en 
la SEZ de ratones R1 y P8 
de 2 y 10 meses de edad 
(R1 2 m n = 4, P8 2 m n = 
4, R1 10 m n = 4, P8 10 m 
n = 5). Derecha: 
cuantificación de la 
densidad celular en la SEZ 
de ratones R1 y P8 de 2 y 
10 meses de edad (R1 2 m 
n = 4, P8 2 m n = 4, R1 10 
m n = 4, P8 10 m n = 5). 
Datos representados como 
media ± SEM del número 
indicado de ratones (n) por 
grupo experimental. *p < 
0,05. Barra de escala en C 
= 500 µm. 
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1.1.- La zona subependimaria de los ratones SAMP8 posee un número elevado de 

células B1 

Algunas de las características típicas del envejecimiento en el SNC, tanto sano como 

patológico, son la hipertrofia o hiperplasia (astrogliosis) y la hiperproliferación (astrocitosis) de 

los astrocitos (Goss y cols., 1991; Nichols y cols., 1993). La bibliografía muestra un claro proceso 

de gliosis en la mayoría de áreas cerebrales de los SAMP8: córtex, hipocampo, diversos núcleos 

del tronco encefálico, etc. (Takeda, 2009), si bien no se ha descrito el estado global de esta 

población en la SEZ. No obstante, un trabajo reciente describe un aumento en una subpoblación 

de astrocitos de la SEZ con la combinación de marcadores GFAP, SOX2 y BrdU que es utilizada 

como marcador de NSC (Diaz-Moreno y cols., 2013). 

Nuestro objetivo principal consistió en el estudio de la población de NSC de la SEZ de 

los ratones SAMP8 desde el punto de vista del envejecimiento. Puesto que se ha descrito la 

relación entre los procesos de astrogliosis y envejecimiento y las NSC son una subpoblación de 

astrocitos; en primer lugar, decidimos analizar con detalle la población de astrocitos tanto en la 

SEZ como en las zonas anexas a esta. La observación del estriado en cortes coronales marcados 

inmunohistoquímicamente con anticuerpos para GFAP (marcador astrocitario general) nos 

permitió, mediante el análisis de esta zona de fácil muestreo, un punto de partida para los 

estudios posteriores. Contrariamente a lo descrito en otras áreas cerebrales de los SAMP8 

(Takeda, 2009), en el estriado no observamos diferencias en la proporción (0,63 ± 0,11 frente a 

0,66 ± 0,11 % en los SAMR1; n = 4 animales por cepa) ni en la morfología e intensidad aparente 

de células GFAP+ entre las cepas SAMP8 y SAMR1 (figura 16 A,B). Sin embargo, el estudio 

detallado de la población astrocitaria de la SEZ reveló un incremento tanto en la proporción 

(11,59 ± 1,26 en los SAMP8 frente a 7,42 ± 0,91 % en los SAMR1; n = 4 animales por cepa; p-

valor < 0,05) como en intensidad de las células positivas para el marcador astrocitario GFAP 

(figura 16 B,C). La ausencia de alteraciones en la población astrocitaria estriatal, lejos de dificultar 

el entendimiento del fenotipo, nos indicó que los cambios observados en la SEZ no son causados 

por la influencia global del fondo genético. Es decir, el fenotipo característico de los astrocitos de 

la SEZ de los SAMP8 parecía deberse a influencias locales o alteraciones autónomo-celulares. 

El siguiente paso fue analizar pormenorizadamente la población de NSC, una 

subpoblación de astrocitos, basándonos en las combinaciones de diferentes marcadores que 

actualmente son aceptados como indicadores de las NSC. La proporción de células doblemente 

marcadas para GFAP y el factor de transcripción SOX2 fue significativamente superior en los 

SAMP8 (16,44 ± 1,06, n = 4, frente a 10,18 ± 0,27 %, n = 3, en los SAMR1; p-valor < 0,01; figura 

16 D). Lo mismo sucedió con la proporción de astrocitos que a su vez eran doblemente positivos 

para nestina (marcador de célula indiferenciada) y SOX2 (23,05 ± 1,27 en los SAMP8 frente a 

16,11 ± 1,21 % en los SAMR1; n = 3; p-valor < 0,05; figura 16 D). Por el contrario, el porcentaje 

de astrocitos que eran positivos para S100β era significativamente inferior en los SAMP8 (3,26 
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± 0,92 frente a 15,88 ± 2,76 % en los SAMR1; n = 4; p-valor < 0,01; figura 16 E). Este es un 

marcador de células ependimarias y de astrocitos diferenciados terminalmente y por lo tanto no 

neurogénicos (Raponi y cols., 2007). El conjunto de resultados anteriormente descritos, indicaron 

que los ratones SAMP8 jóvenes poseían un número de células B1 de la SEZ significativamente 

superior a los SAMR1.  

 

 

Figura 16. La SEZ de los ratones P8 presenta un número elevado de astrocitos con 
características de células madre. Recuentos de poblaciones astrocitarias, mediante el uso de IHQ 
de fluorescencia para diversos marcadores, en secciones coronales del cerebro de ratones R1 y P8. 
(A) IHQ para la detección de GFAP (rojo) y contratinción nuclear con DAPI (azul claro) en el estriado. 
(B) Porcentaje de células GFAP+/DAPI en el estriado (izquierda) y en la SEZ (derecha) (R1 n = 4, P8 
n = 4). (C) IHQ para la detección de GFAP (rojo) y S100β (verde) en la SEZ, contratinción nuclear 
con DAPI (azul claro). Las líneas discontinuas blancas indican el límite del ventrículo lateral (v). (D) 
Porcentaje de células GFAP+SOX2+/DAPI (izquierda) (R1 n = 4, P8 n = 4) y 
GFAP+nestina+SOX2+/GFAP+ (derecha) (R1 n = 3, P8 n = 3) en la SEZ. (E) Porcentaje de células 
GFAP+S100β+/GFAP+ en la SEZ (R1 n = 4, P8 n = 4). Datos representados como media ± SEM del 
número indicado de ratones (n) por cepa. *p < 0,05, **p < 0,01. Las puntas de flecha blancas indican 
células positivas para un único marcador. Barras de escala: (A), 20 µm; (C), 10 µm. 

 

Otra de las características fundamentales a tener en cuenta en una población de SC es 

la tasa de proliferación de estas y de su progenie. Para determinar la posible existencia de 

alteraciones en la proliferación celular de la SEZ se inyectó un pulso de BrdU y se sacrificaron 

los animales una hora después. Este régimen de inyecciones (BrdU1h) marca principalmente las 

células de rápida división, entre las que se encuentran los TAP y los neuroblastos (Colak y cols., 

2008). El porcentaje de células BrdU1h+, detectado mediante IHQ, fue similar entre ambas cepas 

(8,57 ± 0,57 en los SAMP8 frente a 9,50 ± 0,50 % en los SAMR1; n = 4; figura 17 A,B). Este 

resultado sugirió que la proliferación de las células de rápida división no se encontraba alterada 

a nivel global. Sin embargo, la proporción de células marcadas para GFAP y que incorporaban 

BrdU fue significativamente superior en los SAMP8 (0,38 ± 0,06 frente a 0,22 ± 0,06 % en los 

SAMR1; n = 4; p-valor < 0,05; figura 17 B,C). Por otra parte se realizó un triple marcaje para 
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GFAP, SOX2 y Ki67, identificando así aquellas NSC que estaban en ciclo (figura 17 D). Del 

mismo modo que en el recuento anterior, el porcentaje de células triplemente marcadas fue 

superior en los SAMP8 (1,52 ± 0,12, n = 4, frente a 0,97 ± 0,18 %, n = 3, en los SAMR1; p-valor 

< 0,05; figura 17 E). Dichos resultados indicaron un incremento en la proliferación de los 

astrocitos con características de NSC presentes en la SEZ. 

 

 

Figura 17. Los astrocitos con características de NSC de la SEZ de los ratones P8 
muestran hiperproliferación. Caracterización de la proliferación de los astrocitos de la 
SEZ, mediante inmunofluorescencia de marcadores relacionados, en secciones coronales 
de ratones R1 y P8. (A) Porcentaje de células BrdU1h+/DAPI (R1 n = 4, P8 n = 4). (B) IHQ 
para la detección de GFAP (verde) y BrdU (rojo) en muestras procedentes de ratones 
inyectados con el protocolo de BrdU1h, contratinción nuclear con DAPI (azul claro). (C) 
Porcentaje de células GFAP+BrdU1h +/DAPI (R1 n = 4, P8 n = 4). (D) IHQ para la detección 
de GFAP (azul oscuro), SOX2 (verde), KI67 (rojo) en secciones de SEZ contrateñidas con 
DAPI (azul claro). (E) Porcentaje de células GFAP+SOX2+KI67+/DAPI (R1 n = 3, P8 n = 4). 
Datos representados como media ± SEM del número indicado de ratones (n) por cepa. *p 
< 0,05. Las líneas discontinuas blancas indican el límite del ventrículo lateral (v). Las 
flechas blancas indican células doblemente positivas y los asteriscos blancos indican 
células positivas para los tres marcadores. Barras de escala en B y D = 10 µm. 

 

1.2.- El aumento en la proliferación de las células madre neurales no conduce a 

una mayor neurogénesis 

Como ya se ha comentado en la introducción, las NSC de la SEZ dan lugar tanto a 

neuronas olfativas como a oligodendrocitos y se puede cuantificar el número de estas nuevas 

células en un momento determinado, mediante la administración de BrdU. La BrdU incorporada 

durante la fase S de la división que precede a la salida de ciclo de un neuroblasto u 

olidendroblasto queda retenida y puede ser identificada si, tras el pulso de BrdU y hasta el 
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sacrificio del animal inyectado, se deja pasar el tiempo suficiente como para que las células de 

todo el linaje que proliferan activamente diluyan el contenido de BrdU de su genoma en las 

sucesivas divisiones. Para ello, se utilizó un régimen de inyecciones de BrdU con sacrificio tras 

30 días (ver apartado 2.1.1. de material y métodos) y se determinó el porcentaje de células 

BrdU30d+ en la GCL, una de las zonas de incorporación de los neuroblastos procedentes de la 

SEZ, mostrando valores similares entre ambas cepas (0,29 ± 0,01 en los SAMP8 frente a 0,27 ± 

0,10 % en los SAMR1; n = 3; figura 18 A). Puesto que el destino de los oligodendrocitos es el CC 

(Menn y cols., 2006), también realizamos un recuento en dicha estructura. El número de células 

BrdU30d+ por unidad de volumen, en el CC, tampoco mostró diferencias (708 ± 197, n = 4, en 

los SAMP8 frente a 593 ± 97 BrdU30d+/mm3, n = 6, en los SAMR1; figura 18 B). 

 

Figura 18. Las poblaciones de destino de 
la progenie de las NSC no muestran un 
incremento en la incorporación de 
nuevas células. Cuantificación de la 
incorporación de nuevas células en los 
lugares de destino de la progenie de las NSC 
de la SEZ, utilizando IHQ de fluorescencia 
para la detección de BrdU (rojo) y 
contratinción nuclear con DAPI (azul claro), 
en secciones coronales del cerebro de 
ratones inyectados con BrdU y sacrificados 
a los 30 días. (A) Incorporación de BrdU en 
la capa glomerular del bulbo olfatorio (GCL). 
Izquierda: IHQ representativa. Derecha: 
porcentaje de células LRC+/DAPI en la GCL 
(R1 n = 3, P8 n = 3). (B) Incorporación de 
BrdU en el cuerpo calloso (CC). Izquierda: 
IHQ representativa. Derecha: densidad de 
células LRC+ en el CC (R1 n = 6, P8 n = 4). 
Datos representados como media ± SEM del 
número indicado de ratones (n) por cepa. 
Las puntas de flecha blancas indican células 
positivas para BrdU. Barras de escala en A y 
B = 30 µm. 

 

La ausencia de niveles significativamente superiores de nuevas células, en los lugares 

de destino de la progenie de las NSC, nos llevó al análisis de la progenie indiferenciada 

procedente de la SEZ. Para ello estimamos la proporción de células positivas para DCX en el 

RMS. A pesar del elevado número de células GFAP+ proliferantes en la SEZ de los SAMP8, el 

porcentaje de neuroblastos migradores (DCX+) en el RMS no se encontraba incrementado (16,83 

± 2,60 en los SAMP8 frente a 18,18 ± 3,00 % en los SAMR1; n = 4 animales por cepa). En un 

intento por reconciliar la elevada proliferación astrocitaria en la SEZ con la ausencia de efectos 

netos en la progenie, estudiamos posibles alteraciones en la migración de los neuroblastos. Para 

ello reanalizamos el recuento de células positivas para DCX en el RMS distinguiendo las 

proporciones según su nivel en el eje antero-posterior (figura 19 A,B). La presencia de 

porcentajes similares entre ambas cepas, en los distintos niveles analizados, indicó que la 

migración de estos no se encontraba afectada. 

Entre las posibles causas que darían explicación al fenotipo observado en una situación 

de proliferación exacerbada, estaría una disminución en la tasa de proliferación de los 
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neuroblastos. Para evaluar esta posibilidad, se cuantificó la proporción de neuroblastos que a su 

vez habían incorporado BrdU1h. Dichos resultados fueron equivalentes entre ambas cepas 

(20,64 ± 4,85 en los SAMP8 frente a 17,25 ± 2,70 % en los SAMR1; n = 4 animales por cepa), 

manteniéndose los valores cuando se realizaba un análisis por niveles rostro-caudales (figura 19 

B,C). 

Otra alteración, que compensaría el incremento en la producción neta de la progenie 

procedente de la SEZ, sería una disminución en la supervivencia celular de los precursores que 

llegara a contrarrestar el resultado de la elevada activación de las células B1. Por ello 

investigamos, mediante la técnica TUNEL, las tasas de apoptosis en los astrocitos y neuroblastos 

de la zona. Los niveles de células doblemente marcadas para TUNEL y GFAP indicaron 

proporciones similares de astrocitos apoptóticos en la SEZ de los SAMP8 y los SAMR1 (803 ± 

464 frente a 839 ± 499 células/mm3, respectivamente; n = 4; figura 19 D,E). Sin embargo, la 

proporción de células TUNEL+DCX+ fue significativamente superior en el RMS de los SAMP8 

(3110 ± 626 frente a 830 ± 496 células/mm3 en los SAMR1; n = 4; p-valor < 0,05; figura 19 E,F). 

El conjunto de experimentos nos indicó que la ausencia de efectos netos en neurogénesis no era 

debida a alteraciones en migración o proliferación de los neuroblastos sino a un incremento en 

la muerte celular de estos por apoptosis. 

 

Figura 19. La supervivencia de 
los neuroblastos se encuentra 
disminuida en los ratones P8. 
Análisis de la progenie 
indiferenciada procedente de la 
SEZ de ratones P8 y R1. (A) 
Porcentaje de células DCX+/DAPI 
en tres niveles a lo largo del eje 
antero-posterior (R, rostral; M, 
medial; C, caudal). (B) IHQ de 
fluorescencia para DCX (verde) y 
BrdU (rojo) sobre muestras 
procedentes de ratones inyectados con el protocolo de BrdU1h, contratinción nuclear con DAPI (azul claro). (C) 
Porcentaje de células DCX+BrdU1h+/DCX+ en los niveles R, M y C. (D) Marcaje de células apoptóticas mediante la técnica 
TUNEL (rojo) combinado con la IHQ de fluorescencia para GFAP (verde) en la SEZ, contratinción con DAPI (azul claro). 
(E) Densidad de células TUNEL+GFAP+ en la SEZ (izquierda) y TUNEL+DCX+ en el RMS (derecha). (F) Marcaje de células 
apoptóticas mediante la técnica TUNEL (rojo) combinado con la IHQ de fluorescencia para DCX (verde) en el RMS, 
contratinción con DAPI (azul claro). Datos representados como media ± SEM; n = 4 ratones por cepa. *p < 0,05. Las 
líneas discontinuas blancas indican el límite del ventrículo lateral (v). Las flechas blancas indican células doblemente 
positivas. Barras de escala en B, D y F = 10 µm. 
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1.3.- La zona subependimaria presenta una citoarquitectura alterada 

La observación detallada de la citoarquitectura de la SEZ mostró que las células GFAP+ 

no sólo eran más numerosas sino que presentaban una morfología más ramificada y el cuerpo 

celular de algunas de ellas parecía contactar directamente con el lumen ventricular. Mediante el 

uso de la doble IHQ para GFAP y S100β, pudimos comprobar que esos astrocitos adentrados 

en el espacio ventricular interrumpían la capa de células ependimarias, pero no expresaban 

S100β (figura 20 A). Tras determinar la ausencia de productividad neta y sus causas (ver 

apartado 1.2. de resultados), reanudamos la investigación de este otro aspecto llamativo de la 

SEZ de los ratones SAMP8. 

Para indagar más en estas alteraciones citoarquitectónicas, utilizamos la técnica de WM 

que, en comparación con los cortes histológicos, preserva íntegramente la morfología de la zona. 

Estas preparaciones de las paredes de los LV, se han convertido en una herramienta esencial 

para entender la organización y parcelación de este nicho de SC (Mirzadeh y cols., 2008). En las 

IHQ llevadas a cabo sobre estas muestras se utilizaron los marcadores GFAP, β-catenina que 

permite delinear las membranas celulares y también γ-tubulina como marcador de los cuerpos 

basales de los cilios o en su lugar α-tubulina acetilada como marcador del citoesqueleto ciliar. 

Mediante la aplicación de dicha técnica, observamos que la SEZ de los ratones SAMR1 

presentaban la organización típica de pinwheels (figura 20 B,C), similar a la presente en las cepas 

de ratones CD1 y C57BL/6 (Luo y cols., 2006; Mirzadeh y cols., 2008; Shook y cols., 2012). Por 

el contrario, al examinar los SAMP8, se hacía patente una alteración en la organización de los 

componentes de sus pinwheels. Estos formaban numerosas agrupaciones de células GFAP+ 

uniciliadas y con extensas superficies apicales integradas en el plano de la capa ependimaria 

(figura 20 B,C). El aspecto de los pinwheels también fue visualizado mediante microscopio 

electrónico de barrido (figura 20 D), constatando la presencia de pinwheels con la morfología 

alterada en los SAMP8. Mediante la inmunotinción de preparaciones de WM con el marcador 

S100β comprobamos que, al igual que las células B1 clásicas, estas no lo expresaban, al menos 

en niveles detectables (figura 20 E). Puesto que estas células expresaban los marcadores y 

poseían las características morfológicas de las células B1 pero su disposición en el nicho era 

una característica distintiva, las denominamos “células tipo B1 interpuestas” (BIC, B1-like 

interposed cells). 

La corroboración de alteraciones morfológicas en la SEZ, mediante su visualización 

desde el espacio ventricular, nos condujo a la realización de recuentos que plasmaran este 

fenotipo numéricamente. En primer lugar quisimos comparar cuantitativamente los elementos de 

la SEZ de los ratones SAMR1 con respecto a otras cepas utilizadas comúnmente en 

investigación. A pesar de la similitud en el aspecto de la SEZ de estas cepas, los SAMR1 

presentaron una menor densidad de pinwheels (289 ± 30, n=4, frente a 952 ± 45 pinwheels/mm2, 

n = 3, en los C57BL/6; p-valor < 0,001; figura 20 F) y de células B1 con una disposición normal 
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(543 ± 34, n = 3, frente a 1732 ± 53 células B1/mm2, n = 3, en los C57BL/6; p-valor < 0,001; figura 

20 F) en la SEZ dorsal, con respecto a los ratones de la cepa C57BL/6. Del mismo modo, se han 

descrito densidades superiores de pinwheels y células B1 en la SEZ de la cepa murina CD1 

respecto a nuestros recuentos en los SAMP8 (Luo y cols., 2006; Mirzadeh y cols., 2008; Shook 

y cols., 2012). Estos resultados sugieren un posible efecto del fondo genético SAM sobre la 

población de células B1. 

Tras revelar las características propias de la SEZ de la cepa SAM, nos dispusimos a 

cuantificar algunos de sus elementos en la cepa SAMP8. Tal y como describimos 

cualitativamente, la presencia de células que denominamos BIC era muy superior en los SAMP8 

(960 ± 48, n=3, frente a 119 ± 12 BIC/mm2, n = 4, en los C57BL/6; p-valor < 0,001; figura 20 H). 

Otra característica propia de las BIC de los SAMP8 fue su agrupación en un número muy superior 

a las B1, dando lugar a grupos de entre 3 y 8 células muy frecuentemente (figura 20 G). Además, 

determinamos la existencia de una menor densidad de pinwheels en los SAMP8 (59 ± 7 

pinwheels/mm3, n = 3; figura 20 F) respecto a los SAMR1 (indicado en el párrafo anterior). Este 

resultado, unido a una distribución similar de las células B1 en ambos grupos (figura 20 G), 

sugería la existencia de una reducida densidad de células B1 en la SEZ de la cepa SAMP8. En 

efecto, la densidad de células B1 posicionadas adecuadamente en los pinwheels (96 ± 18 

B1/mm3, n = 3; figura 20 F) resultó ser significativamente menor respecto a los SAMR1 (indicado 

en el párrafo anterior). 

Una vez analizada la citoarquitectura de la SEZ de los SAMP8 mediante WM, realizamos 

recuentos equivalentes utilizando las IHQ de cortes coronales para los marcadores S100β y 

GFAP (figura 20 A). Con el fin de identificar las BIC, se contabilizaron las células positivas para 

GFAP pero que no expresaban S100β, haciendo distinción entre las que sus núcleos se 

encontraban en la capa celular más próxima al ventrículo y el resto de las mismas. Además, la 

inmunotinción para S100β nos ayudó a corroborar la integridad de la capa ependimaria, ya que 

en algunas ocasiones esta resulta dañada durante el procesado histológico. El recuento reveló, 

del mismo modo que con los WM, un aumento en la proporción de células GFAP+ que 

consideramos BIC (3,34 ± 0,34 en los SAMP8 frente a 1,37 ± 0,07 % en los SAMR1; n = 3 

animales por cepa; p-valor < 0,01), mientras que el valor para el resto de las mismas (SE, 

subependimales), también negativas para S100β (6,12 ± 0,34 en los SAMP8 frente a 6,17 ± 0,87 

% en los SAMR1; n = 3 animales por cepa), fue equivalente entre ambas cepas (figura 20 I). Este 

resultado demostró que el aumento de células GFAP+ observado previamente, era debido a un 

incremento en las células que están adentradas en la capa ependimaria y que denominamos 

BIC. 
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Figura 20. La citoarquitectura de la SEZ se 
encuentra alterada en los ratones P8. Análisis 
morfológico del nicho neurogénico de la SEZ y de la 
disposición de las NSC en ratones C57BL/6, R1 y P8. 
(A) IHQ para GFAP (rojo) y S100β (verde) en 
secciones coronales de la SEZ, contratinción nuclear 
con DAPI (azul claro). Las líneas discontinuas 
blancas indican el límite del ventrículo lateral (v). La 
punta de flecha blanca indica una célula positiva para 
GFAP. (B) IHQ de fluorescencia para la detección de 
GFAP (rojo) β-catenina (azul oscuro) y γ-tubulina 
(verde) sobre preparaciones de WM de la SEZ. (C) IHQ de fluorescencia, en WM de la SEZ, para GFAP (rojo) β-catenina 
(azul oscuro) y α-tubulina acetilada en la lisina 40 (ac-α-tubulina) (verde). Las puntas de flecha blancas indican el cilio 
primario de las células B1. (D) Imágenes de WM de la SEZ, obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido. (E) 
Inmunofluorescencia para GFAP (rojo) S100β (azul oscuro) y γ-tubulina (verde) en WM de la SEZ. (F) Densidad de 
pinwheels (izquierda) y células B1 (derecha) por unidad de superficie en la SEZ dorsal (C57BL/6 n = 3, R1 n = 4, P8 n = 
3). (G) Distribución de las agrupaciones (clusters) de células B1 (izquierda) y BIC (derecha) en la SEZ dorsal (R1 n = 4, 
P8 n = 3). (H) Densidad de células BIC por unidad de superficie en la SEZ dorsal (R1 n = 4, P8 n = 3). (I) Porcentajes de 
células GFAP+S100β¯/DAPI interpuestas en la capa ependimaria (BIC) (izquierda) y presentes por debajo de esta o 
también denominadas subependimales (SE) (derecha), determinados a partir de secciones coronales de la SEZ (R1 n = 
3, P8 n = 3). Datos representados como media ± SEM del número indicado de ratones (n) por cepa. **p < 0,01, ***p < 
0,001. En B, C, D y E: las líneas blancas discontinuas delimitan los pinwheels y las líneas amarillas continuas delimitan 
las células B1 y BIC. Barras de escala: (A) y (B), 10 µm; (C) y (D), 5 µm; (E), 20 µm. 
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1.4.- La hiperproliferación de las células madre neurales está asociada a su 

posicionamiento anómalo 

Tras describir un incremento en la proporción de astrocitos adentrados en la capa 

ependimaria (BIC) y una hiperproliferación de los astrocitos a nivel global, era necesario estudiar 

el nivel proliferativo de las células que denominamos BIC. Utilizando IHQ en cortes coronales, 

del mismo modo que en el recuento general de BIC (ver figura 20 I), observamos una mayor 

proporción de estas células que no expresaban S100β pero si Ki67, indicando que eran 

metabólicamente activas. Por el contrario, la proporción de células SE proliferantes observada 

fue similar en ambas cepas (figura 21 A). Estos resultados sugerían una correlación entre el 

posicionamiento anormal anteriormente descrito y la hiperproliferación de los astrocitos de la 

SEZ. 

 

 

Figura 21. Los astrocitos hiperproliferantes corresponden a la población de células BIC. 
Análisis del estado proliferativo de los astrocitos de la SEZ en función de su disposición en el 
nicho, mediante IHQ de secciones coronales de ratones R1 y P8. (A) Izquierda: IHQ para la 
detección de GFAP (verde), S100β (azul oscuro) y KI67 (rojo), contratinción nuclear con DAPI 
(azul claro). Derecha: porcentajes de células KI67+GFAP+S100β¯/DAPI interpuestas en la capa 
ependimaria (BIC) (izquierda) y subependimales (SE) (derecha) (R1 n = 4, P8 n = 4). (B) 
Porcentaje de células LRC+GFAP+/DAPI (R1 n = 3, P8 n = 3). (C) Izquierda: IHQ para la detección 
de GFAP (azul oscuro), S100β (verde) y BrdU (rojo) en muestras procedentes de ratones 
inyectados con BrdU y sacrificados a los 30 días, contratinción nuclear con DAPI (azul claro). 
Derecha: porcentaje de células LRC+GFAP+S100β¯/DAPI de tipo BIC (R1 n = 3, P8 n = 3). Datos 
representados como media ± SEM del número indicado de ratones (n) por cepa. *p < 0,05, **p < 
0,01. Las líneas discontinuas blancas indican el límite del ventrículo lateral (v). Las flechas 
blancas indican células doblemente positivas. Barras de escala en A y C = 10 µm. 



Resultados                                                                                                                                                                
 

90 
 

Una vez caracterizamos la población de células B1 así como su estado proliferativo, el 

siguiente paso consistió en discernir la población de astrocitos activados. Para ello utilizamos 

cortes histológicos de ratones a los que se les había administrado BrdU y sacrificado a los 30 

días (BrdU30d+). Este régimen de inyecciones no sólo permite distinguir la progenie diferenciada 

de las NSC en las zonas de destino, sino que también permite distinguir en la SEZ las NSC que, 

por ser de división más lenta que los TAP y los neuroblastos, son capaces de retener la marca 

de la BrdU (LRC). Observamos un aumento significativo en la proporción de células GFAP+LRC+ 

en los SAMP8 (0,30 ± 0,05 frente a 0,16 ± 0,01 % en los SAMR1; n = 3; p-valor < 0,05; figura 21 

B) y mediante una triple IHQ para GFAP, S100β y BrdU detectamos un incremento en las BIC 

activadas del orden de 12 veces superior en los SAMP8 respecto a los SAMR1 (0,12 ± 0,01 

frente a 0,01 ± 0,01 %, respectivamente; n = 3; p-valor < 0,01; figura 21 C). Este resultado nos 

indicó que la activación de las células B1 estaba asociada, al menos parcialmente, al 

posicionamiento anormal de estas como BIC. 

En concierto con la presencia de mayor número de astrocitos proliferantes, obtuvimos a 

partir de la SEZ de ratones SAMP8 jóvenes un mayor número de neuroesferas primarias in vitro 

que en los SAMR1 (946,56 ± 17,30 frente a 632,75 ± 49,16, respectivamente; n = 8; p-valor < 

0,001; figura 22 A,B). Además el tamaño de estas fue significativamente superior en las esferas 

de los SAMP8 (figura 22 A,C). Puesto que los resultados in vivo mostraron que el incremento del 

número de células B1, así como de su proliferación, estaban asociados a su posicionamiento 

anormal en las cepas SAM, estos análisis in vitro sugieren que las BIC son células B1 

modificadas, que mantienen las características propias de NSC y por lo tanto poseen capacidad 

formadora de esferas. 

 

Figura 22. A partir de la SEZ de ratones P8 se obtienen más esferas y de mayor tamaño. Cultivos primarios 
de esferas crecidos durante 5 DIV, obtenidos a partir de ratones R1 y P8. (A) Imágenes de contraste de fases de 
esferas primarias. (B) Número de esferas formadas por SEZ. (C) Distribución de tamaños de las esferas 
formadas. Datos representados como media ± SEM; n = 8 cultivos por cepa. **p < 0,01, ***p < 0,001. Barra de 
escala en A = 100 µm. 

 

1.5.- La hiperproliferación conduce a un agotamiento del pool de células madre 

neurales 

Tras describir la proliferación exacerbada de las células B1 en los SAMP8, decidimos 

estudiar el comportamiento de dicha población con el paso del tiempo, utilizando para ello 
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individuos de edad avanzada. Mediante el uso de IHQ, sobre secciones coronales de ratones de 

10 meses, encontramos niveles similares de células positivas para GFAP en ambas cepas (13,23 

± 0,68, n = 5, en los SAMP8 frente a 11,88 ± 1,18 %, n = 4, en los SAMR1; figura 23). Sin 

embargo, en los ratones SAMP8 la proporción de células GFAP+ que a su vez expresaban S100β 

fue significativamente mayor (18,38 ± 1,65 frente a 11,19 ± 0,87 % en los SAMR1; n = 4; p-valor 

< 0,01; figura 23). Los resultados sugerían que las BIC se diferenciaban en astrocitos maduros, 

no multipotentes, durante el proceso de envejecimiento. Estos hallazgos corroboraron la 

existencia de un fenotipo típico de envejecimiento en la SEZ de los ratones SAMP8. A su vez, 

nos permitieron plantear la hipótesis de que las BIC son una forma transitoria de NSC, cuyo 

comportamiento es diferente al de una célula B1 clásica. 

 

Figura 23. La SEZ de ratones P8 de 
edad avanzada presentan un mayor 
número de astrocitos terminalmente 
diferenciados. Caracterización de la 
población astrocitaria de la SEZ de 
ratones R1 y P8 de edad avanzada. 
Izquierda: inmunofluorescencia para la 
detección de GFAP (rojo) y S100β 
(verde) en secciones coronales de la 
SEZ de ratones de 10 meses de edad, 
contratinción nuclear con DAPI (azul 
claro). Las líneas discontinuas delimitan 
el ventrículo lateral (v). La punta de 
flecha indica una célula positiva para GFAP y la flecha una célula doblemente positiva para GFAP y S100β. 
Derecha: porcentaje de células GFAP+/DAPI y GFAP+S100β+/GFAP+ en la SEZ de ratones de 10 meses de edad. 
Datos representados como media ± SEM; n = 4 y 5 ratones de las cepas R1 y P8 respectivamente. **p < 0,01. 
Barra de escala = 10 µm. 

 

Tras conocer que la proporción de astrocitos terminalmente diferenciados era 

significativamente superior en los individuos SAMP8 de edad avanzada, dedujimos que la 

población de NSC en estos ratones se veía reducida prematuramente. Este agotamiento lo 

pudimos corroborar mediante el recuento de células LRC+ en la SEZ, obteniendo una disminución 

estadísticamente significativa con respecto a los SAMR1 (9607 ± 1206, n = 5, frente a 14622 ± 

708 LRC/mm3, n = 3, respectivamente; p-valor < 0,05; figura 24 A).  

Puesto que asociamos la hiperproliferación de las NSC de los SAMP8 de edad temprana 

a su posicionamiento anómalo, decidimos caracterizar la disposición de estas y la 

citoarquitectura del nicho a los 10 meses de edad. Si nuestra hipótesis era cierta, el agotamiento 

prematuro de las NSC estaría relacionado con una disminución de las BIC. Utilizando 

preparaciones de WM inmunoteñidas frente a GFAP, β-catenina y γ-tubulina observamos que, a 

los 10 meses, la SEZ de los SAMP8 presentaba una organización normal y carecía de BIC (figura 

24 B). Posteriormente realizamos recuentos, equivalentes a los llevados a cabo en muestras de 

2 meses, sobre esos mismos WM. Cuando comparamos los resultados con los obtenidos a los 

2 meses (ver figura 20 F), comprobamos que la densidad de pinwheels disminuía con la edad en 

los SAMR1. No obstante, la densidad de pinwheels a los 10 meses de edad también disminuía 

en los SAMP8 respecto a los SAMR1 (44 ± 7 frente a 83 ± 5 B1/mm2 respectivamente; n = 3; p-
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valor < 0,05; figura 24 B,C). Del mismo modo que a los 2 meses de edad (ver figura 20 F), la 

densidad de células B1 mostraba la misma tendencia que los pinwheels (114 ± 30, n = 4, en los 

SAMP8 frente a 277 ± 111 B1/mm2, n = 3, en los SAMR1; figura 24 B,C). 

 

Figura 24. La población de NSC 
se encuentra disminuida en 
individuos de edad avanzada. 
Caracterización de la población 
de NSC y su disposición en el 
nicho de la SEZ, en ratones R1 y 
P8 de edad avanzada. (A) 
Izquierda: IHQ para la detección 
de BrdU (rojo) y contratinción 
nuclear con DAPI (azul claro) en 
secciones coronales de la SEZ de 
ratones de 10 meses inyectados 
con BrdU y sacrificados a los 30 
días. Las líneas discontinuas 
blancas indican el límite del 
ventrículo lateral (v). Las puntas 
de flecha blancas indican células 
positivas para BrdU. Derecha: 
densidad de células LRC+ en la 
SEZ de ratones de 10 meses (R1 
n = 4, P8 n =5). (B) IHQ de 
fluorescencia para la detección de 
GFAP (rojo) β-catenina (azul 
oscuro) y γ-tubulina (verde) sobre 
preparaciones de WM de la SEZ 
de ratones de 10 meses. Las 
líneas blancas discontinuas 
delimitan los pinwheels y las 
líneas amarillas continuas 
delimitan las células B1. (C) 
Densidad de pinwheels 
(izquierda) y células B1 (derecha), 
por unidad de superficie, en la 
SEZ dorsal de ratones de 10 
meses (R1 n = 3, P8 n = 4). Datos 
representados como media ± 
SEM del número indicado de 
ratones (n) por cepa. *p < 0,05. 
Barras de escala: (A), 10 µm; (B), 
20 µm. 

 

Es interesante observar que tanto la densidad de células B1 como de pinwheels 

disminuye en los SAMR1 entre los 2 y los 10 meses, mientras que en los SAMP8 ya es muy baja 

y no se reduce más. No obstante a los 10 meses los valores de densidad en los SAMR1 siguen 

siendo superiores a los SAMP8. Todos los resultados mantienen la concordancia, indicando una 

disminución prematura en la población de células B1 clásicas así como un incremento en la 

diferenciación terminal de astrocitos no neurogénicos en los ratones SAMP8 de 10 meses. 

Diversos estímulos propios del envejecimiento desencadenan, entre otros procesos, la 

senescencia celular. Además, durante el mismo, las células senescentes se acumulan en los 

tejidos. Algunos trabajos relacionan directamente la senescencia celular con el proceso de 

envejecimiento (Collado y cols., 2007). Estos antecedentes nos llevaron al estudio de la actividad 

SA β-gal en el cerebro de los ratones SAMP8. Para ello realizamos el marcaje histoquímico de 

la actividad SA β-gal sobre diversas secciones coronales de ratones de 10 meses de edad. En 
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términos generales, detectamos abundantes células positivas en córtex, hipocampo y OB entre 

otras estructuras. En el hipocampo observamos un marcaje nítido en la capa piramidal, siendo 

más intenso en el CA2. Además, toda la SGZ del DG, la otra zona neurogénica en mamíferos 

adultos, también era positiva para SA β-gal (figura 25 A). Las capas del OB que se encontraban 

claramente marcadas eran la mitral y la GCL. Cuando comparamos las muestras de ambas 

cepas, los SAMP8 presentaban un marcaje más intenso a nivel global. Las mayores diferencias 

las observamos en la capa mitral y GCL del OB y en la corteza piriforme (figura 25 B). Sin 

embargo, cuando observamos la SEZ no pudimos identificar marcaje alguno en ninguna de las 

cepas. Cabía la posibilidad de que el umbral de detección de la actividad, en las condiciones 

experimentales utilizadas, estuviera por encima de la actividad propia de esta zona. Ante esta 

contingencia decidimos modificar el proceso de fijación del tejido, utilizando una mezcla de PFA 

y glutaraldehído (ver apartado 2.3.3. de material y métodos), para favorecer la detección de 

actividad SA β-gal. La observación de las nuevas histoquímicas nos permitió corroborar el 

aumento de la senescencia global en los SAMP8 (figura 25 C). Mediante un examen detallado 

de la SEZ, en distintos niveles a lo largo del eje rostro-caudal, comprobamos un incremento en 

la intensidad de precipitado de x-gal en una franja anexa al espacio ventricular (figura 25 D). No 

obstante, la ausencia de un precipitado nítido en los somas celulares nos impidió correlacionarlo, 

mediante la realización simultánea de una IHQ, con algún tipo celular. 

 

Figura 25. La actividad SA β-gal está incrementada en ratones P8 de edad avanzada. Histoquímicas para 
SA β-gal en secciones coronales de ratones R1 y P8 de 10 meses. (A) Hipocampo. (SGZ) Zona subgranular del 
giro dentado del hipocampo. (CA2) Región CA2 del hipocampo. (B) Arriba: detalle del bulbo olfatorio. Abajo: 
detalle de la corteza piriforme. (C) Hemisferios completos a nivel medial de la SEZ. (D) Detalle de la SEZ a nivel 
medial. Las líneas discontinuas negras indican el límite del ventrículo lateral (v). Barras de escala: (A) y (C), 500 
µm; (B, arriba), 100 µm; (B, abajo), 50 µm; (D), 20 µm. 



Resultados                                                                                                                                                                
 

94 
 

 

2.- Caracterización del cultivo de neuroesferas de la cepa SAMP8 

 

2.1.- La hiperproliferación conduce al agotamiento de las células formadoras de 

esferas 

Puesto que actualmente no se dispone de herramientas para conocer el potencial de las 

células observadas in vivo, el estudio de la progresión de los cultivos de neuroesferas en los 

sucesivos pases es utilizado como aproximación. Como ya hemos descrito anteriormente, los 

estudios in vitro de neuroesferas primarias eran acordes a la hiperproliferación observada in vivo 

(ver apartado 1.4. de resultados). Cuando sus células eran disociadas y resembradas (pase 1) a 

muy baja densidad (2,5 células/µl) para preservar la clonalidad, se volvía a obtener un mayor 

número de neuroesferas (113,00 ± 12,86, n = 8, en los SAMP8 frente a 60,44 ± 6,75 esferas/p96, 

n = 13, en los SAMR1; p-valor < 0,001; figura 26 A,B). No obstante, su diámetro transcurridos 5 

días así como el porcentaje de células que incorporaban BrdU (14,67 ± 1,82, n = 8, en los SAMP8 

frente a 22,18 ± 1,53 esferas/p96, n = 7, en los SAMR1; p-valor < 0,01) eran significativamente 

menores (figura 26 A,C,D). Estas células veían reducido su potencial hasta el punto de que 

cuando se intentaban subcultivar, en un nuevo pase, adoptaban una morfología característica 

(debida a su adhesión al plástico de la placa de cultivo) y cesaba su proliferación. No obstante, 

en pase 2 se podían observar algunas neuroesferas, pero eran visiblemente más pequeñas, 

anormalmente adheridas al plástico y con procesos extendidos (figura 26 E). 

 

Figura 26. El potencial proliferativo de las esferas P8 se reduce drásticamente. (A-C) Ensayo de formación de 
esferas a densidad límite a partir de esferas secundarias de pase 1 (R1 n = 13, P8 n = 8). (A) Imágenes de contraste 
de fases. (B) Número de esferas formadas por pocillo de placa de 96 pocillos (p96). (C) Distribución de frecuencias 
de los tamaños de las esferas formadas tras 5 DIV. (D) Ensayo de incorporación de BrdU en esferas de pase 1 
crecidas durante 2 DIV (R1 n = 7, P8 n = 8). Izquierda: ICQ de fluorescencia para la detección de BrdU (rojo) y 
contratinción nuclear con DAPI (azul claro). Derecha: porcentaje de células positivas para BrdU por esfera. (E) 
Imágenes de contraste de fases de cultivos de esferas de pase 2. Datos representados como media ± SEM del 
número indicado de cultivos independientes (n) por cepa. **p < 0,01. Barras de escala: (A), 50 µm; (D), 20 µm; (E), 
100 µm. 
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Una de las circunstancias que pueden subyacer al cese de proliferación de una población 

celular es el incremento en los niveles de apoptosis. Por ello decidimos estimar la proporción de 

células inmunoteñidas para caspasa3 activa en los cultivos SAMP8 y SAMR1 de pase 2, 

resultando similar para ambas cepas (1,51 ± 0,14, n = 4, frente a 1,56 ± 0,24 %, n = 3, 

respectivamente; figura 27 A). Este resultado es coherente con la obtención de niveles similares 

de células TUNEL+GFAP+ en la SEZ, anteriormente obtenido (ver figura 19 D,E).  

Puesto que el fenotipo morfológico observado se asocia a la senescencia celular y esta 

también puede conducir al cese de la proliferación de la población, realizamos la técnica 

citoquímica para detectar la actividad SA β-gal. Las esferas procedentes de los cultivos SAMP8 

poseían la mayoría de sus células marcadas para dicha actividad, mientras que en los SAMR1 

la positividad para SA β-gal era un suceso anecdótico de unas pocas células (figura 27 B). No 

obstante, para reflejar numéricamente las características propias del fenotipo SAMP8 realizamos 

el recuento del porcentaje de esferas que presentaban positividad (70,63 ± 3,49 en los SAMP8 

frente a 0,55 ± 0,35 % en los SAMR1; n = 4; p-valor < 0,001; figura 27 B). Para llevar a cabo la 

detección de la actividad SA β-gal se obtenían las esferas de la placa de cultivo y se depositaban 

sobre un cubreobjetos con una lámina de Matrigel® (ver material y métodos 3.8). Este procesado 

requería, en el caso de los cultivos SAMP8, desprender las células adheridas mediante pequeños 

golpes de la placa de cultivo. La separación mecánica de las células adheridas eliminaba al 

mismo tiempo su morfología característica. Para registrar imágenes que representaran 

simultáneamente el fenotipo morfológico y citoquímico, decidimos, tal y como indica el fabricante, 

cubrir con una fina capa de Matrigel® la placa de cultivo. Primero eliminamos cuidadosamente la 

mayor parte del medio de cultivo, para posteriormente cubrir la placa con Matrigel® y realizar la 

citoquímica. Mediante esta técnica obtuvimos, en los cultivos SAMP8, la imagen de los cultivos 

adheridos y positivos para la actividad SA β-gal (figura 27 C). Además de los motivos técnicos, 

ya comentados en el apartado 1.5. de esta sección, es posible que la senescencia en los cultivos 

de neuroesferas sea más pronunciada que en la SEZ in situ, siendo esta indetectable en los 

análisis in vivo. Cabe la posibilidad de que las condiciones estresantes propias del cultivo celular 

puedan desencadenar un agotamiento más rápido de la actividad proliferativa y una senescencia 

más pronunciada. Del mismo modo que en los estudios in vivo de 10 meses, mediante la técnica 

de RT-PCR observamos un incremento en los niveles de expresión de S100b asociado al 

proceso de agotamiento celular (figura 27 D). Tras la confirmación de la existencia de 

senescencia, en los cultivos SAMP8 de pase 2, decidimos retroceder en la progresión del cultivo 

y analizar la senescencia unos días después del pase 1, momento en el cual los cultivos ya 

presentaban diámetros e incorporación de BrdU menores. Para realizar un recuento más refinado 

disgregamos las neuroesferas crecidas 5 días tras el pase 1 y directamente las adherimos y 

realizamos la citoquímica para SA β-gal (figura 27 E). Mediante el análisis de las imágenes 

obtenidas de este modo pudimos establecer los niveles promedio de intensidad de precipitado 

X-gal por célula (ver material y métodos 3.8). Nuevamente las células SAMP8 presentaban 

niveles muy superiores de actividad SA β-gal (figura 27 F).  
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Figura 27. Los cultivos de 
esferas P8 muestran un 
incremento drástico de la 
senescencia celular. (A) 
Porcentaje de células 
positivas para caspasa 3 
activa a partir de esferas de 
pase 2 (R1 n = 3, P8 n = 4). 
(B,C) Citoquímicas para 
SA β-gal en esferas 
procedentes de cultivos de 
pase 2. (B) Se indica el 
porcentaje de esferas 
positivas para el marcaje 
de actividad SA β-gal (R1 n 
= 4, P8 n = 4). (C) 
Citoquímica sobre esferas 
P8 preservando su 
morfología de adhesión a 
la placa de cultivo. (D) 
expresión de mRNA de 
S100b, de esferas de pase 
2, relativa al control 
endógeno Gapdh (R1 n = 
5, P8 n = 5). (E,F) Actividad 
SA β-gal sobre células 
procedentes de cultivos de 
pase 1 crecidos durante 5 
DIV. (E) Citoquímica para 
SA β-gal. (F) Cuantificación 
de la intensidad de 
precipitado de X-gal por 
célula, porcentaje relativo a 
la cepa R1 (R1 n = 4, P8 n 
= 4). Datos representados como media ± SEM del número indicado de cultivos independientes (n) por cepa. 
*p < 0,05, ***p < 0,001. Barras de escala: (B) y (C, inserto), 50 µm; (C), 100 µm; (E), 20 µm. 

 

La particularidad del fenotipo observado en las células SAMP8 consiste en que la 

senescencia celular prematura nunca había sido observada en cultivos celulares de cepas 

control como C57BL/6 o CD1 tras ser subcultivadas durante meses (Ferron y cols., 2007). Por 

todo ello y a pesar de que la SEZ de los SAMP8 contiene mayor número de células formadoras 

de esfera que su control SAMR1, sus células poseen una capacidad de auto-renovación 

drásticamente reducida. Por ello concluimos que el potencial de las BIC se encuentra reducido, 

siendo menor al de las células B1. 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                         Resultados 

97 
 

 

3.- Análisis del estatus oxidativo de las neuroesferas de la cepa SAMP8 

La depleción del sistema de defensa antioxidante en las NSC y progenitores, mediante 

la deleción de genes concretos, conlleva el incremento de sus niveles endógenos de ROS y de 

estrés oxidativo, desencadenando su hiperproliferación (Renault y cols., 2009; Yeo y cols., 2013). 

Por otra parte, las ROS se acumulan con el tiempo, alcanzando niveles tóxicos y dando lugar a 

la senescencia celular prematura (Bigarella y cols., 2014). Los hallazgos anteriores sugieren que 

el control de los niveles endógenos de ROS puede jugar un papel importante en la regulación de 

la auto-renovación y la proliferación en las NSC. El trabajo de Le Belle y cols. en 2011 demostró 

que las ROS, tanto exógenas como endógenas, tienen un impacto significativo en la proliferación, 

auto-renovación y diferenciación de las NSC, las cuales requieren niveles relativamente elevados 

de ROS para conservar su capacidad de automantenimiento (Le Belle y cols., 2011; ver revisión 

Bigarella y cols., 2014). La importancia del estatus oxidativo en el comportamiento de las NSC, 

junto con el conocimiento de la existencia de niveles elevados de ROS en el cerebro de los 

ratones SAMP8, nos condujo al estudio del estatus oxidativo en las NSC de la SEZ de esta cepa 

de ratones, un modelo de envejecimiento asociado al estrés oxidativo. Para ello, decidimos 

utilizar cultivos de neuroesferas obtenidos a partir de la SEZ. 

 

3.1.- NRF2 y las enzimas de fase II están sobreexpresadas 

Las ROS son compensadas por un sistema de defensa antioxidante, regulado por una 

red de rutas, que asegura una respuesta adecuada a las necesidades del organismo. NRF2 es 

un regulador de la resistencia celular a los agentes oxidantes. Este factor de transcripción 

controla la expresión de tres grupos de genes dependientes de secuencias ARE (elemento de 

respuesta a antioxidantes, antioxidant response element): enzimas/transportadores del 

metabolismo de fármacos, proteínas de señalización de oxidación y enzimas/proteínas 

antioxidantes o también denominados de fase II. En último término, NRF2 regula las 

consecuencias fisiológicas y patofisiológicas de la exposición a oxidantes. Existen algunos 

trabajos que relacionan alteraciones de NRF2 con el proceso de envejecimiento (Tomobe y cols., 

2012). Además, un trabajo describe una disminución en la expresión y en los niveles nucleares 

de NRF2 en el tejido hepático de la cepa SAMP8 (Tomobe y cols., 2012). 

Con esos antecedentes cabía la posibilidad de que, en nuestro sistema, las células 

procedentes de los ratones SAMP8 tuviesen alteradas las rutas de defensa antioxidante. En 

primer lugar analizamos la expresión a nivel de mRNA de los genes que codifican para algunas 

enzimas de fase II, que podían estar alteradas por acción de NRF2 (Ma, 2013): HO-1, Nqo1, 

Gclc, Gclm, Gpx y G6pdh. Estas mostraron un incremento en la expresión de mRNA, en los 

cultivos SAMP8 respecto a los SAMR1, siendo estadísticamente significativo en todos los casos 

excepto en Gclc (figura 28 A). Como control, se analizó la expresión de Sod1 y Sod2, los genes 
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codificantes para dos enzimas del sistema de defensa antioxidante en cuya regulación no está 

implicado NRF2. En ninguno de los dos casos obtuvimos diferencias entre ambos grupos (figura 

28 B). Estos resultados apuntaron claramente a la participación del sistema NRF2 en las 

alteraciones observadas en el sistema de defensa antioxidante. Es por ello por lo que también 

analizamos la expresión del factor de transcripción (nrf2), resultando significativamente superior 

en los SAMP8 (figura 28 C). El conjunto de resultados de expresión indicó que las neuroesferas 

de los SAMP8 tienen activado NRF2 y en consecuencia las enzimas de fase II del sistema de 

defensa antioxidante, sugiriendo como causa subyacente la generación de niveles elevados de 

estrés oxidativo por parte de las neuroesferas. 

 

Figura 28. La 
expresión de los 
enzimas de fase II está 
incrementada en 
esferas P8. Expresión 
relativa de mRNA en 
esferas secundarias, 
cuantificado mediante 
Q-PCR. (A) Expresión 
de los genes 
codificantes para los 
enzimas de fase II: 
subunidad catalítica de 
la glutamato-cisteína 
ligasa (Gclc), subunidad 
reguladora de la 
glutamato-cisteína 
ligasa (Gclm), glucosa-
6P-deshidrogenadasa 
(G6pdh), glutatión 
peroxidasa (Gpx1), 
hemo oxigenasa (HO-1) 
y NADPH quinona 
oxidorreductasa (Nqo1). 
(B) Expresión de los genes codificantes para los enzimas del sistema de defensa antioxidante superóxido 
dismutasa 1 (Sod1) y 2 (Sod2), no pertenecientes al grupo de fase II. (C) Expresión del mRNA del factor 2 
asociado al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), regulador de la expresión de los enzimas de fase II. Datos 
representados en forma de valores promedio relativos a la expresión como control endógeno de Gapdh ± SEM; 
n = 5 cultivos independientes por cepa. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 

 

3.2.- Las actividades enzimáticas antioxidantes están alteradas         

Tras el análisis de expresión de los genes codificantes para las enzimas de fase II y 

NRF2, realizamos el estudio de su actividad, así como la de otras enzimas del sistema de 

defensa antioxidante y de los niveles del antioxidante no enzimático GSH.  

En primer lugar estimamos los niveles de GSH y GSSG para establecer la proporción 

GSH/GSSG. Esta ratio se utiliza habitualmente como medida inversa del nivel de estrés oxidativo 

en la célula (Owen y Butterfield, 2010). La ratio GSH/GSSG fue casi 9 veces inferior en los 

SAMP8 (3,05 ± 1,43, n = 4, frente a 26,63 ± 2,49, n = 5, en los SAMR1; p-valor < 0,001; figura 

29 A), indicando un estatus redox alterado en dichos cultivos. La molécula GSH posee una 

función antioxidante doble, por una parte reacciona directamente con los radicales libres y por 

otra actúa frente a los agentes pro-oxidantes con la intervención de la GPx. Por ello, la existencia 
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de una ratio GSH/GSSG disminuida, nos alertó sobre la posibilidad de una respuesta antioxidante 

reducida en los SAMP8. 

Una de las enzimas del sistema antioxidante que tiene implicación en la eliminación del 

H2O2 es la CAT. Esta enzima, cuya expresión es independiente de NRF2, presentó una actividad 

disminuida (27,40 ± 2,49 frente a 46,67 ± 4,16 K/mg de proteína en los SAMR1; n = 3; p-valor < 

0,05; figura 29 B). La baja actividad CAT puede ser un inconveniente en la eliminación de los 

niveles globales de H2O2. Otra enzima implicada en el proceso de descomposición del H2O2 es 

la GPx. Cuando estudiamos la actividad de la GPx observamos que era muy superior en las 

neuroesferas SAMP8 (148,57 ± 13,64, n = 7, frente a 50,43 ± 4,71 pendiente / mg de proteína, n 

= 5, en los SAMR1; p-valor < 0,001; figura 29 C). Este resultado concordaba con el incremento 

en el nivel de expresión de la enzima, anteriormente descrito, por la acción de NRF2 (ver figura 

28 A). Otra enzima que caracterizamos, sin encontrar alterada su actividad, fue la GSR (figura 

29 D). Esta se encarga de reducir el GSSG a GSH y puesto que es una enzima alostérica o 

reguladora, cuya acción depende de los niveles de NADPH disponibles, era esperable que su 

actividad no se encontrara alterada si estos no cambiaban. La actividad G6PDH, al igual que el 

nivel de expresión del mRNA que codifica para esta enzima (ver figura 28 A), se encontraba 

incrementada en las neuroesferas SAMP8 (0,109 ± 0,017, n = 4, frente a 0,048 ± 0,005 pendiente 

/ mg de proteína, n = 3, en los SAMR1; p-valor < 0,05; figura 29 E). Este resultado nos indicó que 

la célula debería de disponer de suficientes niveles de NADPH para reducir el GSSG a GSH 

mediante la GSR y así mantener la ratio GSH/GSSG basal. 

 

Figura 29. El sistema de 
defensa antioxidante 
está alterado en 
esferas P8. Niveles de 
moléculas y actividades 
de enzimas, con 
capacidad antioxidante, 
en esferas secundarias. 
(A) Ratio de los niveles 
de concentración de 
glutatión (GSH) respecto 
a los de glutatión oxidado 
(GSSG) (R1 n = 5, P8 n = 
4). (B) Actividad de la 
enzima Catalasa (CAT) 
expresada como la 
constante de velocidad 
(K) de descomposición 
de su sustrato (H2O2) 
respecto a los mg de 
proteína total (R1 n = 3, 
P8 n = 3). (C-E) Actividades de los enzimas glutatión peroxidasa (GPx) (R1 n = 5, P8 n = 7), glutatión 
reductasa (GSR) (R1 n = 4, P8 n = 4) y glucosa-6P-deshidrogenasa (G6PDH) (R1 n = 3, P8 n = 4) expresadas 
como la pendiente de variación de absorbancia del sustrato NADPH respecto a los mg de proteína total. 
Datos representados en forma de valores promedio ± SEM del número indicado de cultivos independientes 
(n) por cepa. *p < 0,05, ***p < 0,001. 
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El conjunto de las alteraciones observadas en las defensas antioxidantes de las esferas 

SAMP8 es compatible con un incremento en la actividad NOX, posible fuente de unos niveles de 

ROS anormalmente elevados. Esto explicaría que pese al incremento de actividad de la G6PDH, 

los niveles de NADPH no permitiesen reducir el GSH por medio de la GSR y por lo tanto mantener 

la ratio GSH/GSSG. El incremento en la actividad NOX generaría O2˙ ̄, el cual se transformaría 

rápidamente en H2O2. La acción incrementada de la GPx eliminaría el H2O2, oxidando a su vez 

el GSH y por lo tanto disminuyendo la relación GSH/GSSG. 

 

3.3.- La capacidad antioxidante total está disminuida 

Ante el hipotético incremento en la generación de especies oxidantes, debido a una 

mayor actividad NOX, nos preguntamos si el cómputo total de actividades antioxidantes sería 

suficiente para compensarlo. Cabía la posibilidad de que el incremento en la actividad GPx 

pudiese suplir la disminución de la actividad CAT y de los niveles de GSH. No obstante, la 

extensa variedad de rutas implicadas en el sistema antioxidante dificulta la labor de analizar 

cualquier molécula susceptible de estar alterada. Para conocer la capacidad de respuesta global 

de las células SAMP8 ante una situación de estrés oxidativo elevado, decidimos estimar la 

capacidad antioxidante total. El ensayo utilizado, consiste en determinar la capacidad del extracto 

celular para impedir la oxidación de un sustrato conocido, utilizando como estándar la 

concentración del antioxidante TROLOX, un derivado sintético de la vitamina E. Dicho ensayo 

mostró claramente que la capacidad antioxidante total del extracto (o capacidad antioxidante en 

equivalentes TROLOX) estaba disminuida en los cultivos procedentes de ratones SAMP8 (4,59 

± 0,35, n = 5, frente a 8,44 ± 1,26 % de inhibición / mg de proteína, n = 3, en los SAMR1; p-valor 

< 0,01; figura 30). 

 

Figura 30. La capacidad antioxidante total está 
reducida en esferas P8. Ensayo de determinación de la 
capacidad antioxidante equivalente al TROLOX en esferas 
secundarias. El resultado se encuentra expresado como el 
porcentaje de inhibición de absorbancia del radical ABTS • 

+ respecto a los mg de proteína total. Datos representados 
en forma de valores promedio ± SEM; n = 3 y 5 cultivos 
independientes, de las cepas R1 y P8 respectivamente. **p 
< 0,01. 
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3.4.- La expresión NADPH oxidasa está incrementada 

Tras corroborar la existencia de una disminución de la capacidad antioxidante de las 

células SAMP8 en nuestro sistema, cobraba especial relevancia el supuesto desequilibrio en la 

actividad NOX. Si confirmábamos el aumento de la actividad NOX en un ambiente con capacidad 

antioxidante reducida, estaríamos reforzando nuestra hipótesis sobre la generación de mayores 

niveles de estrés oxidativo en las esferas SAMP8. En primer lugar analizamos el nivel de 

expresión del mRNA que codificaba para las enzimas de la familia NOX (NOX1, NOX2 o CYBB, 

NOX3, NOX4, DUOX1 y DUOX2). Mediante RT-PCR comprobamos que los niveles de expresión 

para las isoformas NOX1, NOX2, NOX3, DUOX1 y DUOX2 eran despreciables en ambas cepas. 

Por el contrario, la expresión del mensajero que codificaba para la NOX4 era detectable en los 

cultivos de la cepa control (SAMR1) y se encontraba incrementada unas 2,5 veces en los SAMP8 

(figura 31 A). 

La respuesta de NOX mediada por el ligando angiotensina (ANG) es dependiente de al 

menos tres variables: el tipo celular, el tipo de estímulo y la abundancia relativa de cada isoforma 

de NOX. En concreto, en las NSC se ha descrito un incremento en la expresión y síntesis de 

NOX4 mediado por ANG-II (Topchiy y cols., 2013). De nuevo mediante la técnica de RT-PCR, 

determinamos el nivel de expresión del mRNA codificante para AGT. Este precursor de la ANG 

se encontraba sobreexpresado, con respecto a los SAMR1, del orden de 9 veces (figura 31 B). 

Este resultado nos permitió establecer el incremento del AGT, y previsiblemente de la ANG, como 

una de las posibles causas subyacentes a la sobreexpresión de NOX4 y, consiguientemente, 

responsables del estatus oxidativo alterado de las esferas SAMP8. 

 

 

Figura 31. El gen codificante para la NOX4 y el precursor 
de su ligando AGT están sobreexpresados en esferas P8. 
Expresión relativa de mRNA en esferas secundarias, 
cuantificado mediante Q-PCR. (A) Expresión del gen 
codificante para la NADPH oxidasa 4 (Nox4). (B) Expresión del 
gen codificante para angiotensinógeno (Agt), precursor de la 
angiotensina. Datos representados en forma de valores 
promedio relativos a la expresión como control endógeno de 
Gapdh ± SEM; n = 5 cultivos independientes por cepa. ***p < 
0,001. 
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3.5.- La inhibición de la actividad NADPH oxidasa elimina la hiperproliferación                    

Todos los resultados hallados en el presente apartado (3.- Análisis del estatus oxidativo 

de las neuroesferas de los SAMP8) nos llevaron a plantear la hipótesis de que el incremento en 

la actividad NOX desencadenaba una elevada producción de especies oxidantes, que en última 

instancia daba lugar a la hiperproliferación observada en el inicio del cultivo de neuroesferas y 

en la SEZ de ratones jóvenes. El hecho de cuantificar fuera del nicho la sobreexpresión de NOX 

y del precursor de su ligando, indicó que las células de nuestros cultivos tenían un 

comportamiento autónomo en relación a la expresión de NOX. Esto nos permitió, mediante la 

inhibición de la actividad NOX, el estudio in vitro de la hipótesis planteada. Para ello tratamos 

nuestros cultivos SAMP8 sembrados a baja densidad con APOC, un inhibidor genérico de dicha 

actividad enzimática. Tras 5 DIV, los cultivos SAMP8 tratados con este fármaco disminuían el 

número de neuroesferas generado hasta niveles similares a los cultivos SAMR1 (figura 32). Este 

ensayo corroboró la hipótesis de la implicación de la actividad NOX en el fenotipo de 

hiperproliferación observado en los cultivos de neuroesferas procedentes de ratones SAMP8.  

 

Figura 32. La inhibición de la actividad NOX 
bloquea la hiperproliferación de las esferas P8. 
Ensayo de formación de esferas a densidad límite a 
partir de esferas de pase 1 tratadas con apocinina 
(APOC) a una concentración de 100 µM o su vehículo 
(DMSO). Datos representados como número promedio 
de esferas formadas por pocillo de placa de 96 pocillos 
(p96) ± SEM; n = 5 y 3 cultivos independientes de los 
grupos experimentales R1 y P8 (DMSO y APOC) 
respectivamente. **p < 0,01. 
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4.- Efectos del nivel de estrés, oxidativo y replicativo, en las neuroesferas de la cepa 

SAMP8 

En los ensayos anteriores, observamos que las NSC de la SEZ de los ratones SAMP8 

muestran hiperproliferación que precede a su agotamiento. En los cultivos in vitro de 

neuroesferas también habíamos observado que, tras un fenómeno de hiperproliferación en las 

etapas iniciales, las células formadoras de esfera agotaban su potencial y entraban en 

senescencia. Analizando el estatus oxidativo de nuestros cultivos vimos que su capacidad 

antioxidante era menor y la formación de especies oxidantes estaba incrementada, dando lugar 

al fenómeno de hiperproliferación. Tanto el estrés oxidativo directo como el estrés replicativo, 

consecuencia entre otros motivos del primero, son causantes de daño en macromoléculas 

(lípidos, proteínas y ácidos nucleicos). Como resultado del daño oxidativo y/o replicativo, puede 

tener lugar desde la pérdida parcial de la homeostasis celular hasta la inducción de la muerte 

celular o la parada irreversible del ciclo (senescencia celular). Por estos motivos, decidimos 

estudiar el posible daño en macromoléculas como consecuencia de las situaciones de estrés 

descritas. 

 

4.1.- El estrés oxidativo causa daño en macromoléculas 

Las moléculas oxidantes procedentes del metabolismo celular aeróbico, presentes en el 

interior de la célula, causan daño en las macromoléculas con las que contactan (proteínas, lípidos 

y DNA). Como ya hemos descrito anteriormente, la tasa de generación de especies oxidantes 

está incrementada y el nivel de defensas antioxidantes disminuido en las esferas procedentes 

de la SEZ de ratones SAMP8. Es por ello que, en principio, esperaríamos un incremento en los 

marcadores de oxidación de macromoléculas. 

En primer lugar comparamos, entre ambas cepas, los niveles de marcadores de estrés 

oxidativo en proteínas mediante técnicas de WB y HPLC-MS/MS. Los niveles de carbonilación, 

nitrosilación y fosforilación proteínica fueron similares en los SAMR1 y en los SAMP8 (figura 33 

A). Cabe la posibilidad de que la tasa de renovación y la eficiencia de reparación y/o eliminación 

de estas macromoléculas sea demasiado elevada, impidiendo así la acumulación de proteínas 

dañadas en niveles suficientes para marcar diferencias con respecto a la cepa control. 

La supuesta presencia de niveles elevados de H2O2 hacía más que probable un 

incremento en la incidencia de la reacción de Fenton. Este proceso de oxidación, catalizado por 

Fe++, degrada el H2O2 produciendo el radical altamente reactivo OH-. A su vez, el OH- oxida tanto 

lípidos de membrana como DNA (figura 33 B). En primer lugar analizamos los niveles de MDA, 

un producto de la peroxidación lipídica, que es utilizado como marcador del estrés oxidativo en 

lípidos. Los niveles de MDA se encontraban significativamente incrementados en los cultivos 
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SAMP8 (figura 33 C). Por otra parte medimos los niveles de 8-OHdG, utilizado como marcador 

de daño oxidativo en el DNA, sin encontrar diferencias entre ambos grupos (figura 33 D). Una de 

las razones que pueden subyacer a la presencia de alteraciones en el marcador de oxidación 

lipídica pero no en el de oxidación del DNA, son diferencias en el umbral de detección de las 

técnicas utilizadas. Una vez corroborada la existencia de al menos un tipo de daño oxidativo, 

quisimos determinar su influencia en el fenotipo senescente. Para ello tratamos los cultivos 

SAMP8 con antioxidantes de la familia de los polifenoles, observando una disminución del 

fenotipo de adhesión a la placa y por ende sugiriendo una protección parcial de estos frente al 

estrés oxidativo (figura 33 E). 

 

Figura 33. El estrés oxidativo genera daño en macromoléculas e influye en el fenotipo senescente de 
esferas P8. Determinaciones de indicadores de daño oxidativo en esferas secundarias y tratamiento de estas 
con antioxidantes. (A) Izquierda: niveles de proteína carbonilada, expresados como densidad óptica de 2,4-
dinitrofenilhidrazona (DNP-Hidrazona) respecto a GAPDH (en unidades arbitrarias, a.u.) (R1 n = 3, P8 n = 
3). Centro y derecha: niveles de proteínas nitrosiladas y fosforiladas, expresados como la ratio entre la 
concentración de tirosinas nitrosiladas (N-Tyr) y fosforiladas (P-Tyr), respectivamente, y la concentración de 
fenilalanina (Phe) (R1 n = 3 y P8 n = 3, en ambas determinaciones). (B) Esquema representativo de la 
reacción de Fenton, en la cual se produce el radical hidroxilo (OH¯) a partir del peróxido de hidrógeno (H2O2) 
catalizada por metales de transición como el hierro (Fe). (C) Cuantificación de la concentración de 
malondialdehído (MDA), como indicador de los niveles de peroxidación lipídica, expresado en nmol respecto 
a los mg de proteína total (R1 n = 6, P8 n = 5). (D) Estimación del porcentaje de 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina 
(8-OHdG) en el DNA como indicador de los niveles de oxidación en el DNA (R1 n = 5, P8 n = 5). (E) Imágenes 
de contraste de fases, de neuroesferas secundarias P8, tratadas con antioxidantes (polifenoles) o su vehículo 
(DMSO) durante 5 DIV. Datos representados como media ± SEM del número indicado de cultivos 
independientes (n) por cepa. **p < 0,01. Barra de escala en E = 100 µm. 
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4.2.- La senescencia celular está mediada por p53                               

Tras observar el agotamiento de las células formadoras de esfera a causa del arresto 

irreversible de ciclo (senescencia celular), decidimos estudiar las rutas moleculares 

potencialmente alteradas. Clásicamente se han relacionado las vías moleculares de los 

supresores de tumores p53 y p16 en el proceso de senescencia (ver revisión Salama y cols., 

2014), motivo por el cual decidimos analizar sus niveles en los cultivos de neuroesferas. Mientras 

que los niveles de p53 se encontraban significativamente incrementados, los de p16 estaban 

reducidos en los SAMP8 (figura 34). Este resultado nos indicó que la senescencia podría estar 

mediada por el supresor de tumores p53. 

 

 

Figura 34. Los niveles de los supresores tumorales asociados a 
senescencia están alterados en esferas P8. Estimación de los niveles de 
proteínas p16 y p53, en esferas secundarias de pase 2. Izquierda: inmunoblots 
representativos para p16, p53 y GAPDH. Derecha: cuantificaciones 
densitométricas de los niveles de p16 y p53 relativos a GAPDH, expresadas en 
unidades arbitrarias (a.u.). Datos representados como media ± SEM; n = 4 
cultivos independientes por cepa. *p < 0,05, **p < 0,01. 

 

Para corroborar la hipótesis de la implicación de p53 en la senescencia observada, 

decidimos bloquear su actividad. Con ese fin tratamos nuestros cultivos SAMP8 con un inhibidor 

sintético de actividad de p53, llamado pifithrin-alpha (PFTα) (Komarov y cols., 1999; Komarova y 

Gudkov, 2000). Las últimas investigaciones indican que PFTα actúa sobre p53 tras su 

translocación al núcleo y que podría ser un inhibidor específico de la señalización de dicha 

molécula (Murphy y cols., 2004). Conforme a nuestra hipótesis, la inhibición de la actividad de 

p53 con PFTα evitó en gran medida el fenotipo de adhesión de las neuroesferas a la placa de 

cultivo (figura 35 A). Como aproximación complementaria infectamos nuestras células con 

retrovirus que portaban un shRNA (RNA de interferencia de horquilla corta) específico para la 

interferencia de p53. Como resultado de la interferencia, logramos disminuir la expresión de p53 

hasta valores de 0,68 ± 0,01 (n=3) en los SAMP8. Este experimento bloqueó parcialmente la 

senescencia, eliminando el fenotipo de adhesión y reduciendo el marcaje de actividad SA β-gal 

(figura 35 B). La cuantificación de la intensidad del marcaje de SA β-gal mostró una disminución 

drástica, tras la interferencia parcial de p53, llegando a los niveles de los cultivos SAMR1 (tanto 

interferidos como no interferidos) (figura 35 C). El conjunto de experimentos anteriores confirmó 

la implicación de p53 en el fenotipo senescente observado en los cultivos SAMP8. 
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Figura 35. La 
senescencia celular 
en esferas P8 está 
mediada por p53. (A) 
Imágenes de contraste 
de fases, de 
neuroesferas 
secundarias tratadas, 
durante 3 DIV, con el 
inhibidor de p53 
Pifithrin-alfa (PFTα), a 
una concentración de 
20 µM. (B) Imágenes 
representativas de 
cultivos P8 infectados 
con el shRNA-p53 o con 
el vector vacío (VV). 
Paneles superiores: 
imágenes de contraste 
de fase. Paneles 
inferiores: citoquímica 
para SA β-gal. (C) 
Cuantificación de la 
intensidad de 
precipitado de X-gal por 
célula (porcentaje 
relativo al grupo P8 VV), 
en la citoquímica para 
SA β-gal, sobre cultivos 
infectados con el 
shRNA-p53 o su 
control. Datos 
representados como 
media ± SEM; n = 4 
cultivos independientes 
por condición. *p < 0,05. 
Barras de escala: (A), 
50 µm; (B, paneles 
superiores), 100 µm; (B, 
paneles inferiores), 20 
µm. 

 

 

4.3.- La estabilización de p53 se debe a la activación de la respuesta a daño en el 

DNA                     

La senescencia celular puede ser desencadenada por una serie de estímulos negativos, 

como el estrés replicativo y el estrés oxidativo, que activan la DDR. En esta vía de señalización 

las quinasas ATM y ATR bloquean la progresión del ciclo celular mediante la estabilización de 

p53. Nuestros resultados indicaron un elevado estrés oxidativo así como una elevada actividad 

de ciclo celular que podrían ser causantes de estrés replicativo. Además, demostramos la 

implicación de p53 en el fenotipo senescente. Todo ello sostiene la hipótesis de la existencia de 

una DDR activada en las células SAMP8. Como marcador de daño en el DNA se utiliza la 

inmunodetección de la histona H2AX fosforilada en la serina 129 (γH2AX), formando parte de los 

agregados o focos de heterocromatina (foci). La fosforilación de H2AX es llevada a cabo por la 
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quinasa ATR, esta además estabiliza p53 (Paull y cols., 2000). Mediante la realización de la ICQ 

para γH2AX observamos una mayor proporción de células inmunopositivas (con presencia de 

foci) en los cultivos SAMP8, corroborando la presencia de daño en el DNA (38,79 ± 3,14, n = 5, 

frente a 12,94 ± 2,45 %, n = 3, en los SAMR1; p-valor < 0,01; figura 36 A). Como control positivo 

de la IHQ, se trataron cultivos equivalentes con doxorrubicina a 0,5 µg/ml durante 6 horas (ver 

apartado 3.6. de material y métodos). 

Consistente con la activación de la DDR, observamos niveles mayores de p53 fosforilado 

en la serina 18 (pp53), siendo esta modificación específica de las quinasas ATM y ATR (figura 

36 B). Posteriormente quisimos comprobar que influencia tenía la actividad de ATM sobre los 

cultivos, para lo cual tratamos estos con un inhibidor farmacológico específico (KU55933) 

(Hickson y cols., 2004). Como resultado observamos una reversión parcial del fenotipo de 

adhesión de los cultivos SAMP8 (figura 36 C). Una vez más, los experimentos corroboraron la 

activación del punto de control del ciclo celular dependiente de p53, en respuesta al daño en el 

DNA de las células SAMP8. 

 

Figura 36. La respuesta a 
daño en el DNA subyace a 
la estabilización de p53 en 
esferas P8. (A) Arriba: ICQ 
para la histona H2AX 
fosforilada en la serina 129 
(γH2AX) (rojo), contratinción 
con DAPI (azul claro). Abajo: 
porcentaje de células con 
presencia de foci (R1 n = 3, 
P8 n = 5, C+ n = 1). (B) 
Estimación de los niveles de 
p53 fosforilado en la serina 
18 (pp53), en esferas 
secundarias de pase 2. 
Arriba: inmunoblots 
representativos para pp53 y 
GAPDH. Abajo: 
cuantificación densitométrica 
del nivel de pp53 relativo a 
GAPDH, expresada en 
unidades arbitrarias (a.u.) 
(R1 n = 3, P8 n = 3). (C) 
Imágenes de contraste de 
fases, de neuroesferas 
secundarias tratadas, 
durante 3 DIV, con el 
inhibidor de ATM KU55933, a 
una concentración de 10 µM. 
Datos representados como 
media ± SEM del número 
indicado de cultivos 
independientes (n) por cepa. 
*p < 0,05, **p < 0,01. (C+) 
control positivo de daño en el 
DNA: doxorrubicina 0,5 
µg/ml. Barras de escala: (A), 
10 µm; (C), 50 µm. 
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5.- Modulación epigenética de las células madre neurales de la zona subependimaria de 

la cepa SAMP8 

 

5.1.- Los cultivos SAMP8 presentan niveles elevados de p19  

Durante el envejecimiento se ha descrito un incremento de los niveles de p19 en la 

mayoría de los tejidos de mamíferos (Krishnamurthy y cols., 2004), asociado a los cambios 

involutivos y patológicos que ocurren en sus órganos a edades avanzadas. Este supresor de 

tumores es causante de la estabilización indirecta de p53 mediante el secuestro de MDM2, que 

a su vez regula negativamente p53 (Harris y Levine, 2005). En consecuencia, la sobreexpresión 

de p19 induce indirectamente el proceso de senescencia celular a través de p53. Puesto que en 

nuestro modelo de envejecimiento habíamos observado un fenómeno de senescencia 

exacerbada, decidimos cuantificar el nivel de proteína p19 mediante WB. Los cultivos SAMP8 

presentaron niveles elevados de p19 (figura 37) indicándonos la existencia de una segunda vía 

implicada en la estabilización de p53 en nuestras células. 

 

Figura 37. El nivel de proteína 
p19 está incrementado en 
esferas P8. Estimación de los 
niveles de p19, en esferas 
secundarias de pase 2. Arriba: 
inmunoblots representativos para 
p19 y GAPDH. Abajo: 
cuantificaciones densitométricas 
de los niveles de p19 relativos a 
GAPDH, expresadas en unidades 
arbitrarias (a.u.). Datos 
representados como media ± 
SEM; n = 4 cultivos independientes 
por cepa. **p < 0,01. 

 

5.2.- El incremento de los niveles de acetilación reproduce el fenotipo SAMP8 in 

vitro 

Entre las alteraciones descritas durante el proceso de envejecimiento se encuentran las 

modificaciones epigenéticas en las poblaciones de células madre (Oh y cols., 2014), una de ellas 

es la de-represión epigenética del locus Ink4a/Arf (Zindy y cols., 1997; Krishnamurthy y cols., 

2004). Un trabajo previo, en fibroblastos humanos y murinos, mostró que el tratamiento con TSA 

daba lugar al incremento de p19 y la reducción de p16, e inducía senescencia (Matheu y cols., 

2005; Simboeck y cols., 2011). Este compuesto natural es un inhibidor de las HDAC de tipo I y 

II, pero no de tipo III (Willis-Martinez y cols., 2010). Dicho tratamiento también conducía al 

incremento en los niveles de acetilación de otras moléculas, entre las que se encontraba p53, 

que aumentaba su estabilidad y actividad (Luo y cols., 2000). Tanto las alteraciones en los 
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productos del locus Ink4a/Arf como el incremento en la senescencia coincidían con el fenotipo 

observado en nuestros cultivos SAMP8. 

Para conocer si un exceso en los niveles de acetilación era una posible causa 

subyacente al fenotipo senescente, decidimos tratar las células SAMP8 con un inhibidor 

específico de las HAT. Estas enzimas ejercen la acción opuesta a las HDAC y por lo tanto su 

inhibición conlleva la disminución en los niveles globales de acetilación. El inhibidor de HAT 

utilizado fue AA a una dosis, determinada empíricamente, de 50 µM. Como resultado 

observamos una reversión del fenotipo de adhesión en los cultivos SAMP8 tratados con AA 

(figura 38). 

 

 

Figura 38. La inhibición de las HAT revierte el 
fenotipo de adhesión en esferas P8. Imágenes de 
contraste de fases, de neuroesferas secundarias 
tratadas, durante 3 DIV, con el inhibidor de HAT ácido 
anacárdico (AA), a una concentración de 50 µM. Barra 
de escala 100 µm. 

 

Una vez corroborada la influencia de dicha modificación epigenética sobre los cultivos 

SAMP8, nuestro propósito fue reproducir el fenotipo de estos mediante la modificación de los 

niveles de acetilación en las células control (SAMR1). El tratamiento de células SAMR1 durante 

3 días con TSA, a 25 y 50 nM, incrementó los niveles de p53 acetilado en la lisina 379 (ac-p53), 

así como también los de p19. Para corroborar el hallazgo descrito, utilizamos un método 

alternativo de inhibición de las HDAC, consistente en un tratamiento equivalente utilizando ácido 

valpróico (VPA, del inglés valproic acid), que se une al centro catalítico de las HDAC inhibiendo 

su actividad (Gottlicher y cols., 2001). Mediante el uso de VPA a dos concentraciones diferentes 

(2 y 4 mM), obtuvimos un resultado similar al obtenido con el TSA (figura 39 A). En un nuevo 

experimento equivalente al de la figura 26 D y E, los cultivos tratados, tanto con TSA como con 

VPA, disminuyeron los niveles de incorporación de BrdU (figura 39 B). Es decir, que la inhibición 

de la actividad HDAC en los cultivos SAMR1 dio como resultado una disminución en el índice 

proliferativo, tal y como sucedía con los SAMP8 no tratados. Además, ambos tratamientos 

condujeron a las células a un estado senescente, con la morfología y actividad SA β-gal propias 

de las células SAMP8 en condiciones basales (figura 39 C). El conjunto de experimentos 

demostró que la inhibición de las HDAC, y por lo tanto el aumento de los niveles de acetilación, 

incrementaba la expresión/estabilidad de los supresores de tumores, recapitulando el fenotipo 

senescente característico de los cultivos SAMP8. 
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Figura 39. La inhibición de las HDAC induce el fenómeno de senescencia. Tratamientos con inhibidores de 
HDAC (tricostatina A [TSA] y ácido valpróico [VPA]), durante 3 DIV, en esferas secundarias y sus efectos. (A,B) 
Estimación de los niveles de p53 acetilado en la lisina 379 (ac-p53) y p19, en esferas tratadas con TSA y VPA a 
las concentraciones indicadas. (A) Izquierda: inmunoblots representativos para ac-p53, p19 y GAPDH. Derecha: 
cuantificaciones densitométricas de los niveles de ac-p53 y p19 relativos a GAPDH, expresados en unidades 
arbitrarias (a.u.) (n = 3). (B) Porcentaje de células positivas para BrdU en esferas P8, R1 y R1 tratadas con TSA 
(50 nM) o VPA (4 mM) (n = 3). (C) Imágenes de contraste de fases de esferas tratadas con TSA (50 nM), VPA 
(4 mM) o su vehículo (DMSO). Insertos: citoquímicas para SA β-gal. Datos representados como media ± SEM 
del número indicado de cultivos independientes (n) por cepa. *p < 0,05, **p < 0,01. Barras de escala: (C), 100 
µm; (C, insertos), 40 µm. 

 

5.3.- El incremento de los niveles de acetilación induce el posicionamiento 

anómalo de las células madre neurales en la zona subependimaria de la cepa 

SAMP8 

Tras la obtención de los resultados previos, nos preguntamos si la inhibición de la 

actividad HDAC también podía dar lugar a alteraciones similares en la SEZ in vivo de los ratones 

SAMR1 jóvenes (ver apartado 1.3. de resultados), remedando así el fenotipo característico de 

los ratones SAMP8. Para explorar dicha posibilidad, administramos TSA o su vehículo (DMSO) 

mediante i.p. en ratones SAMR1 de 2 meses de edad y posteriormente los sacrificamos para 

llevar a cabo su análisis. En primer lugar, con la finalidad de corroborar el correcto funcionamiento 

del tratamiento, estimamos el nivel de histona 3 acetilada en la lisina 9 (ac-H3) como lectura de 

los niveles globales de acetilación. Para ello realizamos un WB para ac-H3 a partir de 

homogenados de la SEZ de ratones de ambos grupos experimentales (SAMR1-TSA y SAMR1-

DMSO). La cuantificación densitométrica de los niveles de ac-H3 relativos a GAPDH indicó un 
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incremento de 1,5 ± 0,1 del grupo tratado respecto al grupo control (figura 40 A). Además, 

mediante IHQ en preparaciones de WM, observamos una intensidad muy superior del marcador 

ac-H3 en los núcleos de la SEZ más cercanos al espacio ventricular de los ratones tratados con 

TSA (figura 40 B). 

Cuando cuantificamos la densidad de pinwheels, a partir de los WM, ambos grupos 

mostraron niveles similares a los SAMR1 no inyectados con DMSO (ver figura 20 F; figura 40 C); 

es decir, no observamos alteraciones debidas al tratamiento con TSA o con su vehículo. No 

obstante, mientras que los SAMR1-DMSO mostraron una morfología equivalente a los no 

inyectados, el TSA produjo cambios morfológicos en la superficie ependimaria, asemejándose 

su aspecto al de los SAMP8 (figura 40 D). Tras la observación anterior, decidimos realizar un 

recuento de densidad de las células B1 y BIC como indicador cuantitativo del grado de similitud 

de estos resultados en los ratones SAMR1-TSA con respecto a los SAMP8 (analizados en el 

apartado 1.3). Acorde con la cuantificación de pinwheels, la densidad de células B1 no difería 

entre ambos grupos experimentales, manteniendo valores similares a los no inyectados (ver 

figura 20 F, figura 40 E). Esto nos indicó que la densidad de células B1 por pinwheel tampoco se 

encontraba alterada. El aspecto global de los SAMR1-TSA nos condujo al recuento de las células 

uniciliadas positivas para GFAP, que se integraban en la capa ependimaria y que habíamos 

denominado BIC. Una vez más, los SAMR1-DMSO presentaron densidades muy reducidas, con 

valores parecidos a los SAMR1 no inyectados (ver figura 20 H). Por el contrario, el tratamiento 

con el inhibidor de las HDAC generaba un incremento en la densidad de BIC hasta niveles 

cercanos a los observados en los SAMP8, si bien no alcanzaban los niveles propios de estos 

(figura 40 E). Por otra parte, complementamos la caracterización de los efectos del tratamiento 

in vivo con TSA mediante el análisis inmunohistoquímico de secciones de la SEZ. El recuento de 

las células GFAP+ adentradas en la capa ependimaria y que no expresaban S100β, indicó que 

el tratamiento con TSA incrementaba el porcentaje de estas, hasta valores idénticos a los SAMP8 

(figura 40 F). De nuevo, los análisis realizados ratificaron que el posicionamiento anómalo de las 

NSC característico de la SEZ de la cepa SAMP8 podía ser inducido mediante la inhibición de las 

HDAC. 
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Figura 40. El tratamiento con TSA de los ratones R1 reproduce el fenotipo morfológico de 
la SEZ de los ratones P8. Análisis morfológico de la SEZ y de la disposición de las NSC tras la 
administración de TSA en ratones R1 y su comparación con ratones R1 y ratones P8 inyectados 
con su vehículo (DMSO). (A) Estimación de los niveles de Histona 3 acetilada en la lisina 9 (ac-
H3) en la SEZ. Arriba: inmunoblots representativos para ac-H3 y GAPDH. Abajo: cuantificaciones 
densitométricas de los niveles de ac-H3 relativos a GAPDH, expresadas en unidades arbitrarias 
(a.u.). (B) IHQ de fluorescencia para la detección de GFAP (amarillo), ac-H3 (rojo) y γ-tubulina 
(verde) sobre preparaciones de WM de la SEZ, contratinción nuclear con DAPI (azul oscuro). (C) 
Densidad de pinwheels por unidad de superficie en la SEZ dorsal. (D) IHQ de fluorescencia para 
la detección de GFAP (rojo) β-catenina (azul oscuro) y γ-tubulina (verde) sobre preparaciones de 
WM de la SEZ. (E) Densidad de células B1 (izquierda) y BIC (derecha) por unidad de superficie 
en la SEZ dorsal. (F) Izquierda: IHQ para GFAP (rojo) y S100β (verde) sobre una sección coronal 
de la SEZ de un ratón R1 inyectado con TSA, contratinción nuclear con DAPI (azul claro). La 
línea discontinua blanca indica el límite del ventrículo lateral (v). Derecha: porcentajes de células 
GFAP+S100β¯/DAPI interpuestas en la capa ependimaria (BIC), determinados a partir de 
secciones coronales de la SEZ. Datos representados como media ± SEM de 3 ratones de cada 
grupo experimental. *p < 0,05, **p < 0,01. En B y D: las líneas blancas discontinuas delimitan los 
pinwheels y las líneas amarillas continuas delimitan las células B1 y BIC. Barras de escala: (B) y 
(F), 10 µm; (D), 30 µm. 
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5.4.- La inducción de senescencia mediante desregulación epigenética está 

mediada por la vía p19-p53        

Una vez demostrado que el TSA incrementaba la expresión de p53 y p19 in vitro, 

tratamos de averiguar si la vía p19-p53 mediaba los efectos de este inhibidor de las HDAC sobre 

el comportamiento de las NSC. Con tal fin realizamos un experimento de inducción de la 

senescencia mediante TSA en células SAMP8 rescatadas mediante la transducción con vector 

control o con un shRNA específico para la interferencia de p53. Los niveles de SA β-gal en los 

cultivos SAMP8, que de por sí eran elevados, todavía podían incrementarse más en presencia 

de TSA. Por el contrario, como ya observamos en el apartado 4.2., la interferencia de p53 

disminuía la senescencia (ver figura 35 B,C). Además, en los cultivos interferidos con el shRNA-

p53, con una disminución del 40 % en los niveles de expresión de p53, incluso en presencia de 

TSA, la actividad SA β-gal mantenía los mismos niveles (figura 41). El experimento demostró 

que p53 es necesario para que las células entren en senescencia por acción del TSA. 

 

Figura 41. p53 participa en la 
senescencia inducida por la inhibición 
de las HDAC. Porcentaje de la 
intensidad de precipitado de X-gal por 
célula (relativo al grupo P8 VV TSA-), en 
la citoquímica para SA β-gal sobre 
cultivos infectados con shRNA-p53 o su 
control (VV, vector vacío) y tratados con 
TSA (50 µM) o su vehículo (DMSO). 
Datos representados como media ± 
SEM; n = 5 cultivos independientes por 
condición. **p < 0,01, ***p < 0,001. 

 

Llegado a este punto de la investigación, habíamos deducido la existencia de una vía, 

alternativa a la DDR, que subyacía al proceso de senescencia en nuestro modelo de 

envejecimiento. El incremento en la acetilación global aumentaba los niveles de p19 e inducía el 

proceso de senescencia a través de p53. No obstante, cabía la posibilidad de que la modificación 

epigenética global afectase también a la actividad de moléculas implicadas en la DDR, que en 

último término estabilizan p53, induciendo la senescencia con independencia de p19. A pesar de 

la observación de un incremento en p19, cuya estabilización indirecta de p53 es bien conocida 

(Harris y Levine, 2005), no teníamos evidencias de que la modulación epigenética a través de la 

vía p19-p53 fuese causante de senescencia en nuestras células. Para deducir si la inducción de 

senescencia por TSA estaba mediada por la vía p19-p53, realizamos un conjunto de ensayos en 

cultivos de neuroesferas procedentes de ratones mutantes nulos tanto para p53 como para p19, 

sobre un fondo genético C57BL/6. En primer lugar, observamos que el tratamiento con TSA 

también hacía entrar en senescencia a los cultivos primarios de ratones C57BL/6 adultos. Por 

motivos prácticos, de disponibilidad de células, los ensayos posteriores los llevamos a cabo entre 

los pases 4 y 7. En estos pases las células C57BL/6 no se adherían a la placa, tras el tratamiento 
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con TSA, demostrando una reducida capacidad de formación de neuroesferas y un incremento 

en la actividad SA β-gal. Por el contrario, en los cultivos deficientes para p53 y para p19 no 

observamos los efectos descritos del TSA (figura 42). Por otra parte, estudiamos el nivel de 

expresión del marcador S100b. Mientras que en los cultivos C57BL/6 el tratamiento con el 

inhibidor de las HDAC incrementaba en más de 2,5 veces su expresión, en las células deficientes 

para p19 y p53 la expresión no se veía alterada o incluso disminuía (figura 42). Estos últimos 

resultados nos permitieron asociar, una vez más, la disminución en el potencial de las células 

con un incremento en la expresión del marcador S100b (ver figura 27 D). 

 

 

Figura 42. El fenotipo inducido por la inhibición de las HDAC está 
mediado por la vía p19-p53. Ensayos sobre esferas de pases 4 a 7 
tratadas con TSA (50 µM), procedentes de ratones C57BL/6 y ratones 
deficientes para p53 (p53KO) y p19 (p19KO). Izquierda: número de 
esferas generadas mediante el ensayo de formación de esferas a 
densidad límite. Centro: intensidad de precipitado de X-gal por célula en 
la citoquímica para SA β-gal. Derecha: expresión de mRNA de S100b 
relativa al control endógeno Gapdh, cuantificado mediante Q-PCR. 
Datos representados como media del cambio relativo al grupo tratado 
con vehículo (DMSO) ± SEM; n = 3 cultivos independientes de cada 
genotipo. *p < 0,05, **p < 0,01. 

 

El conjunto de ensayos nos indicó que tanto p53, ya demostrado en el ensayo anterior, 

como p19 eran necesarios en el proceso de senescencia inducido por la modificación epigenética 

mediante TSA. Además, estos cultivos fueron utilizados en pases cortos, en los que nuestro 

grupo tiene constancia de la ausencia de daño en el DNA (Porlan y cols., 2013). Por lo tanto, 

concluimos que el incremento en la activación de p19 y/o p53, mediante la modulación 

epigenética, puede conducir a un proceso senescente en ausencia de daño en el DNA.        
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Durante el proceso de envejecimiento disminuye la capacidad neurogénica y, 

consecuentemente, el potencial de recuperación del cerebro es más limitado y la predisposición 

a lesiones y enfermedades neurodegenerativas es mayor. Pese a la descripción de múltiples 

mecanismos asociados a la pérdida de función de las NSC en el envejecimiento no patológico, 

estos son vagamente entendidos y todavía se desconoce con precisión las causas moleculares 

responsables. Un conocimiento más profundo de las causas subyacentes al envejecimiento será 

imprescindible en futuras terapias de reemplazamiento neuronal, mediante la estimulación de la 

población de NSC endógenas. En el presente trabajo, analizamos el comportamiento de las NSC 

de la SEZ en la cepa murina SAMP8, con la intención de identificar los mecanismos moleculares 

que pueden subyacer al proceso de envejecimiento. Nuestros resultados apoyan un modelo en 

el que la desrepresión epigenética del supresor de tumores p19 conduce, en último término, a la 

senescencia acelerada y la pérdida de NSC en la SEZ de los SAMP8. 

Cuando comenzamos el trabajo expuesto en esta tesis, solamente una publicación hacía 

referencia a la población de las NSC de la SEZ en los ratones SAMP8 (Cheng y cols., 2008). En 

ella se describía la ausencia de diferencias en el estado proliferativo de la SEZ de ratones de 4 

meses, entre las cepas SAMP8 y SAMR1. No obstante, como ya hemos nombrado en la 

introducción, la zona muestreada y el régimen de inyecciones de BrdU hacía imposible su 

comparación con el resto de publicaciones del campo en otras cepas de ratones. La ausencia de 

estudios exhaustivos que abordaran la neurogénesis adulta en la SEZ de los ratones SAMP8 y 

su progresión durante el envejecimiento nos llevó a plantear una investigación minuciosa, 

incluyendo el análisis morfológico del nicho y las vías moleculares por las que resultan afectadas 

las NSC.  

En el presente trabajo comparamos diversos aspectos de la neurogénesis adulta en la 

SEZ entre ratones de las cepas SAMP8 y SAMR1 de la misma edad. No obstante, tal y como 

describe Getchell y cols. en su trabajo, hay que tener en cuenta que una misma edad cronológica 

representa una fracción distinta de la esperanza de vida (Getchell y cols., 2004). Es decir, que 

con 2 meses de edad un ratón SAMP8 ha vivido un 12,0 % del tiempo de esperanza de vida para 

su cepa, mientras que un SAMR1 solamente un 8,7 %. Aun así, algunos procesos asociados al 

envejecimiento, como la acumulación de proteínas, se consideran dependientes del tiempo 

absoluto (envejecimiento cronológico), por lo que el estudio comparativo de individuos de la 

misma edad también puede aportar pistas de los procesos subyacentes. Además, nuestras 

observaciones se ven reforzadas por el estudio comparativo con individuos de mayor edad de la 

misma cepa. 

Durante la última etapa de nuestra investigación han sido publicados dos trabajos que 

abordan, como estudio central, la caracterización de la SEZ de estos ratones (Diaz-Moreno y 

cols., 2013; Castro-Garcia y cols., 2015). Ambos trabajos, descritos ampliamente en la 

introducción (ver apartado 4.2.), concluyen que el potencial de las NSC se encuentra disminuido 
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en la cepa de ratones senescentes SAMP8 respecto a la SAMR1 como consecuencia de un 

fenómeno de hiperproliferación que no conlleva un aumento de la neurogénesis. A pesar de la 

publicación de estos trabajos, nuestra investigación aporta aspectos morfológicos y moleculares 

de la SEZ de los SAMP8 que nunca antes habían sido descritos y contribuye a esclarecer 

aspectos básicos del comportamiento de las NSC de las cepas SAM. Entre ellos, cabe destacar 

el posicionamiento anómalo de los astrocitos con características de NSC, la posible alteración 

del sistema renina-angiotensina (RAS, del inglés renin-angiotensin system) local y el incremento 

de la senescencia celular, debido a la activación de la vía p19-p53, por alteraciones epigenéticas. 

 

1.- Alteraciones de las poblaciones celulares de la zona subependimaria y su 

citoarquitectura 

El análisis de las poblaciones de la SEZ, en los ratones SAMP8, nos indicó un incremento 

del número de NSC y de su estado proliferativo, así como su posicionamiento anómalo en el 

nicho. Pese a la hiperproliferación observada, describimos una viabilidad reducida de su progenie 

que impide la existencia de efectos netos en neurogénesis. Además observamos un agotamiento 

de la población de NSC. 

La presencia de un elevado número de astrocitos se considera uno de los rasgos típicos 

del envejecimiento del SNC (Goss y cols., 1991; Nichols y cols., 1993). Pese a que esta 

característica había sido descrita en diversas áreas cerebrales de los SAMP8 (córtex, 

hipocampo, núcleos del tronco encefálico, etc.), todavía no se había publicado el estado de la 

población de astrocitos de la SEZ (Takeda, 2009). Por ello, decidimos analizar la población 

astrocitaria en la SEZ y zonas adyacentes. Mientras que en los astrocitos presentes en el 

estriado, región anexa a la SEZ, no observamos alteraciones, el estudio minucioso de la 

población astrocitaria de la SEZ reveló un incremento en su número e intensidad para el 

marcador GFAP. El conjunto de resultados nos indicó que el fenotipo observado en la SEZ 

parecía estar causado por influencias locales o alteraciones autónomo-celulares y no por la 

influencia global del fondo genético de la cepa SAMP8.  

Los recuentos de la subpoblación de astrocitos considerada NSC, mediante la 

combinación de los marcadores GFAP, SOX y nestina, nos indicaron un aumento de esta 

respecto a los SAMR1 a los 2 meses de edad. Estos resultados son coherentes con los descritos 

por Diaz-Moreno y cols., 2013, quienes también describen una densidad de células GFAP+SOX2+ 

superior en la SEZ de ratones SAMP8 de 2 meses respecto a los SAMR1 de la misma edad. 

Además, demostramos una disminución significativa en la subpoblación astrocitaria que 

expresaba S100β, que es considerada no neurogénica (Raponi y cols., 2007), reforzando la idea 

de la existencia de un mayor número de astrocitos con características de NSC. Opuestamente, 

un trabajo de caracterización de la SEZ in vivo, también realizado mediante recuentos sobre 

secciones coronales de ratones de la cepa C57BL/6, describe una disminución de la población 

de NSC en el envejecimiento (Ahlenius y cols., 2009). No obstante, esta publicación compara 
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individuos de edad avanzada (entre 22 y 26 meses) con respecto a adultos jóvenes (entre 3 y 5 

meses), por lo que es posible que en etapas previas, durante el proceso de envejecimiento, la 

población de NSC se vea incrementada, tal y como observamos en los ratones SAMP8 respecto 

a los SAMR1.  

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que la tasa de proliferación de los 

astrocitos con características de NSC estaba incrementada. Concretamente, las proporciones de 

células GFAP+BrdU1h+ y GFAP+SOX2+Ki67+ eran mayores en los SAMP8 respecto a los SAMR1 

a los 2 meses de edad. Estos hallazgos concuerdan con los incrementos en la incorporación de 

BrdU en la SGZ y la SEZ, descritos previamente en esta misma cepa de ratones (Gang y cols., 

2011; Diaz-Moreno y cols., 2013). De nuevo, el trabajo de Ahlenius y cols. en 2009, anteriormente 

nombrado, había descrito un descenso en la tasa de proliferación de las NSC, indicando una 

disminución en el número de células pH3+ y BrdU+ in vivo (Ahlenius y cols., 2009). Una vez más, 

planteamos que las diferencias pueden ser debidas a la avanzada edad de los individuos que 

analizan, indicándonos que la cepa SAMP8 a los 2 meses de edad es un modelo adecuado para 

el estudio de los procesos iniciales del envejecimiento. No obstante, un estudio de los 

precursores de la SEZ de ratones C57BL/6 de 3 y 18 meses, indica que estos incrementan su 

tasa de proliferación in vitro acortando su ciclo celular (Stoll y cols., 2011). Además, otra 

publicación demuestra un incremento in vivo en el porcentaje de NSC mitóticamente activas en 

ratones de edad avanzada (Shook y cols., 2012). Estos trabajos nos podrían estar indicando que 

a nivel autónomo-celular los progenitores incrementan su tasa de proliferación, aunque las 

señales del nicho la restringen en las etapas más avanzadas del envejecimiento. De acuerdo 

con dicha explicación, cabe la posibilidad de que, a los 2 meses, las NSC de la SEZ de los 

ratones SAMP8 ya muestren una tasa de proliferación elevada que las señales del nicho todavía 

no restrinjan. Además, un incremento en la proporción de divisiones simétricas, que dieran lugar 

a dos NSC, unido al fenómeno de hiperproliferación descrito, nos permitiría explicar el aumento 

en la proporción de NSC descrito en el párrafo anterior. Por ello creemos crucial el estudio de los 

fenómenos de simetría/asimetría en los progenitores de la SEZ, vinculado al ámbito del 

envejecimiento y de la terapia celular con fines regenerativos. 

En la caracterización de la SEZ, mediante preparaciones de WM y su visualización desde 

la superficie ventricular, observamos que los ratones SAMR1 de 2 meses de edad contenían 

menos células B1-NSC que otras cepas murinas de uso común. Además de los recuentos 

presentados en este trabajo en la cepa C57BL/6, existen una serie de publicaciones que analizan 

dicha población en ratones de la cepa CD1 de varios grupos de edad (Luo y cols., 2006; Mirzadeh 

y cols., 2008; Shook y cols., 2012). Nuestros resultados y su comparación con los ya publicados, 

sugieren la existencia de efectos propios del fondo genético SAM sobre la generación y/o 

supervivencia de las células B1. Por este motivo, en el estudio de las poblaciones de la SEZ de 

los ratones SAMP8, es imprescindible su comparación con la cepa SAMR1, que comparte un 

fondo genético común, de tal forma que podemos asignar las alteraciones observadas al 

fenómeno de envejecimiento acelerado, que distingue ambas cepas. Esta distinción, entre las 
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características propias compartidas por las cepas SAM de aquellas otras que son particulares de 

cada una de las cepas SAMR1 y SAMP8, resulta crucial para el uso adecuado de las mismas 

como un modelo de envejecimiento, tanto en el campo de las NSC y la neurogénesis postnatal, 

como en el de los procesos neurodegenerativos. En este sentido, nuestro estudio contribuye al 

reforzamiento de las cepas de ratones SAM como modelos para el estudio del envejecimiento. 

Uno de los aspectos novedosos de nuestra investigación, es el hallazgo de alteraciones 

morfológicas en la SEZ de los ratones SAMP8 de 2 meses de edad. Los componentes de los 

pinwheels están desorganizados y se observan numerosas agrupaciones de células GFAP+, 

uniciliadas y con extensas superficies apicales, integradas en el plano de la capa ependimaria. 

Estas células expresan los marcadores y poseen las características morfológicas de las células 

B1, pero su número y disposición en el nicho es singular, por lo que las denominamos células 

tipo B1 interpuestas o BIC. La presencia de astrocitos interpuestos en la capa ependimaria ya 

había sido observada en la SEZ de ratones CD1 y C57BL/6 de edad avanzada (Luo y cols., 2006; 

Capilla-Gonzalez y cols., 2014). No obstante, estos habían sido descritos mayoritariamente como 

astrocitos que adquieren las características, morfológicas y antigénicas, de las células 

ependimarias. Si bien, cabe destacar que, en uno de los trabajos, describen la presencia 

anecdótica de algunos astrocitos uniciliados intercalados en la capa ependimaria (Luo y cols., 

2006). 

Para estimar la población global de astrocitos activados, realizamos el recuento de 

células LRC+GFAP+, observando un incremento en la SEZ de los ratones SAMP8. Una vez más, 

el trabajo de Castro-García muestra resultados aparentemente opuestos a los nuestros (Castro-

Garcia y cols., 2015). Este describe una disminución significativa en el número de células LRC+, 

utilizándolo a modo de lectura de la población de las NSC. Pese a confirmar la naturaleza de 

algunas de ellas como células B1, mediante la observación de su colocalización con GFAP y 

SOX2, los recuentos mostrados solo tienen en cuenta el marcaje de BrdU. Además, como ya se 

ha nombrado anteriormente, una de las causas que podrían subyacer a la obtención de diferentes 

conclusiones sería la diferencia de edad de los ratones empleados entre los trabajos. 

Nuestros ensayos enfocados a la cuantificación de la población de células BIC indican 

que esta es la responsable tanto del aumento de la población astrocitaria de la SEZ, como de su 

estado hiperproliferativo. Los recuentos específicos de las células presentes en la línea 

ependimaria que no expresan el marcador de ependimocitos (S100β), muestran proporciones 

superiores tanto de células GFAP+ como de células GFAP+Ki67+ y GFAP+LRC+. Además, la 

densidad de células B1 típicas, no intercaladas en la capa ependimaria, es inferior en los SAMP8 

respecto a los SAMR1. Este último resultado concuerda con los recuentos de densidad de células 

B1, mediante el análisis de WM, descritos en Shook y cols., 2012, en el que describen una 

disminución en la densidad de células B1 en ratones CD1 de 12 meses de edad. Junto con los 

resultados anteriores, la obtención in vitro de neuroesferas primarias más grandes y en mayor 

número nos sugirió que las BIC son células B1 modificadas, que mantienen las características 

de NSC y por lo tanto su capacidad formadora de esfera. Este resultado coincide con el 
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presentado en Diaz-Moreno y cols., 2013, en el que también observan un mayor número de 

neuroesferas y de mayor diámetro, en cultivos procedentes de ratones SAMP8 de 2 meses de 

edad. En contraposición, los resultados de Castro-Garcia y cols., 2015 muestran la obtención de 

menos neuroesferas y de menor tamaño a partir de ratones de 1 mes. Las discrepancias con 

este último podrían ser explicadas por la diferencia de edad o incluso por diferencias 

metodológicas en el establecimiento del cultivo. 

El tratamiento de los datos obtenidos durante el análisis de las denominadas BIC nos 

permitió deducir nuevas asociaciones entre la disposición y el comportamiento de las NSC. El 

aumento de BIC activadas no es proporcional al incremento de BIC totales, a pesar de haber 

sido cuantificadas con el mismo método y sobre las mismas IHQ. Mientras que las BIC activadas 

representan el 0,73% en los SAMR1, en los SAMP8 este porcentaje ascendía al 3,59%. Este 

resultado puede ser indicador de que la mayor activación de las NSC puede estar asociada no 

solamente al posicionamiento anormal, sino también en cierta medida a factores de nicho o 

autónomo-celulares propios de la cepa SAMP8. Cabe la posibilidad de que la mayor activación 

sea la causante solamente de forma parcial del posicionamiento anómalo. 

Cuando nos dispusimos a analizar la productividad de la población hiperproliferante, no 

observamos alteraciones en la incorporación de nuevas células en sus lugares de destino. En el 

trabajo de Diaz-Moreno y cols., 2013 indican que pese a un incremento en la incorporación de 

nuevas células en el OB de ratones SAMP8 de 2 meses, el volumen total de la estructura está 

disminuido respecto a los ratones SAMR1, sugiriendo que un supuesto estímulo en la producción 

neuronal no está mantenido por un incremento en las tasas de supervivencia e integración de 

los neuroblastos generados. Es posible que las discrepancias, en la observación de alteraciones 

de incorporación de nuevas células al OB, se deban a las diferencias en los protocolos de 

administración de BrdU. No obstante, en ambos casos se interpretan los resultados como 

indicadores de la ausencia de efectos netos en la neurogénesis. El porcentaje de neuroblastos 

migradores, su distribución zonal durante la migración y su tasa de proliferación tampoco se 

encuentran alterados en los ratones SAMP8 respecto a los SAMR1, según nuestro estudio. 

Finalmente, la observación de un incremento en la apoptosis de los neuroblastos, nos permitió 

reconciliar la hiperproliferación observada con la ausencia de efectos netos en las poblaciones 

de destino en el OB. Coincidente con este resultado, el trabajo de Luo y cols., 2006 describe un 

incremento en la proporción de neuroblastos apoptóticos en ratones CD1 de edad avanzada (16 

meses) respecto a ratones de 2 meses. Del mismo modo, una elevada tasa de apoptosis entre 

las nuevas neuronas de la SGZ del DG ha sido descrita en esta cepa (Gang y cols., 2011), dando 

pie a la suposición de la existencia de alteraciones comunes a las NSC de ambos nichos 

neurogénicos. El conjunto de resultados descritos hasta el momento, sustenta la idea global de 

la existencia de una SEZ en la que las células B1 modifican su posición, incrementando su 

número y proliferación, pero cuya productividad se ve compensada por la disminución en la 

viabilidad de su progenie. 
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Para estudiar el destino de la población astrocitaria a lo largo del tiempo, utilizamos 

individuos de 10 meses de edad. En ellos, el porcentaje total de astrocitos no difiere entre ambas 

cepas y es similar al de los SAMP8 de 2 meses de edad. Por el contrario, el porcentaje de 

astrocitos terminalmente diferenciados es significativamente superior en los SAMP8 respecto a 

los SAMR1. En concordancia con los resultados anteriores, los recuentos de células LRC+ nos 

indicaron que la población de NSC se encuentra disminuida en los SAMP8 respecto a los 

SAMR1. Además, mientras que en los SAMP8 la densidad de células B1 no se ve afectada con 

la edad, los SAMR1 sufren una disminución de esta, pese a lo cual mantenían niveles superiores 

a los SAMP8 de edad avanzada. Estos resultados nos indican que posiblemente los ratones 

SAMP8 sufren una caída prematura y rápida de su población de células B1 típicas, que en los 

ratones SAMR1 ocurre de manera más lenta a lo largo del envejecimiento. El descenso, tanto en 

la densidad de pinwheels como en el número de células B1 durante el envejecimiento, ha sido 

exhaustivamente documentado en ratones CD1 (Shook y cols., 2012). Otra de las observaciones 

de nuestro estudio de ratones SAMP8 y SAMR1 es la carencia de células BIC en ambas cepas 

a los 10 meses de edad. Apoyando nuestra caracterización, un trabajo previo de nuestro grupo 

demuestra que un aumento del daño en el DNA, debido a un incremento de la replicación, 

desencadena una diferenciación terminal prematura de las NSC en astrocitos no neurogénicos 

(S100β+) y en consecuencia conlleva a un agotamiento más rápido de los astrocitos 

neurogénicos (Porlan y cols., 2013). Estos hallazgos sugieren que las BIC podrían ser una forma 

transitoria de NSC, que durante el envejecimiento se diferencia en astrocitos maduros, no 

multipotentes, desencadenando el agotamiento de la población de NSC de la SEZ. 

Uno de los procesos celulares que han sido relacionados con el envejecimiento 

fisiológico es la inducción de la senescencia celular, habiéndose descrito un incremento 

moderado de las células senescentes en algunos sistemas (Dimri y cols., 1995; ver revisión 

Collado y cols., 2007). Se plantea que la senescencia puede contribuir al envejecimiento no solo 

por la acumulación de células senescentes en los tejidos, sino también por la limitación del 

potencial regenerativo de las poblaciones de células madre (Collado y cols., 2007). En nuestra 

caracterización de la cepa SAMP8, observamos claros indicios de un incremento de la 

senescencia global así como en determinadas regiones del cerebro. No obstante, todavía queda 

abierto el estudio in vivo en profundidad de la senescencia celular de la cepa SAMP8. La 

optimización de las condiciones de fijación del tejido, pH, etc. podría contribuir a un análisis más 

refinado de la senescencia celular, lo que permitiría conocer, de forma más profunda, la relación 

entre la senescencia celular y el proceso de envejecimiento en las poblaciones de SC. Algunos 

trabajos recientes han planteado la posible funcionalidad de células senescentes como fuentes 

moleculares de influencia en el nicho (Simboeck y cols., 2011; van Deursen, 2014). Desde un 

punto de vista funcional, cabe la posibilidad de que unas poblaciones senescentes induzcan la 

senescencia sobre células relacionadas que no lo son. Un indicio de ello pudiera ser la presencia 

de niveles incrementados de SA β-gal en la corteza piriforme, donde proyectan terminales 

procedentes de la capa mitral del OB, cuyo incremento en el marcador de senescencia también 

hemos observado en los SAMP8. Por todo ello creemos que un trabajo futurible, aunque alejado 
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del estudio de la neurogénesis adulta, sería el análisis de la posible inducción de senescencia a 

partir de otras poblaciones senescentes (van Deursen, 2014). La ausencia de alteraciones en el 

balance final del proceso de neurogénesis nos hizo descartar, en un primer momento, el 

planteamiento de un estudio comportamental de olfacción. Pese a ello, tras observar el 

incremento de actividad SA β-gal en la GCL, sería interesante la realización de este. No obstante, 

estos resultados podrían deberse a causas ajenas al proceso neurogénico a partir de la SEZ. 

 

2.- Influencia del estatus oxidativo sobre la biología de las células madre neurales 

Clásicamente, la acumulación de daño oxidativo se ha postulado como una de las causas 

subyacentes a la pérdida de homeostasis en el envejecimiento (Harman, 1956). Además, la cepa 

SAMP8, como ya se ha descrito en la introducción, posee niveles elevados de estrés oxidativo 

en diversos tejidos, incluido el cerebro (Tomobe y Nomura, 2009). Por otra parte, una emergente 

área de investigación estudia los aspectos reguladores del estatus oxidativo sobre el 

comportamiento de las SC. Entre los trabajos relacionados, cabe destacar dos publicaciones que 

indican la asociación entre el estrés oxidativo y el comportamiento de las NSC (Le Belle y cols., 

2011; Walton y cols., 2012). En concreto, la publicación de Le Belle y cols. demuestra la 

necesidad de niveles elevados de ROS en la conservación de la capacidad de 

automantenimiento de estas células (Le Belle y cols., 2011). Estos antecedentes, junto con la 

alteración descrita en la población de NSC de los SAMP8 en la primera parte de la presente 

investigación, nos hicieron plantear un estudio exhaustivo del estatus oxidativo en nuestro 

sistema.  

En nuestra caracterización del estatus oxidativo, en los cultivos de neuroesferas de los 

ratones SAMP8, observamos una disminución de la capacidad antioxidante total, a pesar del 

incremento de la expresión de la mayor parte de las enzimas antioxidantes de fase II y del 

incremento de su actividad enzimática, seguramente como parte de una respuesta 

compensatoria insuficiente al estrés oxidativo. Como posible fuente de ROS, causante de este 

desequilibrio, detectamos un incremento en la expresión del mensajero codificante para la 

enzima NOX4, así como del AGT (un precursor de la ANG). Pese a que clásicamente el sistema 

RAS ha sido descrito como propio del sistema circulatorio, nuevas evidencias indican su 

existencia a nivel local en distintos tejidos (ver revisión Labandeira-Garcia y cols., 2014). En 

concreto, múltiples trabajos describen la presencia de componentes del RAS en el sistema 

nigroestriatal (Garrido-Gil y cols., 2013; ver revisión Labandeira-Garcia y cols., 2014). Por otra 

parte, algunos estudios indican la existencia de un RAS intracelular en diversos tipos celulares, 

entre los que se encuentran neuronas dopaminérgicas y células gliales (Baker y cols., 2004; 

Kumar y cols., 2007; Garrido-Gil y cols., 2013). Además, el proceso de envejecimiento ha sido 

asociado con una sobreactivación del RAS en diversos tejidos (Thompson y cols., 2000; Min y 

cols., 2009; Cassis y cols., 2010). Estas evidencias sustentan nuestra hipótesis de la activación 

de un RAS propio de la SEZ en el modelo de envejecimiento SAMP8. El principal efector del RAS 
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es la ANGII, cuya sobrerregulación incrementa el estrés oxidativo y los procesos de inflamación, 

ambos asociados al envejecimiento normal y patológico (Labandeira-Garcia y cols., 2014). En 

relación con el incremento del estrés oxidativo, se ha descrito que la ANGII es uno de los 

principales reguladores positivos de las NOX (Zalba y cols., 2001; Touyz, 2004; Hoogwerf, 2010), 

que a su vez son una de las principales fuentes de ROS. Concretamente, un trabajo demuestra 

la mediación de la ANGII en la regulación positiva de la NOX4 en las NSC (Topchiy y cols., 2013). 

Además, un reciente estudio describe un incremento en los niveles de NOX4 y NOX2 en el tejido 

renal de los SAMP8, siendo el primero en demostrar que las NOX juegan un papel en el estado 

oxidativo de los SAMP8 (Baltanas y cols., 2013). Acorde con los trabajos descritos, en la presente 

investigación demostramos la sobreexpresión del gen codificante para la NOX4 en los cultivos 

de neuroesferas SAMP8. Las acciones de la ANGII están mediadas por los receptores AT1 y 

AT2, desencadenando este último acciones opuestas al primero (Labandeira-Garcia y cols., 

2014). Basándonos en nuestra observación de la sobreexpresión del Agt en los cultivos de 

neuroesferas de ratones SAMP8, sería interesante demostrar la presencia de los receptores AT1 

y AT2 en las NSC y estudiar las posibles alteraciones en la distribución, densidad y actividad de 

estos. Su análisis in vivo mediante estudios de colocalización con marcadores de NSC, en la 

SEZ de ratones SAMP8, confirmaría la existencia de un RAS propio de esta zona y su influencia 

en el estado oxidativo de las NSC. 

Apoyando nuestra hipótesis, las alteraciones que observamos en algunas actividades 

del sistema de defensa antioxidante, corresponden a las esperadas por un incremento en la 

actividad NOX. El supuesto aumento de la actividad NOX impediría, pese a la sobreactivación 

de la G6PDH, la presencia de niveles suficientes de NADPH para mantener la ratio GSH/GSSG 

mediante la actividad GSH reductasa. Además, el drástico incremento en la actividad GPx 

eliminaría el H2O2 generado al mismo tiempo que incrementaría los niveles de GSSG, reduciendo 

todavía más la ratio GSH/GSSG. 

Por otra parte, ha sido descrita la modulación de la expresión de NRF2 por NOX en 

algunos sistemas (Papaiahgari y cols., 2004; Brewer y cols., 2011). Esta vía reguladora explicaría 

los incrementos que observamos en la expresión del factor de transcripción (Nrf2) y, en 

consecuencia, de los genes codificantes para las enzimas de fase II (Gclm, G6pdh, Gpx1, HO-1 

y Nqo1) regulados por él (ver revisión Ma, 2013). Pese a ello, un indicador más adecuado del 

incremento en la actividad de NRF2, ya que su actividad se da en contacto con el DNA durante 

el proceso de la transcripción, sería la cuantificación de los niveles nucleares de este factor. Dado 

que el fraccionamiento núcleo/citoplasma para la realización de un WB requiere elevadas 

cantidades de muestra y, en nuestro sistema, la entrada prematura en senescencia impide la 

expansión de los cultivos, un ensayo más viable y preciso podría consistir en la realización de 

una ICQ y la correspondiente cuantificación densitométrica entre las células SAMP8 y SAMR1. 

Es posible que el conjunto de alteraciones en la modulación del estatus oxidativo (generación de 

especies oxidantes y capacidades antioxidantes) impida, pese al incremento en la expresión de 

las enzimas de fase II, contrarrestar los efectos adversos del resto de alteraciones. 
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Nuestro ensayo de inhibición de la actividad NOX sugiere su influencia en el fenómeno 

de hiperproliferación observado in vitro. En él, mediante el tratamiento in vitro de los cultivos 

SAMP8 con APOC (inhibidor genérico de la actividad NOX), obtuvimos un número de 

neuroesferas similar al de los cultivos SAMR1. Este experimento concuerda con los resultados 

descritos en Le Belle y cols., 2011, según los cuales la disminución de los niveles de estrés 

oxidativo, mediante la inhibición de NOX, regula negativamente la auto-renovación de las NSC a 

través de la vía PI3K/AKT. Consecuentemente, nuestros resultados permiten plantear la 

hipótesis de la participación de la actividad NOX en el incremento de la proliferación de las NSC 

a través de la misma vía, en la cual además podría estar implicado el péptido beta amiloide (Diaz-

Moreno y cols., 2013). Por extensión, la hiperproliferación que observamos en la SEZ podría 

estar influenciada por el incremento en la actividad de dicha enzima. Además, algunas evidencias 

sugieren la relación de las enzimas NOX con el proceso de envejecimiento (Krause, 2007). 

Futuros experimentos in vivo, de inhibición de la actividad NOX, serán necesarios para confirmar 

la hipótesis de la inducción del fenotipo SAMP8 a causa de la sobreactivación de NOX. 

Tras deducir un incremento en la tasa de generación de especies oxidantes vía 

RAS/NOX4 y demostrar una disminución de la capacidad antioxidante total de las neuroesferas 

SAMP8, era previsible que las condiciones de estrés oxidativo elevado hubiesen generado daño 

oxidativo en las macromoléculas. Pese a que no observamos daño oxidativo en proteínas ni en 

DNA, la presencia de daño oxidativo en lípidos demostró la existencia de estrés oxidativo, que 

como ya hemos explicado en la introducción está implicado en los procesos de envejecimiento 

normal y patológico (Kirkwood, 2005). Diversos trabajos indican la presencia de daño oxidativo 

en diferentes macromoléculas del cerebro de los ratones SAMP8 (ver revisión Morley y cols., 

2012). En el caso de la oxidación de proteínas, se ha descrito un incremento en los niveles 

globales de carbonilación proteínica en el cerebro de ratones SAMP8 de 5 meses respecto a 

ratones SAMR1 de la misma edad (Caballero y cols., 2008). Además, un trabajo sobre 

membranas sinaptosomales corticales describe un aumento de estas en ratones SAMP8 de 10 

meses, respecto a los SAMR1 (Butterfield y cols., 1997). También ha sido descrito el incremento 

en los niveles de peroxidación lipídica en el cerebro de ratones SAMP8 de 5 meses, respecto a 

los SAMR1 (Alvarez-Garcia y cols., 2006). Los trabajos comparativos entre ratones SAMP8 de 

distinta edad, también describen un incremento, con el envejecimiento, en los niveles de 

carbonilación proteínica y lipoperoxidación. Concretamente, el trabajo de Sato y cols., 1996 

compara estos niveles en el tejido cortical entre ratones de 4 y 8 meses. Otra publicación describe 

un incremento de estos a nivel global, en el cerebro de ratones SAMP8 de 12 meses respecto a 

ratones de 4 meses de edad (Farr y cols., 2003). A pesar de estos antecedentes, en nuestro 

sistema no observamos diferencias en los marcadores de oxidación proteínica. Como ya hemos 

mencionado, cabe la posibilidad de que las tasas de renovación, reparación y/o eliminación de 

estas impidan una acumulación de las proteínas dañadas hasta alcanzar niveles detectables con 

las técnicas realizadas en el presente trabajo. La acumulación de daño por peroxidación lipídica, 

sin embargo, parece producirse a edades más tempranas como consecuencia de las tasas más 

bajas de recambio lipídico en las membranas en comparación con las proteínas totales celulares. 
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En el cerebro de ratones SAMP8 de tan solo 2 meses de edad, se detectan niveles anormalmente 

elevados de peroxidación lipídica en comparación con los de ratones SAMR1 (Yasui y cols., 

2003). 

Por otra parte, pese a que se ha descrito la acumulación de daño en el DNA con la edad 

en diversos tejidos (Nie y cols., 2013), no encontramos diferencias en nuestro análisis de los 

niveles de 8-OHdG en neuroesferas procedentes de ratones SAMP8 y SAMR1 de 2 meses de 

edad. Concretamente, un trabajo describe un incremento gradual del daño en el DNA 

dependiente de la edad en distintos tejidos de la cepa SAMP8 (Gan y cols., 2012). En este 

observan un aumento de 8-OHdG con la edad en el cerebro tanto de los SAMP8 como de los 

SAMR1, siendo más drástico en los primeros. No obstante, la ausencia de diferencias entre 

ambas cepas en individuos adultos jóvenes (1 mes), nos indica la posibilidad de que la edad de 

los ratones con los que obtuvimos las neuroesferas, sea demasiado temprana para observar un 

incremento del daño oxidativo acumulado en el DNA. Otra opción, que podría sumarse a la 

anterior, sería la existencia de daño oxidativo restringido principalmente al DNA mitocondrial, 

pudiendo este quedar fuera del rango de sensibilidad del kit utilizado para su detección. Avalando 

dicha hipótesis, un trabajo reciente describe un incremento en el daño oxidativo del DNA 

mitocondrial del cerebro de ratones SAMP8 de 11 meses respecto a ratones de 2 meses de edad 

(Torregrosa-Munumer y cols., 2015). 

El tratamiento con antioxidantes de la familia de los polifenoles disminuyó el fenotipo de 

adhesión celular a la placa característico de nuestros cultivos SAMP8, sugiriendo la protección 

parcial de estos frente al estrés oxidativo. Además de su función como antioxidantes directos, 

mediante la interacción con las especies oxidantes produciendo su neutralización, es bien 

conocida la implicación de los polifenoles en la activación de la vía NRF2/ARE (Hu, 2011; 

Scapagnini y cols., 2011). Por ello, cabe la posibilidad de que los efectos observados se debieran 

a una mayor activación de las enzimas antioxidantes de fase II. Un amplio número de estudios 

experimentales y epidemiológicos respaldan los efectos beneficiosos de estos compuestos 

fenólicos, de origen vegetal, en la prevención de alteraciones asociadas al envejecimiento, como 

enfermedades neurodegenerativas y cáncer (Hu, 2011). Concretamente, en algunos de estos 

trabajos ha sido utilizada la cepa SAMP8, observando un incremento de la esperanza de vida y 

una disminución de las alteraciones cognitivas y de los marcadores histopatológicos de la AD 

(Porquet y cols., 2013; Porquet y cols., 2014). Estos efectos se asocian a la modulación de 

distintas vías, entre ellas la activación de la sirtuína SIRT1 (HDAC de tipo III), que interviene en 

procesos de desacetilación tanto de histonas como de otros sustratos (p53, NF-B, FOXO, etc.). 

La CR también incrementa la expresión de SIRT1, desencadenando efectos similares. Por ello, 

la modulación de las sirtuínas suscita un gran interés como diana en la lucha contra el 

envejecimiento (Pallas y cols., 2008; Chung y cols., 2010). Pese a que, en el presente trabajo, 

los ensayos de inhibición de la actividad desacetilasa fueron realizados sobre las HDAC de tipo 

I y II, mediante el tratamiento con TSA, es posible que la modulación de dianas comunes, como 

p53, desencadenen fenómenos equivalentes. Por ello, el rescate parcial del fenotipo morfológico 
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de los cultivos SAMP8 también podría deberse a una disminución de los niveles de acetilación, 

mediante la activación de SIRT1. 

A pesar de la extensa bibliografía sobre la caracterización de las cepas SAM, los genes 

implicados en la senescencia acelerada y en las patologías asociadas a los SAMP, permanecen 

en gran medida sin identificar. No obstante, un estudio reciente de secuenciación del exoma de 

varias cepas SAM, describe la existencia de algunos polimorfismos de nucleótido simple 

comunes en los SAMP y otros característicos de la cepa SAMP8 (Tanisawa y cols., 2013). En él 

se describe una mutación, específica de la cepa SAMP8, en el gen Aifm3 (apoptosis-inducing 

factor, mitochondrion-associated, 3). Este gen interviene en el mantenimiento de la cadena 

respiratoria mitocondrial, por lo que su disfunción incrementa los niveles de estrés oxidativo. 

Puesto que la actividad mitocondrial es, junto a la NOX, una de las principales fuentes de ROS, 

es posible que dicha mutación también esté implicada en las alteraciones descritas en el presente 

trabajo en el comportamiento de las NSC. 

Las herramientas actuales impiden conocer el potencial real de las células observadas 

in vivo. Por ello, asociado a la caracterización de las NSC de la SEZ, estudiamos el 

comportamiento de los cultivos de neuroesferas en los sucesivos pases. El conjunto de 

resultados obtenidos in vitro, indica que las células con capacidad formadora de esfera ven 

disminuido abruptamente su potencial, mostrando senescencia celular en los primeros pases. 

Este fenómeno nunca había sido observado tan prematuramente en los cultivos de neuroesferas 

de las cepas murinas de uso común en investigación (Ferron y cols., 2007). Estos sorprendentes 

resultados, sugieren que el potencial de las NSC predominantes en la SEZ de los ratones SAMP8 

de 2 meses de edad, identificadas en nuestro trabajo como BIC, está drásticamente reducido 

respecto al de las NSC descritas hasta el momento o células B1. 

 

3.- Mecanismos moleculares implicados en el comportamiento de las células madre 

neurales 

Tras la observación de alteraciones en el estatus oxidativo y la activación prematura de 

la senescencia celular de los cultivos de neuroesferas, decidimos estudiar los mecanismos 

implicados en el fenotipo descrito en la SEZ de los ratones SAMP8. Nuestros resultados apoyan 

la hipótesis de que el estrés, tanto oxidativo como replicativo, activa la DDR en los SAMP8, que 

en último lugar desencadena la senescencia celular mediante la estabilización de p53 (Kastan y 

cols., 1991; Harris y Levine, 2005). Por otra parte, la observación de niveles significativamente 

superiores de p19 sugirió la existencia de una segunda vía de estabilización de p53, a través del 

secuestro de MDM2. Además, la sobreexpresión de p19 ha sido descrita durante el 

envejecimiento (Krishnamurthy y cols., 2004), haciendo razonable su implicación en el 

envejecimiento en nuestro modelo murino. 



Discusión                                                                                                                                                              
 

128 
 

En el trabajo de Tanisawa y cols., 2013, anteriormente nombrado, se describen 

mutaciones deletéreas comunes a los SAMP en los genes Ogg1 (8-oxoguanine DNA 

glycosylase) y Mbd4 (methyl-CpG binding domain 4 DNA glycosylase), ambos implicados en la 

reparación del DNA. Los defectos en la reparación del DNA, consecuencia de dichas mutaciones, 

también podrían estar implicados en una mayor susceptibilidad al proceso de envejecimiento e 

indirectamente en la activación de la senescencia celular. 

Pese a que p21, junto con p53, ha sido descrito como uno de los principales reguladores 

de la proliferación de las NSC (Marques-Torrejon y cols., 2013; Porlan y cols., 2013), en el 

presente trabajo, no logramos detectar la expresión alterada de p21 en la SEZ de los ratones 

SAMP8. No obstante, mediante el análisis de expresión de mRNA en los cultivos de 

neuroesferas, cuantificamos un incremento significativo de Cdkn2a (gen codificante para p21) en 

los SAMP8 respecto a los SAMR1. Este dato, junto con el incremento de p53 que hemos descrito, 

es coherente con la extensa bibliografía que indica la regulación transcripcional de p21 por p53 

(ver revisión Harris y Levine, 2005). Aunque no hemos indagado más, la alteración indicada 

sienta las bases para futuras investigaciones que esclarezcan los mecanismos que actúan, en el 

proceso de envejecimiento de las NSC en los SAMP8, por debajo de p53. 

Aunque varios trabajos relacionan la limitación del potencial de las NSC durante el 

envejecimiento con un incremento en p16 (ver apartado 2.3.3. de la introducción), nuestros 

resultados indican una disminución de estos en los cultivos SAMP8 respecto a los SAMR1. En 

el trabajo de Molofsky y cols., 2006 se analiza los niveles de p16 en la población de las NSC, no 

detectándose expresión de la proteína ni del mRNA en la SEZ, aunque obteniendo un incremento 

en la expresión de p16Ink4a a partir de células primarias sin cultivar. En contraposición, un trabajo 

sobre cultivos celulares a partir de la SEZ (Ahlenius y cols., 2009), muestra resultados distintos 

a los del trabajo anterior y coherentes con los obtenidos en el presente trabajo, siendo indicativo 

de que los diferentes procedimientos experimentales pueden afectar ampliamente a los niveles 

de expresión de los productos del locus Ink4a/Arf. Los autores únicamente detectan la expresión 

de p16Ink4a tras la expansión in vitro, cuantificando niveles levemente inferiores en los cultivos 

obtenidos de ratones viejos respecto a los de adultos jóvenes. Por el contrario, encuentran un 

incremento moderado de la expresión de p19Arf entre ambos grupos (Ahlenius y cols., 2009). 

Como ya se ha descrito en la introducción, la literatura al respecto es heterogénea en sus 

resultados, indicando que los cambios en los niveles de los supresores de tumores, así como 

sus efectos, varían en función del contexto celular y de la especie. No obstante, un trabajo 

describe, además del incremento en p19 y la inducción de la senescencia celular, una 

disminución de p16 tras el tratamiento con inhibidores de HDAC (Matheu y cols., 2005). Además, 

en nuestro grupo hemos demostrado que la pérdida del control proliferativo y el consecuente 

incremento de estrés replicativo, como resultado de la deleción de p21, conlleva un aumento en 

los niveles de p19, pero no de p16, y resulta en senescencia celular en los cultivos de 

neuroesferas (Marques-Torrejon y cols., 2013). Todo ello nos hace plantear que nuestro modelo 

de envejecimiento se basa en la pérdida de control del ciclo celular, mediante la modificación de 
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la expresión de algunos supresores de tumores a causa de alteraciones en el estado de 

acetilación, lo que en último término desencadena el proceso de senescencia celular. 

Nuestros experimentos de inducción de los niveles de acetilación in vitro reproducen, en 

gran medida, el fenotipo morfológico y molecular observado en los cultivos procedentes de 

ratones SAMP8. Además de los resultados mostrados, los tratamientos, tanto con TSA como con 

VPA, incrementaron significativamente los niveles de p53. Todo ello indica una relación entre 

dicha alteración epigenética y el fenotipo SAMP8. Mediante la inhibición de las HDAC in vivo, en 

ratones SAMR1 de 2 meses de edad, conseguimos reproducir parcialmente la citoarquitectura 

característica de la SEZ de los SAMP8. En primer lugar, debemos revelar que en la cuantificación 

de ac-H3, como indicador de los niveles globales de acetilación, en el grupo SAMP8 tratado con 

DMSO obtuvimos valores mayores, pero estadísticamente no significativos, respecto al grupo 

SAMR1. Cabe la posibilidad de que la diferencia esperada entre ambos grupos, se encuentre 

por debajo del umbral de detección de la técnica de WB utilizada. Pese a que los valores de 

densidad de pinwheels y células B1 no se encuentran alterados, la concentración de células BIC 

se incrementa hasta niveles cercanos, aunque inferiores, a los obtenidos previamente en los 

SAMP8 (no inyectados con DMSO). No obstante, el recuento en cortes coronales de astrocitos 

interpuestos en la capa ependimaria, indica niveles idénticos entre los SAMR1 tratados con TSA 

y los SAMP8 inyectados con el vehículo (DMSO). La diferencia entre ambos recuentos puede 

deberse al tratamiento con DMSO, utilizado en el grupo SAMP8 del segundo ensayo y no en el 

primero. En general, tanto la presencia de niveles similares de células B1 como la posible 

presencia de una menor densidad de células BIC, podrían deberse al régimen agudo de 

inyecciones de TSA utilizado y al tiempo absoluto transcurrido hasta el sacrificio de los ratones. 

Futuros ensayos, con tratamientos a más largo plazo, podrían reproducir con mayor fidelidad el 

fenotipo de los SAMP8. En cualquier caso, dicho experimento nos indicó la existencia de una 

relación entre los niveles de acetilación y la disposición característica de los astrocitos de la SEZ 

de los SAMP8. Se ha descrito que el tratamiento in vivo del cerebro postnatal de ratón con 

inhibidores de HDAC, disminuye la producción y diferenciación de la progenie de las distintas 

poblaciones de NSC (Foti y cols., 2013). Este trabajo sugiere que las BIC generadas en nuestro 

tratamiento in vivo con TSA podrían, al igual que el incremento proliferativo descrito en los 

SAMP8, no ser productivas a largo plazo. Con este ensayo, hemos demostrado que el 

incremento en los niveles de acetilación conduce al cambio en la disposición de los astrocitos de 

la SEZ. Puesto que, en condiciones normales, las células B1 tienen el contacto con el CSF 

restringido al cilio, es posible que el aumento de la superficie de contacto con el ventrículo de las 

BIC, permita una mayor exposición de estas a moléculas pro-mitogénicas (Falcao y cols., 2012). 

Junto con el incremento en el estrés oxidativo, esta circunstancia, también explicaría el fenómeno 

de hiperproliferación observado. 

Por último, la realización de tratamientos con TSA en cultivos carentes de daño en el 

DNA nos indicó que la inducción de senescencia causada por la inhibición de las HDAC está 

mediada por la vía p19-p53, independientemente de la DDR. A pesar de que se ha descrito la 
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capacidad de p19 para prevenir la división celular con independencia de MDM2 y p53 (Sherr, 

2006), la ineficacia del TSA para inducir la senescencia sobre células deficientes para p53 nos 

indicó que, en este caso, p19 actúa a través de p53.  

En concordancia con el análisis in vivo de individuos de edad avanzada, en los que 

observamos un incremento en los astrocitos terminalmente diferenciados (GFAP+S100β+), 

nuestros cultivos altamente senescentes, tanto los SAMP8 como los C57BL/6 tratados con TSA, 

expresan niveles superiores de S100b. Tal y como se ha demostrado en ensayos de aislamiento 

y cultivo de células positivas para S100β, la expresión de esta se asocia con la pérdida de 

potencial de la formación de neuroesferas (Raponi y cols., 2007). Esto nos lleva a plantear que 

la disminución del potencial de las NSC observada puede deberse, al menos parcialmente, a la 

diferenciación terminal de los astrocitos. Además de la auto-renovación y proliferación de las 

NSC, la vía p19-p53 también regula su capacidad de respuesta a señales gliogénicas (Nagao y 

cols., 2008). Por ello, la activación observada en la vía p19-p53 podría activar procesos de 

gliogénesis, siendo la causante del incremento en la diferenciación terminal de las NSC en 

astrocitos no neurogénicos (S100β+). 

La actividad biológica de las proteínas del grupo PcG reside en el silenciamiento estable 

de conjuntos específicos de genes mediante modificaciones de la cromatina (Valk-Lingbeek y 

cols., 2004). El interés en su estudio radica en la heredabilidad de dichas modificaciones así 

como en la necesidad de su alteración en los programas de diferenciación, etc. Entre ellas, Bmi1 

ha sido descrito como uno de los moduladores de la expresión del locus Ink4a/Arf. Varios 

estudios con el ratón mutante nulo para Bmi1, muestran la irrupción de senescencia prematura 

y la pérdida del potencial de las NSC, que puede ser rescatado en gran medida mediante la 

represión de la expresión de p16 y/o p19 (Bruggeman y cols., 2005; Molofsky y cols., 2005). No 

obstante, la intensidad del rescate, en estudios in vivo, dependía en cada zona de la deficiencia 

de uno o ambos CKI; indicando diferencias regionales en su influencia sobre las NSC. El análisis 

del nivel de expresión de Bmi1 en los cultivos de neuroesferas, nos indicó una disminución 

significativa de este en los SAMP8 respecto a los SAMR1. Como hemos mencionado en la 

introducción, se han descrito múltiples mecanismos reguladores de la expresión de p16 y p19, 

que pueden estar implicados en la modulación del comportamiento de las SC. No obstante, la 

alteración observada en los niveles de expresión de Bmi1 abre una nueva vía de estudio de los 

posibles mecanismos moleculares que actúan en las NSC de nuestro modelo y por extensión en 

el proceso de envejecimiento. El estudio de las NSC durante el proceso de envejecimiento en el 

mutante nulo para Bmi1 y su rescate mediante la deleción de p16, p19 o ambos, permitiría 

confirmar la relevancia de esta PcG y demostrar el nivel de influencia de cada CKI. Además, en 

coherencia con los resultados hallados, se ha descrito la influencia del estrés oxidativo, a través 

de ERK1/2, en la represión de la expresión y actividad de Bmi1 (Kim y Wong, 2009). 
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El conjunto de resultados mostrados en el presente trabajo, indica que el comportamiento 

de las NSC de la SEZ de los ratones SAMP8 se debe a diversas causas. Estas células sufren 

inicialmente una proliferación exacerbada que, según creemos, es causada por el incremento del 

estrés oxidativo. A su vez, tanto la hiperproliferación como un aumento en los niveles de 

acetilación parecen ser la causa de su posicionamiento anómalo en el nicho. Nuestros resultados 

sugieren que el subsecuente agotamiento de las NSC se debe al incremento en la senescencia 

celular, que podría ser debido tanto a la activación de la DDR (como consecuencia del daño en 

macromoléculas) como de la vía p19-p53 (como consecuencia de una desrepresión epigenética 

del locus Ink4a/Arf). Además, planteamos que la activación de la vía p19-p53 podría estar detrás 

del proceso de diferenciación terminal de las NSC en astrocitos no neurogénicos. 

Las similitudes entre las alteraciones observadas en este complejo modelo y las descritas 

en el envejecimiento fisiológico, hacen de esta cepa un sistema adecuado para el estudio de los 

mecanismos implicados en el agotamiento de las NSC in vivo. La implicación de moléculas 

concretas, como p19, en el proceso de envejecimiento en las NSC, sugiere la posibilidad de un 

tratamiento farmacológico, preventivo de la disfunción neurogénica asociada con la edad. 
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1. Los ratones SAMP8 muestran un incremento transitorio del número de células B1 

con morfología y posicionamiento anómalos, que resulta en la alteración de la 

citoarquitectura de la SEZ. Estas células B1 modificadas, que denominamos células 

BIC, conservan las características propias de las NSC. 

 

2. La elevada actividad proliferativa de las BIC no conlleva una mayor tasa de 

neurogénesis debido a un aumento de la muerte por apoptosis de los neuroblastos 

generados. 

 

3. La población de células B1 sufre un agotamiento prematuro en ratones SAMP8 de 

edad avanzada, representando las BIC una forma transitoria de NSC en individuos 

jóvenes. 

 

4. Las NSC de los ratones SAMP8 tienen activado el sistema antioxidante regulado por 

NRF2, aunque éste parece ser insuficiente para compensar los altos niveles de ROS 

generados por una actividad NOX elevada, responsables de daño oxidativo en 

lípidos y del fenotipo característico de las NSC en este modelo de senescencia 

acelerada. 

 

5. La senescencia celular observada en los ratones SAMP8 está mediada por p53, en 

respuesta tanto al daño genómico como a la regulación epigenética de la expresión 

de p19. 

 

6. La disminución de la actividad desacetilasa de las HDAC está implicada en el 

desarrollo del fenotipo senescente característico de los cultivos SAMP8, así como 

en el posicionamiento anómalo de las NSC de la SEZ. 
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Raúl Soriano-Cantón,1,2 Ana Perez-Villalba,1,2 José Manuel
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Summary

Brain aging is associated with increased neurodegeneration and

reduced neurogenesis. B1/neural stem cells (B1-NSCs) of the

mouse subependymal zone (SEZ) support the ongoing production

of olfactory bulb interneurons, but their neurogenic potential is

progressively reduced as mice age. Although age-related changes

in B1-NSCs may result from increased expression of tumor

suppressor proteins, accumulation of DNA damage, metabolic

alterations, and microenvironmental or systemic changes, the

ultimate causes remain unclear. Senescence-accelerated-prone

mice (SAMP8) relative to senescence-accelerated-resistant mice

(SAMR1) exhibit signs of hastened senescence and can be used as

a model for the study of aging. We have found that the B1-NSC

compartment is transiently expanded in young SAMP8 relative to

SAMR1 mice, resulting in disturbed cytoarchitecture of the SEZ,

B1-NSC hyperproliferation, and higher yields of primary neuro-

spheres. These unusual features are, however, accompanied by

premature loss of B1-NSCs. Moreover, SAMP8 neurospheres lack

self-renewal and enter p53-dependent senescence after only two

passages. Interestingly, in vitro senescence of SAMP8 cells could

be prevented by inhibition of histone acetyltransferases and

mimicked in SAMR1 cells by inhibition of histone deacetylases

(HDAC). Our data indicate that expression of the tumor suppres-

sor p19, but not of p16, is increased in SAMP8 neurospheres, as

well as in SAMR1 neurospheres upon HDAC inhibition, and

suggest that the SAMP8 phenotype may, at least in part, be due

to changes in chromatin status. Interestingly, acute HDAC inhi-

bition in vivo resulted in changes in the SEZ of SAMR1 mice that

resembled those found in young SAMP8 mice.

Key words: aging; adult neurogenesis; histone deacetylases;

histone acetyltransferases; stem cell niche; SAMP8 mice.

Introduction

The ‘stem cell aging’ hypothesis suggests that loss of potential in somatic

stem cell pools underlies the progressive decline in tissue renewal

observed in multiple systems during aging (van Deursen, 2014). Lifelong

generation of olfactory bulb (OB) interneurons takes place in the

subependymal zone (SEZ; also known as ventricular/subventricular zone

or V/SVZ) of the lateral ventricle wall and is supported by a population of

neural stem cells (NSCs, also known as B1 cells). B1 cells divide slowly

and can hence retain exogenously administered traceable nucleosides for

several weeks, generating transit-amplifying progenitor (TAP) cells,

which in turn give rise to neuroblasts that migrate anteriorly to the OB

where they differentiate into granular and periglomerular interneurons

(Silva-Vargas et al., 2013).

Reduced levels of olfactory neurogenesis that are primarily due to

decreased numbers of stem-like cells are found in elderly animals

(Maslov et al., 2004; Luo et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Shook

et al., 2012). Many NSCs remaining in the aged SEZ are primarily

quiescent; they are less likely to undergo cellular division or neuronal

differentiation than NSCs in the young adult brain, with lower chances

of survival (Ahlenius et al., 2009). Those cells remaining in cell cycle,

however, are more proliferative than young NSCs, due to increased rates

of cell cycle reentry, which can lead to transient expansion of cells before

terminal differentiation (Stoll et al., 2011). NSC permanent cell cycle exit

results in their differentiation into S100b+ astrocyte-like cells (Raponi

et al., 2007; Porlan et al., 2013), although it has been reported that a

fraction of B1 cells may also integrate within the aged ependymal cell

layer and acquire ependymal features (Luo et al., 2008).

Although age-related declines in stem cell function have been

associated with altered expression of some growth factors (Tropepe

et al., 1997; Enwere et al., 2004), tumor suppressors p16Ink4a and

p19Arf (hereafter p16 and p19; encoded by the Cdkn2a or Ink4a/Arf

locus by the use of two different promoters and alternative reading

frames) also appear to play a role (Molofsky et al., 2006; Ahlenius et al.,

2009; Mikheev et al., 2009). Cell cycle inhibitor p16 binds to and inhibits

CDK4 and CDK6 to retain the growth-suppressive activity of Rb family

proteins, whereas p19 binds to and antagonizes the activity of the

ubiquitin ligase Mdm2, thereby stabilizing and activating p53 (Gil &

Peters, 2006). Histone acetylation controlled by the antagonistic actions

of histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs)

which either favor or repress transcription (Willis-Martinez et al., 2010)

has been involved in the regulation of this locus in other cells (Matheu

et al., 2005; Simboeck et al., 2011).

Effects of aging in neural dysfunction have been analyzed in several

strains of senescence-accelerated mice (SAM) originated from inbreed-

ing and selection for the early appearance of aging features (Takeda,

2009). Relative to control senescence-resistant SAMR1 mice, young

senescence-prone SAMP8 mice exhibit neuronal loss, gliosis, and

progressive cognitive deficits (Takeda, 2009; Tomobe & Nomura,

2009). Proliferation in the SEZ and in the dentate gyrus subgranular

zone (SGZ), another neurogenic niche, is increased in 2-month-old (2-m)

but reduced in 10-m SAMP8 mice (Gang et al., 2011; D�ıaz-Moreno
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et al., 2013). Moreover, although more neuroblasts are produced in

young SAMP8 mice, they are lost at a higher rate due to apoptosis (Gang

et al., 2011). These results have been interpreted as a reaction to the

neuronal dysfunction/degeneration observed in these animals, but they

also raise the possibility that the senescent-prone genetic background

has a direct impact on intrinsic properties of NSCs. We have found that

increased loss of NSCs in 10-m SAMP8 mice is preceded by their

transient overactivation. Despite the higher proliferative activity of young

SAMP8 NSCs, they expressed increased levels of p19 and p53 and

entered senescence prematurely when cultured in vitro, a deficit that

could be restored by abrogation of p53 activity and, interestingly, by

inhibition of the activity of HATs. Moreover, we could induce a senescent

phenotype, together with increases in p19 and p53, by in vitro treatment

with inhibitors of HDACs, whereas in vivo treatment resulted in

morphological changes of the SEZ resembling those of young SAMP8

mice.

Results

Increased proliferation and abnormal positioning of B1 NSCs

in SAMP8 mice precedes their exhaustion

A previous analysis had indicated a transient increase in BrdU incorpo-

ration in the SEZ of young SAMP8 mice (D�ıaz-Moreno et al., 2013). To

focus specifically on B1 NSCs, we analyzed whole-mount preparations of

the lateral ventricle wall by confocal microscopy. The ventricle wall

surface is characterized by the repetition of ‘pinwheel’ units, arrange-

ments in which the uniciliated apical thin processes of one or several

GFAP+ B1 NSCs are encircled by multiciliated ependymal cells (Mirzadeh

et al., 2008). Immunostaining for GFAP, b-catenin to delineate cell

membranes, and either c-tubulin as a marker of cilial basal bodies or

acetylated a-tubulin to label cilial cytoskeleton, revealed a normal

pinwheel organization in SAMR1 mice (Fig. 1A,B). Compared to other

mouse strains, however, 2-m SAMR1 mice had fewer B1 apical surfaces

(543 � 34 per mm2 of dorsal SEZ, n = 3, vs. 1,732 � 53 in C57BL/6

mice, n = 3) and pinwheels (289 � 30 per mm2, n = 4, vs. 952 � 45 in

C57BL/6 mice, n = 3) (for CD1 mice, see also Mirzadeh et al., 2008;

Shook et al., 2012), suggesting potential effects of the SAM genetic

background in B1-cell population size.

Although all pinwheel components could also be recognized in 2-m

SAMP8 mice, the organization was altered (Fig. 1A,B). The number of

pinwheels with thin B1-cell processes at their core was remarkably low

(59 � 7 per mm2, n = 3). In contrast, we could observe misshapen

pinwheels formed by ependymocytes surrounding various GFAP+ cells

with large apical areas in the ependymal layer plane, a feature that was

also evident in analyses with scanning electron microscopy (Fig. 1A–C).

Because cells in these groups were uniciliated and GFAP+ but did not

express the calcium-binding protein S100b, a marker of ependymal cells

and terminally differentiated astrocytes (Raponi et al., 2007) (Fig. 1D),

we named them ‘B1-like interposed cells’ (BICs). BICs were very frequent

in SAMP8 mice compared to the normally looking B1 cells; in addition,

most BICs were arranged in clusters of 3–8 cells (Fig. 1E, F), suggesting

that GFAP+ cells were increased.

We also detected high numbers of cuboidal GFAP+ cells with multiple

cilia integrated within the ependymal layer (Fig. 1G). This type of cell

reportedly increases during aging but is rarely found in young C57BL/6

and CD1 mice (Luo et al., 2008; Capilla-Gonzalez et al., 2014). Indeed,

we could find only 7 � 3 cells per mm2 (n = 3) in the dorsal SEZ of 2-m

C57BL/6 mice, but 49 � 21 cells per mm2 at 12-m and 52 � 6 at 24-m

(n = 2 each). Young SAMR1 and SAMP8 mice had similarly elevated

proportions of these cells (Fig. 1G), suggesting that this feature could

have been selected through inbreeding.

Notably, the appearance of the SEZ of 10-m SAMP8 mice was similar

to that found in SAMR1 controls at 10-m and in normal mouse strains at

12-m. Quantification of pinwheel density revealed a significant reduction

in SAMR1 mice between 2 and 10 months, a period at which most age-

related dysfunctions develop in SAM strains (Tomobe & Nomura, 2009),

similar to reductions observed in C57BL/6 mice. In 10-m SAMP8 mice,

however, pinwheels were significantly less frequent (Fig. 1H,I), indicating

that BICs were a transient feature and that loss of NSCs is accelerated in

SAMP8 mice.

In SEZ sections, we also observed an overall increase in GFAP, both in

the number and intensity of positive cells, in 2-m SAMP8mice (Fig. 2A,B).

Moreover, we detected more GFAP+Sox2+ cells (relative to DAPI:

16.4 � 1.1, n = 4, vs. 10.2 � 0.3%, n = 3, in SAMR1 mice; P < 0.01)

and more GFAP+ cells were also Sox2+ and nestin+ (23.1 � 1.3 vs.

16.1 � 1.2% in SAMR1 mice; n = 3, P < 0.05), but fewer were S100b+

(3.3 � 0.9% vs. 15.9 � 2.8 in SAMR1 controls; n = 4, P < 0.01;

Fig. 2B). These observations indicated the presence of higher numbers

of B1 cells in young SAMP8 mice. Similar to observations in whole-

mounts, some GFAP+ cells appeared to be integrated within the

ependymal layer (Fig. 2C). Indeed, the net increase in GFAP+ cells found

in 2-m SAMP8 mice was due to a selective increase in the number of

GFAP+S100b-BICs, but not subependymal cells (Fig. 2C,D). At 10-m, we

found similar numbers of GFAP+ cells in both genotypes, but significantly

more of them were S100b+ in SAMP8 mice (Fig. 2B), again suggesting

that BICs eventually differentiate into S100b+ astrocytes and that NSC

senescent features develop faster in SAMP8 mice.

Increased NSC proliferation in young SAMP8 mice is

counteracted by cell death of migrating neuroblasts

Wenext investigatedwhethermore B1 cells in 2-mSAMP8mice resulted in

increased neurogenesis. We did not detect changes in the overall

proliferation in the SEZ of SAMP8 mice injected with a single pulse of 5-

bromo-20deoxyuridine (BrdU) one hour before sacrifice (relative to total

cells: 8.6 � 0.6 BrdU+ cells vs. 9.5 � 0.5% in SAMR1 mice; n = 4).

However, the proportions of GFAP+BrdU+ cells (0.38 � 0.06% vs. a

SAMR1 value of 0.22 � 0.06%; n = 4, P < 0.05) and of GFAP+

Sox2+Ki67+ cells (1.5 � 0.1 vs. 1.0 � 0.2%; n = 4, P < 0.01) were

significantly increased (Fig. 2E,F). The increase in Ki67+-proliferative

GFAP+S100b� cells in SAMP8mice was also specifically due to an increase

in Ki67+ cells among BICs (relative to total cells: 0.44 � 0.09 in SAMP8 vs.

0.14 � 0.04% in SAMR1mice; n = 4, P < 0.05; Fig. 2G,H), suggesting a

correlation between abnormal positioning and proliferation.

Activated B1 cells can incorporate and retain BrdU for several weeks,

and we could detect more GFAP+ BrdU label retaining cells (BrdU-LRC) in

SAMP8 than in SAMR1 mice which had been repeatedly injected with

the nucleoside (7 doses in a 12-h period) one month before euthanasia

(relative to DAPI: 0.30 � 0.05 vs. 0.16 � 0.01%, respectively; n = 3,

P < 0.05). Again, GFAP+S100b� LRCs in contact with the ventricle

lumen were more frequent in SAMP8 mice (0.12 � 0.01 vs. a SAMR1

value of 0.01 � 0.01; n = 3, P < 0.01; Fig. 2I,J).

Activated B1 cells generate proliferating neuroblasts that can be

detected with antibodies to doublecortin (DCX) in the rostral migratory

stream (RMS). These neuroblasts differentiate in the OB into periglom-

erular and granular interneurons that can be identified as they

permanently retain BrdU incorporated during the S-phase preceding

their cell cycle exit. Despite a higher number of proliferative GFAP+ cells

in the SEZ of SAMP8 mice, DCX+ neuroblasts in the RMS (relative to

SAMP8 mice and neurogenesis, R. Soriano-Cant�on et al.2
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DAPI-stained nuclei: 16.8 � 2.6 vs. a SAMR1 value of 18.2 � 3.0%,

n = 3) or BrdU+ newly generated neurons in the OB glomerular layer

(relative to DAPI-stained nuclei: 0.28 � 0.01 vs. a SAMR1 value of

0.27 � 0.10%, n = 3) were not increased.

To discern among the possible causes that could account for the lack

of net effects in neurogenesis, alterations in migration, cell death, and/or

proliferation of neuroblasts were investigated. Similar proportions of

DCX+ cells were found at different anteroposterior levels of the RMS in

SAMR1 and SAMP8 mice (data not shown), indicating that neuroblast

migration is not affected. In addition, the proportion of DCX+ cells that

incorporated BrdU injected as a one 1-h pulse was similar in SAMP8 and

SAMR1 mice (20.6 � 4.9 vs. 17.3 � 2.7% respectively, n = 4). The

number of TUNEL+DCX+ neuroblasts in the RMS (3110 � 626 vs. a

SAMR1 value of 830 � 496 cells/mm3, n = 4; P < 0.05) but not of

TUNEL+GFAP+ cells in the SEZ (803 � 464 vs. 839 � 499 cells/mm3 in

SAMR1 mice, n = 4) was increased in SAMP8 mice, indicating that

limited survival of newborn cells counterbalances the increased cycling

activity of B1 cells in young SAMP8 mice.

Increased cycling activity of young SAMP8 NSCs results in

their premature senescence in vitro

In agreement with the presence of more proliferative GFAP+ cells, the

SEZ of young SAMP8 mice yielded more primary neurospheres when
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Fig. 1 The cytoarchitecture of the SEZ is

altered in young P8 mice. (A) Whole-

mounts from 2-m SAMR1 (R1) and SAMP8

(P8) mice immunostained for GFAP, b-
catenin, and c-tubulin. (B) GFAP, b-catenin,
and acetylated a-tubulin. Arrowheads point

to B1-cell primary cilium. (C) Whole-mounts

in scanning electron microscopy. Note the

presence of misshapen pinwheels with

abutted GFAP cells in P8 mice. (D) GFAP, c-
tubulin, and S100b in R1 (left) and P8

(right) whole-mounts. BICs are S100b�. (E)
Number of B1 cells and BICs in SEZs at 2-m.

(F) Distribution of GFAP+ B1 cells (left) or

BICs (right) at 2-m. (G) GFAP, c-tubulin, and
S100b in whole-mounts showing GFAP+

multiciliated cells (white arrowheads) in the

plane of the ependyma (above) and

quantification of these cells (below) in 2-m

R1, P8, and C57BL/6 mice. (H) GFAP, c-
tubulin, and b-catenin in SEZ whole-mounts

at 10-m. Only normally organized

pinwheels are observed in both genotypes.

(I) Pinwheel density in the dorsal SEZ of 2-

and 10-m R1 and P8 mice, and in 3- and

12-m C57BL/6 mice. Pinwheels are

delineated by dashed white lines, and B1

cells/BICs are delineated by solid yellow

lines. Data are shown as mean � SEM of

the indicated number of mice (n) from each

strain (*P < 0.05; **P < 0.01;

***P < 0.001). Scale bars: (A, left) 10 lm;

(B) 5 lm; in (A, right), (D), (G) and (H)

20 lm.
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individual cells were plated with EGF and FGF (Fig. 3A–C). Compared to

SAMR1, SAMP8 primary neurospheres were also significantly larger in

diameter (Fig. 3D), had reduced levels of TAP-associated transcription

factor Mash1/Ascl mRNA (0.46 � 0.01 relative to SAMR1 levels, n = 3;

P < 0.001), and produced more secondary neurospheres when their cells

were dissociated and reseeded (passage P1) at very low density (Fig. 3E,

F). These data indicated that the SEZ of young SAMP8 harbors more

NSCs capable of forming neurospheres at young ages and further

suggested that BICs are B1 cells modified by the SAM genetic

background.

SAMP8 secondary neurospheres were, however, smaller in size after

5 days (Fig. 3E,G), incorporated less BrdU (relative to DAPI: 14.7 � 1.8

vs. 22.2 � 1.5% in SAMR1 cultures; n = 7, P < 0.01), and could not be

subcultured for another passage. They did not appear to undergo

apoptosis (percent caspase 3+ cells/DAPI: 1.51 � 0.14 in SAMP8, n = 4,

and 1.56 � 0.24 in SAMR1 cultures, n = 3), but adopted a senescent

phenotype, characterized by cell enlargement, adhesion to the plastic

culture plate, cessation of proliferation, and positivity in the histoenzi-

matic reaction of the senescence-associated b-galactosidase (SA b-gal)
(Fig. 3H,J). Some P2 neurospheres could still be observed, but were

noticeably smaller and SA b-gal+, and had increased levels of S100b
mRNA (Fig. 3H–K). The strikingly premature senescence of SAMP8 cells

was never seen in C57BL/6 or CD1 cells subcultured for many months

(Ferron et al., 2007). Our data indicated that, although SAMP8 SEZs

contain elevated numbers of neurosphere-forming cells, their self-

renewal is remarkably reduced.
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Fig. 2 Increased number of proliferating

NSCs in the SEZ of young P8 mice. (A) GFAP

and S100b detection in the SEZs of 2- and

10-m R1 and P8 mice. (B) Percentage of

GFAP+/DAPI cells (left) and of

GFAP+S100b+/GFAP+ cells (right) in the

SEZs of 2- and 10-m R1 and P8 mice. (C)

GFAP and S100b in the SEZ of 2-m R1 and

P8 mice. (D) Percentage of GFAP+S100b�

BICs and subependymal (SE) cells relative to

total cells. (E) GFAP and BrdU in the SEZ of

2-m R1 and P8 mice. (F) GFAP, Sox2, and

Ki67 in the SEZ of 2-m R1 and P8 mice. (G)

GFAP, S100b, and Ki67 in the SEZ of 2-m

R1 and P8 mice. (H) Percentage of

Ki67+GFAP+S100b─ BICs and

subependymal (SE) cells relative to total

cells. (I) GFAP, S100b, and LRCs in the SEZ

of 2-m R1 and P8 mice. (J) Percentage of

GFAP+S100b─ BrdU+ label retaining BICs.

Data are shown as mean � SEM of 3

independent mice from each strain

(*P < 0.05; **P < 0.01). Dashed white line

indicates the lateral ventricle (v) limit. White

arrowheads point at single-positive cells

and white arrows at doubly positive cells.

Asterisks indicate triple-positive cells. Scale

bars: 10 lm.
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Impaired self-renewal of SAMP8 neurosphere-forming cells

associates with increased DNA damage and is mediated by

p53 and p19

Cellular senescence can be triggered by a number of negative stimuli

(telomere erosion, oxidative stress, replicative stress) which activate the

DNA damage response (DDR), a signaling pathway in which ATM or ATR

kinases block cell cycle progression through stabilization of p53.

Activation of certain oncogenes results in derepression of the Ink4a/

Arf locus in the absence of DNA damage and can also contribute,

through increases in p19, in the stabilization of p53 (Gil & Peters, 2006;

van Deursen, 2014). In adult neurosphere cultures, loss of proliferation

control, that is, as a result of p21 deletion and/or Sox2 overexpression,

leads to DNA damage and senescence mediated by increases in p53 and

p19, but not p16 (Marqu�es-Torrej�on et al., 2013). Likewise, we detected

increased levels of p19 and p53, but reduced levels of p16 in SAMP8

relative to SAMR1 cultures by immunoblot (Fig. 4A,B), a molecular

profile consistent with a DDR.

In SAMP8 neurosphere cultures, we could indeed detect increased

proportions of cells with DNA foci immunopositive for the form of

histone H2AX phosphorylated in Ser 139 (c-H2AX), a widespread marker

of DNA damage (Fig. 4C). Consistent with this, the levels of p53

phosphorylated in Ser18 (pp53) by ATM (Chao et al., 2006) were also

higher (Fig. 4D). Treatment of the cultures with the ATM inhibitor

KU55933 or with pifithrin-a (PFTa), a water-soluble inhibitor of p53

activity (Komarov et al., 1999), prevented the senescent phenotype

(Fig. 4E). Senescence was also partly prevented by retroviral delivery of a

specific shRNA (Marqu�es-Torrej�on et al., 2013) which lowered p53 to

0.68 � 0.01 (n = 3) of the levels in control cultures (Fig. 4F,G). These

data indicated potential activation of the p53 checkpoint in response to

DNA damage in SAMP8 cells.

Changes in chromatin acetylation regulate neurosphere

proliferation and senescence state through the Arf-p53 axis

Treatment of normal MEFs with trichostatin A (TSA), a natural

compound that interferes with the activity of HDACs classes I and II,

but not class III (Willis-Martinez et al., 2010), leads to increases in p19,

together with reductions in p16, and induces senescence (Matheu et al.,

2005; Simboeck et al., 2011). Treatment with HDAC inhibitors also
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in phase contrast. (C) Number of primary
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n = 8, P8 n = 8). (E) Secondary spheres
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P8 n = 8). (H) R1 and P8 cultures after
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P8 n = 4). (J) SA b-gal staining in spheres
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neurospheres. (K) Relative expression of

S100b mRNA in spheres recovered from
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increases acetylation of other substrates, including p53 which then

becomes protected from degradation and increases its activity (Luo

et al., 2000). A 3-day treatment of SAMR1 cells with TSA at 25 or 50 nM

raised the levels of acetylated p53 on Lys 379 (ac-p53) and induced the

accumulation of p19 in a concentration-dependent manner (Fig. 5A).

The same results were found with 2 or 4 mM valproic acid (VPA), which

also inhibits HDACs by binding to their catalytic center (G€ottlicher et al.,

2001) (Fig. 5A). Inhibition of the HDAC activity in SAMR1 primary

cultures with either TSA or VPA resulted in reduced BrdU incorporation

and drove the cells into a SA b-gal+ morphological state similar to that

exhibited by SAMP8 cells in basal conditions (Fig. 5B,C).

Knockdown of p53 in SAMP8 cells reduced senescence even in the

presence of TSA (Fig. 5D). Although this result could indicate that

increases in p19 act in concert with p53 to trigger cell cycle arrest, we

could not dissociate the effect from a DDR-dependent p53 action. We,

therefore, decided to explore the effect of HDAC inhibition in NSCs

derived from normal mouse strains at passages when DNA damage is

not observed (Porlan et al., 2013). Cells in primary cultures of adult

C57BL/6 mice also entered senescence upon TSA treatment (not shown)

as also reported for cultures derived from postnatal day 8 SEZs (Foti

et al., 2013). At passages 4–7, the same treatment did not cause

attachment of the cells to the dish, but resulted in reduced formation of

neurospheres together with an increment in SA b-gal+ cells (Fig. 5E). TSA
treatment also yielded neurospheres with elevated levels of S100b
mRNA in which more S100b+ cells could be found (Fig. 5E). TSA effects

were not observed in p53- or p19-deficient cultures treated in the same

way (Fig. 5E), indicating that upregulation of p19 and/or p53 can result

in senescence in the absence of DNA damage.

Our results strongly suggested that HDAC activity is required for the

maintenance of self-renewal. As HATs counteract the actions of HDACs,

we treated SAMP8 neurosphere cultures with 50 lM of the specific

inhibitor anacardic acid (AA). The treatment rescued the senescent

phenotype of DNA-damaged SAMP8 P2 neurosphere cells (Fig. 5F)

without affecting SAMR1 cells (not shown), suggesting that the

senescent state observed in SAMP8 cultures could be dependent on

the epigenetic deregulation of the Ink4a/Arf locus.

HDAC inhibition in vivo reproduces the phenotype of young

SAMP8 mice

We next wondered whether epigenetic alterations due to deficient

HDAC activity could also result in alterations of the SEZ similar to those

observed in young SAMP8 mice. To investigate this possibility, we

injected young adult SAMR1 mice with either TSA at 1 mg/kg of body

weight or with the DMSO vehicle twice every day during 3 days and

analyzed the lateral ventricle wall. The treatment resulted in increased

levels of histone 3 acetylated in Lys 9 (ac-H3), as determined by

immunohistochemistry and immunoblot (1.5 � 0.1-fold increase with

respect to vehicle injected mice; Fig. 6A,B).

Despite unchanged numbers of pinwheels, a raise in the occurrence

of uniciliated GFAP+ cells integrated within the ependyma, similar to that

previously observed in SAMP8 mice, was induced in SAMR1 mice treated

with TSA (Fig. 6C,D). Moreover, counts in SEZ sections indicated that the

treatment resulted in a higher proportion of GFAP+S100b� cells

integrated in the ependymal layer (Fig. 6E). Together with the restora-

tion of the phenotype of SAMP8 neurospheres in vitro by HAT inhibition,

this observation suggests that epigenetic changes may, at least partly,

underlie the changes observed in the SEZ of SAMP8 mice.

Discussion

Aging is a negative regulator of adult neurogenesis, and in turn,

decreased neurogenesis is considered a contributor to age-associated

cognitive and olfactory declines. Yet, the mechanisms underlying

impaired neurogenesis in the aging brain are poorly understood. We

have analyzed B1-NSC behavior in SAMP8 mice with the aim of

identifying molecular mechanisms that may impinge in their aging

process. Our data support a model in which epigenetic derepression of

tumor suppressor p19 drives accelerated senescence and loss of

subependymal NSCs with a SAMP8 genetic background. Interestingly,

these NSCs exhibit a transient increase in proliferative activity before

exhaustion in vivo that can be reproduced by HDAC inhibition.

We find that the SEZ of young SAMP8 and SAMR1 mice contains

fewer B1-NSCs than other inbred strains, suggesting a significant effect

of the SAM genetic background in B1-cell generation and/or survival.
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Fig. 4 Senescence of P8 cells requires p53. (A) Left: Representative immunoblots

for p16, p19, and p53 in P2 neurospheres from 2-m R1 and P8 mice. (B)

Densitometric quantification of p16, p19, and p53 relative to Gapdh levels (R1

n = 7, P8 n = 7). (C) Percentage of cells with c-H2AX+ foci. Positive control (C+) is
a doxorubicin-treated (0.5 lg/ml, 6 h) neurosphere culture. (D) Left:

Representative immunoblot for phospho-p53 in P2 neurospheres from 2-m R1 and

P8 mice. Right: Densitometric quantification of pp53 relative to Gapdh levels (R1

n = 3, P8 n = 3). (E) Treatment with 20 lM p53 inhibitor PFTa or 10 lM ATM

inhibitor KU55933 prevents the P8 senescent phenotype. (F) SA b-gal labeling of

P8 cells infected with a control or with a p53 shRNA-carrying retrovirus (R1 n = 4,

P8 n = 4). (G) Representative images of p53 shRNA and control-infected cultures.

Upper panels: phase contrast. Lower panels: SA b-gal staining. Data are shown as

mean � SEM of the indicated number of cultures (n) from each strain (*P < 0.05;

**P < 0.01). Scale bars: (E), 50 lm; (G, upper panels), 100 lm; (G, lower panels),

20 lm.

SAMP8 mice and neurogenesis, R. Soriano-Cant�on et al.6

ª 2015 The Authors. Aging Cell published by the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd.



Increased numbers of multiciliated GFAP+ cells in SAMP8 and SAMR1

mice could indicate that B1 cells are not properly maintained in SAM

strains, but are more prone to become ependymal cells, a fate that is

associated with older ages in other inbred strains (Luo et al., 2008).

However, other reports using BrdU retention do not support B1-cell

transformation into ependymocytes (Capilla-Gonzalez et al., 2014).

Exploring this possibility would require lineage tracing analysis as

ependymal cells are no longer detectable by GFAP immunohistochem-

istry. Nevertheless, SAMP8 mice loose B1 cells more rapidly, resulting in

significant differences in the number of pinwheels between SAMR1 and

SAMP8 at 10-m.

Accelerated loss of B1 cells in SAMP8 mice is preceded by abnormally

located B1-like cells (BICs) which are proliferative and most likely form

neurospheres. This is in line with previously reported increases in BrdU

incorporation in the SEZ and the SGZ of these mice (Gang et al., 2011;

D�ıaz-Moreno et al., 2013). These reports together with data presented

here also indicate that increased proliferation is not productive due to

reduced viability of the generated neurons. Interestingly, HDAC inhibi-

tion reduces neurosphere formation and postnatal neurogenesis in vivo

(Zhou et al., 2011; Foti et al., 2013), further suggesting that the increase

in BICs that we observe after TSA treatment and in SAMP8 mice is also

likely to be nonproductive.

Expression of the Ink4a/Arf locus is silent during embryogenesis, but is

gradually upregulated with aging (Zindy et al., 1997; Krishnamurthy

et al., 2004). One or both proteins encoded by this locus are induced

during senescence depending on triggers and cellular context, with

notable species-specific differences, that is, murine cells being more

dependent on p19 that human cells (Bruggeman et al., 2005; van

Deursen, 2014). Protein p16 appears to limit NSC potential during

physiological aging (Molofsky et al., 2006), but we find increased levels

of p19 specifically in SAMP8 neurospheres. Thus, the net effect of

bidirectional changes in tumor suppressor protein expression remains to

be elucidated. The p19–p53 pathway not only regulates NSC self-

renewal and proliferation in the postnatal and adult brains (Bruggeman

et al., 2005; Nagao et al., 2008; Ahlenius et al., 2009), but also their

responsiveness to gliogenic signals (Nagao et al., 2008). An increase in

p19–p53 could couple senescence to a gliogenic program that might

promote terminal differentiation of BICs into non-neurogenic S100b+
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cells. Furthermore, we have recently shown that loss of proliferation

control and/or increased replicative stress leads to higher levels of p19,

but not p16 and results in cell senescence in neurosphere cultures and

higher proportions of S100b+ cells in vivo (Marqu�es-Torrej�on et al.,

2013). Although p53 and p21 control at least in part the proliferation of

NSCs (Medrano et al., 2009; Marqu�es-Torrej�on et al., 2013; Porlan

et al., 2013), we have failed to detect altered expression of p21 in the

SEZ from SAMP8 mice (data not shown).

Our results indicate a regulation of the Ink4a/Arf locus by acetylation.

HDAC inhibition reduces proliferation of adult hippocampal progenitors

and promotes their neuronal differentiation through the upregulation of

the neurogenic basic helix-loop-helix transcription factor NeuroD (Hsieh

et al., 2004). In these progenitor cells, the orphan nuclear receptor TLX

recruits HDACs to repress transcription of the cell cycle inhibitor p21 and

of the tumor suppressor PTEN and deregulation of p21 has been shown

to be important for the antiproliferative effect of HDAC inhibitors,

although p19 was not tested (Sun et al., 2007). The relationship of PcG

complexes with Ink4a/Arf expression is also a provocative possibility

given the ability of these complexes to create heritable epigenetic marks.

PcG gene product Bmi1 deficiency in mice is associated with premature

senescence and loss of NSC self-renewal, which can in large part be

rescued by repressing the expression of p16 and p19 (Bruggeman et al.,

2005; Molofsky et al., 2005; Nishino et al., 2008).

The underlying genes responsible for accelerated senescence and

pathological changes in SAM strains remain largely unidentified. A

recent whole-exome sequencing of various SAM strains has revealed the

existence of some SAMP-shared and SAMP8-specific single nucleotide

variations (Tanisawa et al., 2013). Two of these mutations are found in

DNA repair genes Ogg1 and Mbd4 and thus may be directly involved in

the susceptibility to diseases via defects in the DDR. A third specific

mutation is present in the Aifm3 gene, encoding the apoptosis-inducing

factor mitochondrion-associated protein 3, which may contribute to

mitochondrial dysfunction in SAMP8 mice as it induces apoptosis in vitro

and has an oxidoreductase domain that might play a role in the

respiratory chain (Xie et al., 2005).

Our data suggest that the NSC loss that takes place during

physiological aging in mice is dramatically accelerated in a SAMP8

background and provides a system in which to analyze the mechanisms

underlying exhaustion of stem cell pools in vivo. Moreover, the

involvement of p19 in neurogenic senescence suggests the possibility

that neurogenic dysfunction in the elderly could be prevented by

pharmacological treatment.

Experimental procedures

Animals

Adult male mice of SAMP8 and SAMR1 (Jackson Laboratories, (Charles

River, Barcelona, Spain)), p53 (Marqu�es-Torrej�on et al., 2013) and p19

knockout (Kamijo et al., 1997), C57BL/6, and CD1 strains were handled

in accordance with Spanish RD1201/2005 guidelines, following proto-

cols approved by the institutional committees. BrdU (50 mg/kg body

weight in saline solution; Sigma) was intraperitoneally injected, either

seven times in a 12-h period (one injection every 2 h) 30 days before

perfusion or as a single dose 1 h before perfusion. TSA (1 mg/kg body

weight; Sigma) or DMSO was administered by intraperitoneal injection,

at one dose every 12 h during 3 days, and the SEZs were dissected 1 h

after the last injection.
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Fig. 6 Treatment of R1 mice with TSA

mimics the altered SEZ features of young P8

mice. (A) Ac-H3, GFAP, and c-tubulin in a

whole-mount preparation of a 2-m R1

mouse treated with TSA (R1 TSA) or vehicle

(R1). (B) Up: representative immunoblot for

Ac-H3 in SEZ homogenates from TSA or

vehicle-treated 2-m R1 mice. Down:

densitometric quantification of Ac-H3

relative to Gapdh levels (R1 n = 3, P8

n = 3). (C) GFAP, c-tubulin, and b-catenin
in SEZ whole-mounts of TSA-treated and

untreated R1 mice. Note the presence of

clusters of BICs in the TSA-treated animal.

(D) Numbers of B1 and BICs in R1 mice

treated or not with TSA (R1 n = 4,

R1 + TSA n = 3). (E) Percentage of

GFAP+S100b� BICs relative to total cells (R1

n = 3, P8 n = 3). Pinwheels are delineated

by dashed white lines, and B1 cells are

delineated by solid yellow lines. Data are

shown as mean � SEM of the indicated

number of independent mice (n) from each

strain (*P < 0.05; **P < 0.01). Scale bars:

(A) 15 lm, (C) 30 lm.
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Histological analyses

Mice were anesthetized (225 mg/kg of ketamine and 3 mg/kg of mede-

tomidine) and transcardially perfused with 4% paraformaldehyde in 0.1 M

phosphate buffer pH 7.4 (PB). The brains were dissected, postfixed by

immersion in the same fixative overnight (o/n), and serially sectioned into

25-lm coronal sections using a Leica VT 1000S vibratome. For whole-

mounts, the SEZs were processed as described (Mirzadeh et al., 2008).

Sections andwhole-mounts were blocked using 10% FBS and 0.2%Triton

X-100 in PB. For BrdU immunodetection, sectionswerefirst treatedwith 2N

HCl for 15 min at 37 °C. Samples were incubated in rabbit anti-Ki67

(1:150, Abcam, Cambridge, England), S100b (1:150, Dako), b-catenin
(1:100, Cell Signaling), or ac-H3 (1:10 000, Sigma); rat anti-BrdU (1:600,

Abcam); chicken anti-GFAP (1:400, Millipore, Madrid, Spain); goat anti-

Sox2 (1:50, RyD), DCX (1:100, Santa Cruz); mouse anti-c-tubulin (1:600,

Santa Cruz, Heidelberg, Germany); or acetylated a-tubulin (1:500, Sigma)

antibodies in blocking buffer, o/n at 4 °C. After several PB washes, the

sectionswere incubated for 1 hat roomtemperature (RT)withDyLight549,

DyLight 488, or Cy3-conjugated appropriate secondary antibodies (1:600

to 1:1500; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Suffolk, England).

Samples were stained with DAPI (Sigma) at 1 lg/mL and mounted with

Fluorsave (Calbiochem, Madrid, Spain). Confocal planes along the rostro-

caudal axis or z images of the entire dorsal aspect of SEZ whole-mounts

were captured using a Fluoview FV10i (Olympus) confocal microscope and

analyzed. Apoptotic cells were detected by terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) using ApopTag In

Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore) according to the manufacturer

protocol. For scanning electron microscopy, whole-mounts fixed as before

were dried with the critical point method and shadowed with gold–

palladium and examined with a Hitachi scanning electron microscope.

NSC culture, transduction, immunocytochemistry, and SA

b-gal staining

Methods for adult NSC culture and self-renewal assessment have been

described (Ferron et al., 2007). TSA, AA, VPA, KU55933, and PFTa were

from Sigma. Vectors containing p53 shRNAs, methods used for retrovirus

production, and NSC transduction have been described (Marqu�es-

Torrej�on et al., 2013). In brief, single cells obtained from passage 1 (P1)

neurospheres were infected o/n by incubation with diluted (1:5) super-

natants of shRNA retroviruses produced in Plat-E cells; after 5 days, the

clones were dissociated and single cells were adhered for 10 min to a

Matrigel substrate and stained. The Senescence Cells Histochemical

Staining Kit (Sigma) was used following manufacturer’s instructions.

Representative images were obtained in a Nikon Eclipse E800 microscope

andpositivitywasquantifiedusing IMAGEJ 1,49i software (NIH,USA). Briefly,

cyan pixelswere segmentedby color threshold and their total intensitywas

divided by the number of cells in each image. For immunocytochemistry,

incubation with antibodies for mouse anti-cH2AX (1:100, Millipore), rat

anti-BrdU (1:600, Abcam), and rabbit anti-S100b (1:1200, Dako) was

performed on Matrigel-attached freshly dissociated NSCs as described

(Ferron et al., 2007). Secondary antibodies andDAPI counterstainingwere

as for histological analyses. Pictures of random fields in each condition

were taken on the InCell Analyzer 2000 (GE Healthcare, Valencia, Spain),

and positive cells were scored using the InCell INVESTIGATOR 1.6 software.

Protein isolation/Western blotting

Neurospheres were homogenized in lysis buffer (20 mM PBS, 150 mM

NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 2,5 mM sodium orthovanadate,

20 mM sodium fluoride, 2 mM phenyl-methane-sulfonylfluoride and 1X

Complete Mini tablet (Roche) for 20 min and centrifuged at 20 000 g for

15 min at 4 °C. Protein concentration was determined by Pierce BCA

Protein assay kit (Thermo Scientific, Madrid, Spain). Protein extracts (50–

70 lg) were denatured in Laemmli’s sample buffer containing b-
mercaptoethanol, sodium dodecyl sulfate (SDS), and bromophenol blue,

separated by 10% SDS–polyacrylamide gel electrophoresis and trans-

ferred to a nitrocellulose membrane (Sigma). The membranes were

blocked 1 h at room temperature with 5% nonfat dry milk in Tris-

buffered saline supplied with 0.1% Tween 20 (TBS-T) and incubated with

rabbit anti-p53 (1:500, Novocastra), ac-p53 (1:1000, Cell Signaling), ac-

H3 (1:10 000, Sigma), p16 (1:200, Santa Cruz) or pp53 (S18) (1:500,

RyD), rat anti-p19 (1:1000, Abcam), or mouse anti-Gapdh (1:1500,

Millipore) antibodies in blocking buffer, o/n at 4 °C. After extensive

washing with TBS-T, membranes were incubated for 1 h at RT with

horseradish peroxidase-conjugated goat antibodies to mouse (1:2000,

Dako), rabbit (1:5000, Amersham), or rat (1:1000, Amersham) IgGs in

blocking buffer. Peroxidase activity was detected with Western Lightning

Plus reagents (Perkin Elmer) according to supplier recommendations.

RNA Isolation and qRT–PCR analysis

Total RNA was extracted using TRIzol and cDNA synthesized using

PrimeScript RT reagent kit (Takara). cDNA products were amplified on a

StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using Premix Ex

Taq (Probe qPCR) (Takara). Taqman probes for mouse S100b
(Mm00485897_m1) and Gapdh (Mm99999915_g1) were purchased

from Applied Biosystems.

Statistics

Data are presented as the mean � SEM of a number (n) of cultures or

independent mice per experimental condition. Statistical significance

was determined by two-tailed Student’s t-tests or two-way ANOVA with

post hoc analysis by Bonferroni’s test. Significance was set at *P < 0.05,

**P < 0.01, or ***P < 0.001. Statistical analyses were carried out using

SPSS V. 17 (2008 SPSS Inc., Chicago, IL, USA) or GraphPad Prism (2007

GraphPad Software Inc.).
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