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Resumen

RESUMEN

Los tanicitos son células epiteliales que tapizan el tercer ventriculo del cerebro y
envian un proceso basal hacia los nucleos neuronales hipotalamicos implicados
en la regulacion de diversas funciones endocrinas. Ese proceso basal le confiere
apariencia de glia radial, célula de la que procede, contactando con la piamadre y
capilares fenestrados. En el cerebro de raton adulto, los tanicitos hipotalamicos,
guiescentes en condiciones basales, proliferan in vitro e in vivo tras
administracién de dietas ricas en grasas, o por la adicion intracerebroventricular
de factores de crecimiento. Hasta la fecha los tanicitos se han clasificado en base
a la localizacion que ocupan en la pared del 3V correspondiente al hipotalamo
mediobasal como a1, a2, B1 y B2, y posteriormente, caracterizados por
marcadores moleculares especificos, destacando que todos ellos compartian

expresion del filamento vimentina.

En este trabajo describimos cinco nuevos tipos de tanicitos (del tipo 1 al 5),
destacando al tipo 2, por no expresar vimentina y poseer un cilio del tipo 9+0
caracteristico de las células madre; y al tipo 5, fuertemente positivo para el
inmunomarcaje contra vimentinay GFAP, de citoplasma muy claro, con uno o dos

cilios de estructura microtubular 9+2 y grandes corpusculos basales.

La capacidad proliferativa fue detectada unicamente en tanicitos tipo 2, en
la franja ventral; y tipo 1, en la eminencia media. En trabajos previos, se ha
demostrado que los tanicitos de la region ventral (tanicitos B) presentan
capacidad neurogénica. Los tanicitos tipo 5, mostraron capacidad gliogénica de
recambio lento mediante experimentos con animales transgénicos Vim::CreER™ y
Rax::CreER™. Sin embargo, nuestros resultados no mostraron ningun indicio de

neurogénesis adulta en el tercer ventriculo.

Ultraestructuralmente pudimos diferenciar dos poblaciones de tanicitos
bien diferenciadas funcionalmente y ultraestructuralmente, la formada por el tipo
1y 2,y laformada por el tipo 3, 4y 5. El primer grupo, localizado ventralmente,
mantiene contacto con los capilares fenestrados del sistema porta gracias a su
grueso proceso basal especializado en el transporte vesicular. Esto, sumado a las
uniones estrechas que presentaban, suponia el establecimiento de una barrera
hematoencefalica de aislamiento de la eminencia media respecto al resto del

parénquima. Por el contrario, los tipo 3, 4 y 5 localizados dorsalmente a los
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anteriores, mantenian una comunicacion intercelular muy elevada gracias a las
abundantes uniones GAP y “bocados” de clatrina que presentan. Ademas
contactan directamente con neuronas atribuyéndoles un papel de sefializacion en

la activaciéon de la respuesta neuronal.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

a-MSH Hormona estimulante de melanocitos

AgRP Proteina similar a agouti (“Agouti related protein”)

ARC Nucleo arcuato

BLBP Proteina de unién a lipidos cerebrales (“brain lipid binding protein”)

BrdU 5-Bromo-2’-deoxiuridina

BSA Seroalbumina bovina (“bovine seroalbumin”)

CC Canal central de la médula

DAB 3,3'-diaminobencidina

DARP-32 Dopamine-cAMP-regulated phosphoprotein of 32kDa

DMH Nucleo dorsomedial hipotalamico

E Dia embrionario

EGF Factor de crecimiento epidérmico (“epidermal growth factor”)

EM Eminencia media

Fd Franja dorsal

FGF Factor de crecimiento fibroblastico (“fibroblast growth factor”)

Fi Franja intermedia

FoxJ1 Factor de transcripcion J1

Fv Franja ventral

GA Glutaraldehido

GFAP Proteina gliofibrilar acida (“glial fibrillary acidic protein”)

GLAST Transportador de glutamato de astrocitos (“glutamate aspartate transporter”)

Glt-1 Transportador de glutamato-1 (“glutamate transporter-1”)

GLUT-1 Transportador de glucosa-1 (“glucose transporter-1”)

GnRH Hormona liberadora de hormona de gonadotrofina (“Gonadotropin-releasing
hormone”)

HFD Dieta hipercalorica (“high fat diet”)

HMB Hipotadlamo mediobasal

HRP Peroxidasa de rabano (“horseradish peroxidase”)

i.c.v Intracerebroventricular

IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina (“insulin-like growth factor-1”)

i.p. Intraperitoneal

LCR Liquido cefalorraquideo

Lhx2 LIM homeobox 2

NGS Suero normal de cabra (“normal goat serum”)

NPY Neuropéptido Y

NSO Ndcleo supradptico

OX Quiasma 6ptico

P Dia postnatal

PFA Paraformaldehido

POMC Pro-opiomelanocortina

RARRES2 Retinoic acid receptor responder 2

RAX Retina and anterior neural fold homeobox transcription factor

RCV Region caudoventral no multiciliada
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RC2
RDM
REL
RER
Ri
RRV
SEM
SHH
SNC
Svz
TEM
VL
VMH
\V4
Z0-1
3V
4V

Célula radial 2 (“radial cell 2”)

Regién dorsal multiciliada
Reticulo endoplasmico liso

Reticulo endoplasmico rugoso

Receso infundibular

Region rostroventral no multiciliada
Microscopia electrénica de barrido

Sonic Hedgehog
Sistema Nervioso Central

Zona subventricular (“subventricular zone”)
Microscopia electrénica de transmision

Ventriculo lateral

Nucleo ventromedial hipotalamico
Zona ventricular (“ventricular zone”)

Zonula occludens-1
Tercer ventriculo
Cuarto ventriculo
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Introduccién

1 Introduccion

1.1 Origen neuroepitelial de Sistema Nervioso
Central. Desarrollo del Sistema Ventricular

El sistema nervioso central (SNC) deriva del neuroepitelio que forma la pared del tubo
neural el cual se encuentra muy conservado en todos los vertebrados. En etapas
embrionarias tempranas, el ectodermo sufre un engrosamiento que genera la placa
neural que esta formada por una capa de células columnares llamadas células
neuroepiteliales. Debido a la induccién de la notocorda se produce el plegamiento de la
placa neural, dando lugar a un surco central que finalmente se fusionara formando un
cilindro llamado el tubo neural, proceso denominado neurulacién (O’Rahilly & Miiller
1994).

Las células neuroepiteliales presentan una organizacion bipolar. La zona apical
contacta con el lumen de la cavidad, los futuros ventriculos, mostrando en superficie
microvellosidades y un Unico cilio, mientras que basalmente, lanzan un pie terminal que
contacta con la superficie del tubo (Chenn et al. 1998). Apicalmente, presentan uniones
adherentes y estrechas (Dimou & Go6tz 2014) y expresan marcadores como CD133
(previamente denominada Prominina-1) en su membrana plasmatica (Weigmann et al.
1997; Corbeil et al. 2001).

Tras el cierre del tubo neural, las células neuroepiteliales proliferan
simétricamente y de forma masiva, generando una gruesa capa de epitelio
pseudoestratificado (Chenn et al. 1998). Posteriormente, en estadio embrionario 9 (E9)
de ratén, se cierran los extremos anterior y posterior, llamados poros neurales, y se
produce un fendmeno de dilatacién ventricular en el que el tubo neural se rellena del
liquido cefalorraquideo (LCR), producido por el neuroepitelio en este estadio, y se
expande dando lugar a los primitivos ventriculos (Desmond & Jacobson 1977; Lowery &
Sive 2009). Ademas de cumplir una funcion de amortiguacién del cerebro, el LCR
contribuye al mantenimiento de la presion intracraneal, al transporte de nutrientes y
desechos/productos metabdlicos y a la distribucion de sefiales quimicas implicadas en
desarrollo y homeostasis (Mashayekhi et al. 2002; Segal 1993). Las uniones estrechas y
adherentes de las células neuroepiteliales son necesarias para que el LCR cumpla su
funcion durante el desarrollo, sin embargo las uniones estrechas en el epitelio

ventricular del adulto son sustituidas por uniones tipo GAP o comunicantes (Whish et al.
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2015; Jiménez et al. 2014). La cavidad ventricular se divide en este punto en anterior y
posterior mediante un estrechamiento central. La zona anterior dar& lugar al cerebro y la

posterior a la médula.

Entre E13 y E15 en ratones, el neuroepitelio comienza a dividirse de forma
asimétrica dando lugar a las primeras neuronas y al primer tipo de célula de soporte o
glia, la llamada glia radial (Kriegstein & Go6tz 2003) (Figura 1). No sera hasta E18
cuando se genere la mayor parte de la glia madura del SNC en la denominada fase
gliogénica. La glia radial tapiza al ventriculo constituyendo la zona ventricular (VZ, del
inglés ventricular zone) (Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009). Estas células mantienen
algunas caracteristicas de células neuroepiteliales como la expresion de nestina'y RC2,
que son filamentos intermedios tipicos de células madre y progenitoras del SNC
(Hartfuss et al. 2001; Lendahl et al. 1990); también mantienen el contacto apicalmente
con la cavidad ventricular y basalmente el con la ldmina basal mediante el pie terminal.
Sin embargo, disminuyen ciertas caracteristicas epiteliales como la polaridad de su
membrana plasmatica (Aaku-Saraste et al. 1997) y la cantidad de uniones estrechas,
gue llegan a desaparecer, junto a un aumento simultaneo en la cantidad de las uniones
adherentes (Kriegstein & Go6tz 2003). Estas células adquieren granulos de glucdégeno
(Gadisseux & Evrard 1985), comienza a expresar el transportador de glutamato
especifico de astrocitos (GLAST) (Shibata et al. 1997), la proteina de unién a Ca2+
S100p (Gotz & Huttner 2005), vimentina (Pixley & de Vellis 1984), la proteina de union a
lipidos del cerebro (BLBP) (Feng & Heintz 1995) y la proteina gliofibrilar acida (GFAP),
todos ellos elementos caracteristicos de astrocitos. En algunos mamiferos la expresion
de estos marcadores aparece en momentos diferentes del desarrollo, como la proteina
GFAP que en primates aparece en estadios embrionarios tardios (Levitt & Rakic 1980),
mientras que en roedores lo hacen postnatalmente (Bignami & Dahl 1974; Rakic 2003)
(Tabla 1).

La glia radial se divide simétricamente al inicio, para posteriormente, mediante
divisiones asimétricas, dar lugar a células progenitoras tanto neurales como gliales, que
se disponen basalmente a ellas generando la zona subventricular (SVZ del inglés
subventricular zone). Las células progenitoras proliferan a una tasa mucho mayor que la
glia radial y ayudan al rapido crecimiento del manto. De ellas procederan préacticamente
la totalidad de las neuronas del SNC (Malatesta et al. 2003; Anthony et al. 2004; Huttner
& Brand 1997; Noctor et al. 2008). La glia radial también generara el epéndimo

destinado a tapizar practicamente la totalidad de las cavidades ventriculares.



Tabla 1 Comparacion entre

radial.

las caracteristicas de las células neuroepiteliales y la glia
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Caracteristicas Células neuroepiteliales Células de glia radial
Migracion nuclear _ Apicobasal hasta el limite
_ o Apicobasal
intercinética delaVzZ o SVz
Superficie apical Presente Presente
Polaridad apicobasal Presente Presente, pero disminuida
Uniones estrechas Presentes Ausentes
Uniones adherentes Presentes Presentes
Contacto con lalamina

Presente Presente
basal
Gréanulos de glucégeno Ausentes Presentes
Expresion de nestina Presente Presente
Expresion de vimentina Ausente Presente
Marcadores astrogliales

Ausentes Presentes
(GLAST, S1008, GFAP)
Neurogénesis Si Si

Sabemos que la ependimogénesis en ratdon sigue un patrén caudo-rostral
comenzando en E14 por el cuarto ventriculo (4V) y el acueducto de Silvio, siguiendo en
E16 por el tercer ventriculo (3V), y dandose el Ultimo pico de proliferacién en los
ventriculos laterales (VL) en E17 (Das 1979). Trabajos posteriores han identificado una
pequefa ependimogénesis en etapas tempranas del periodo postnatal tanto en los VL
como en el 3V (Spassky et al. 2005; Walsh et al. 1978). Hasta la fecha, los VL han sido
los més estudiados tanto a lo largo del desarrollo como en las etapas postnatal y adulta
por su relacion directa con la neurogénesis adulta. En ratones, la VZ el dia 1 tras el
nacimiento persiste, formada por glia radial mayoritariamente, pero con alguna célula
ependimaria multiciliada intercalada ya perfectamente diferenciada, y la SVZ engrosada
repleta de progenitores similar al embrién. Durante la primera semana de vida,

progresivamente, y en direcciobn caudoventral a rostrodorsal, la glia radial va
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diferenciandose a células ependimarias que todavia muestran signos de inmadurez
(Spassky et al. 2005). Todo el epéndimo generado deriva de la glia radial, puesto que el
epéndimo no prolifera y en consecuencia no tiene capacidad de amplificacién
(Tramontin et al. 2003). Esta diferenciacion no sélo consiste en el paso de células
uniciliadas a multiciliadas, sino también en el cambio de la estructura interna y funcién
de los cilios. Pasamos de un Unico cilio inmovil de estructura 9 pares de microtibulos
formando un cilindro (9+0), a multiples cilios moviles de estructura 9 pares de
microtubulos formando un cilindro y un par central (9+2) (Marshall & Kintner 2008).
Durante este proceso, las células contienen un gran nimero de centriolos que migran
apicalmente y se anclan en la membrana plasmética, donde maduran para convertirse
en los cuerpos basales de cilios mdviles (Spassky et al. 2005). A dia 15 postnatal (P15),
la VZ esta formada por un epitelio de células ependimarias multiciliadas maduras que
coexisten con células de glia, los cuales ejercen de células madre neurales que
proliferaran a lo largo de la vida adulta para poblar la zona subventricular (Spassky et al.
2005). Esta estd organizada en focos discretos de células con capacidad proliferativa
(Merkle et al. 2004; Tramontin et al. 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Naturaleza glial de las células madre neurales en el desarrollo y en el adulto. Las células
neuroepiteliales localizadas en la VZ, se dividen simétricamente dando nuevas células neuroepiteliales y
aumentando el tamafio del tubo neural, siendo probable que también generen algunas neuronas.
Posteriormente el neuroepitelio se transforma en glia radial, que se divide asimétricamente dando lugar a
neuronas, progenitores neuronales y gliales. Estos progenitores dan lugar a la SVZ y tienen una capacidad
proliferativa mayor que la glia radial. Son los responsables de la explosién neuronal que engrosara el
manto. La glia radial también se divide simétricamente aumentando la superficie de la cavidad ventricular.
Finalmente, tras el nacimiento, en los ventriculos laterales la glia radial se transforma en células
ependimarias y algunas quedan como astrocitos que actian como células madre adultas o células tipo B.
Flechas discontinuas: hipétesis no demostrada; flechas continuas: evidencia experimental. MA, manto; MZ,
zona marginal; NE, neuroepitelio; nIPC, célula progenitora intermediaria neural; olPC, célula progenitora
intermediaria oligodendrocitica; SVZ, zona subventricular; VZ, zona ventricular (Kriegstein & Alvarez-Buylla
2009).
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Para la mayoria de los autores, la glia no ependimaria que persiste asociada a
los VL en etapas adultas ya no se puede considerar como glia radial propiamente dicha,
aunque descienda directamente de éstas, por las caracteristicas morfolégicas que las
diferencian. Sin embargo, se mantiene con la denominacién de glia radial la que
encontramos en el cerebelo (glia de Bergmann), en la retina (glia de Miiller) y en el 3V y
4V denominados tanicitos, siendo todas células gliales alargadas relacionadas con el

desarrollo del 6érgano o regidon en la que se encuentran.

La palabra “tanicito” deriva etimolégicamente del griego tanux (alargado)
(Horstmann 1954). Son por tanto, células alargadas consideradas por su morfologia y
caracteristicas moleculares remanentes de la glia radial y aunque, antiguamente solo se
las consideraba células de transporte entre los vasos sanguineos y el LCR, actualmente
se ha descrito que puedan dar lugar a neuronas (Rodriguez et al. 2005; Xu et al. 2005;
Kokoeva et al. 2007; Lee et al. 2012; S C Robins et al. 2013) y glia (Sarah C. Robins et
al. 2013) aunque esto sélo se ha podido demostrar en condiciones muy concretas,

usualmente tras estimulacién o dafo.

Ademés de los cambios que se producen a nivel celular, vemos que durante el
desarrollo, la estructuracion de los ventriculos va cambiando generando en ultimo
término, el sistema ventricular presente en el adulto. Este recorre el interior del SNC en
forma de cavidades interconectadas llamadas ventriculos, que contienen en su interior
al LCR (Figura 2A). Como hemos citado anteriormente, estos ventriculos son: los VL,
simétricos y localizados cada uno en un hemisferio del telencéfalo (Figura 2B); el 3V,
ubicado en el diencéfalo (Figura 2C); el 4V, situado en el rombencéfalo (Figura 2D) y el

canal central (CC) de la médula espinal (Figura 2E).

Durante el desarrollo, debido al engrosamiento del manto producido por la
explosion neuronal y a fenébmenos de apoptosis, se producen constricciones en las
cavidades ventriculares que generaran los ventriculos definitivos. El prosencéfalo y el
rombencéfalo se dividen generando cada uno dos cavidades mas. El prosencéfalo dara
lugar al telencéfalo y el diencéfalo y el rombencéfalo al metencéfalo y mielencéfalo. La
cavidad del telencéfalo dara lugar a los dos VL, dispuestos cada uno en un hemisferio y
la cavidad del diencéfalo al 3V. El mesencéfalo practicamente no sufre constricciones a
lo largo del desarrollo, las Unicas modificaciones que experimenta son un engrosamiento
de las paredes y el estrechamiento de la cavidad en la region caudal dando lugar al
acueducto de Silvio, cavidad que une el 3V en su porcion dorsal con el 4V. El
metencéfalo dara lugar al cerebelo y el mielencéfalo al bulbo raquideo, entre ellos se

ubicard el futuro 4V, que tomara forma romboide debido al desarrollo neural.
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Figura 2. El sistema ventricular en el adulto. A) Diagrama donde se muestran las diferentes cavidades
que forman el sistema ventricular de ratones adultos. B) Seccion coronal de cerebro de ratén adulto
donde se observan los VL. C) Seccién coronal de cerebro de ratén adulto donde se aprecia tanto el 3V
dorsal como el 3V ventral, resaltado soélo el ventral. D) Seccién coronal de cerebro de raton donde se abre
el 4V. E) Seccion coronal de la médula espinal de ratdn en cuyo centro se sitla el cc. Los recuadros rojos
enmarcan las distintas cavidades ventriculares; cc, canal central de la médula espinal; VL, ventriculos
laterales; 3V, tercer ventriculo; 3Vd, tercer ventriculo dorsal; 3Vv, tercer ventriculo ventral; 4V, cuarto
ventriculo.

En el adulto, el LCR es generado por los plexos coroideos de los ventriculos, el
cual se extravasa al espacio subaracnoideo por la abertura del 4V y finalmente es
drenado por los granulos de Pacchioni en las microvellosidades aracnoideas, donde
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pasa al torrente sanguineo y al sistema linfatico. En los ventriculos, el LCR bafia a las
distintas poblaciones celulares que constituyen sus paredes y a los plexos coroideos
gue parecen flotar dentro de la cavidad ventricular. Los plexos coroideos se originan de
la piamadre que rodea al 4V (Miyan et al. 2003; Segal 1993) y constituyen un tejido
laminar que en el interior de las cavidades de los VL, 3V y 4V esta formado por células
multiciliadas generadoras de la mayor parte del LCR. En el lumen ventricular también
podemos encontrar algunas células libres y expansiones axénicas provenientes del

nucleo del rafe (Tong et al. 2014).

1.2 Organizacion y capacidad proliferativa del sistema

ventricular en postnatal adulto

1.2.1 Ventriculos laterales

Los VL limitan con el septum medialmente, el estriado en su pared lateral y el cuerpo
calloso dorsalmente (Figura 3). Las células que cubren el septum y el cuerpo calloso
son células ependimarias multiciliadas, sin embargo, en la pared adyacente al estriado
encontramos también células gliales implicadas en la neurogénesis adulta, ademas de
la SVZ que subyace al epitelio de la cavidad. La organizacién detallada de esta pared en
ratones se determiné mediante microscopia electronica de transmision (TEM, del inglés
Transmission Electron Microscopy), reconstrucciones tridimensionales y diversos

marcadores moleculares (Doetsch et al. 1997).

;

CCa/féso

Figura 3. Ventriculos laterales de raton adulto. Seccion coronal donde se aprecian los ventriculos
laterales que se encuentran flanqueados por el estriado en los laterales externos, por el septum en los
laterales internos y por el cuerpo calloso dorsalmente. VL, ventriculos laterales.
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En contacto con el ventriculo, formando la VZ, se han descrito 3 poblaciones
celulares: las células ependimarias multiciliadas (E1), células ependimarias biciliadas
(E2) y células uniciliadas o tipo B1, que se corresponden con las células madre. Estas
poblaciones se organizan formando los denominados “pinwheels”, en los que las células
E1l y ocasionalmente alguna E2, rodean a pequefias agrupaciones de células Bl
(Mirzadeh et al. 2008).

La mayor parte de la superficie epitelial de los VL estan tapizadas por células E1
gue, con el batido de sus cilios, mueven el LCR por el sistema ventricular (Ibafiez-Tallon
et al. 2003). Son células de forma cubica, interdigitadas con las células vecinas y
presentan numerosos complejos de unién. El citoplasma es poco denso y contiene
pocos organulos, excepto apicalmente donde se observan numerosas mitocondrias en
las proximidades de los corpusculos basales de los cilios. El nlcleo presenta cromatina
laxa, con algunos grumos de heterocromatina asociada a la membrana nuclear. En
ratones, estas células expresan CD24 y S1008 y presentan una amplia superficie apical
con aproximadamente 30-40 cilios largos, de alrededor a 10um de longitud, con
estructura 9+2 (Ohata et al. 2014; Spassky et al. 2005; Doetsch et al. 1997; Mirzadeh et
al. 2008).

Las células E2 han sido afiadidas recientemente a las descripciones iniciales de
la VZ. Son de un tamafio superior al de las E1 y presentan una amplia superficie de
contacto con la cavidad ventricular, pero soélo exhiben dos largos cilios.
Ultraestructuralmente presentan similitudes con las células E1, aunque hay pequefias
diferencias. Al igual que las anteriores, son de citoplasma claro y nicleo redondeado
con cromatina laxa. Sin embargo, presentan interdigitaciones mucho mas profundas con
sus células vecinas. Las mitocondrias también son abundantes en la regién apical, pero
a diferencia de las E1, se ha visto en reconstrucciones que también hay un alto nimero
de mitocondrias que rodean al nucleo. La caracteristica méas destacada en estas células
son los dos grandes corpUsculos basales que presentan sus cilios. Estos estan
formados de una densa estructura proteica que los rodea, lo que les confiere un aspecto
de “donut” en un corte transversal de la superficie (Figura 4). La funcion de estas células
es desconocida, lo Unico que sabemos es que parece ser que las células tipo E2 en la
VZ no proliferan (Mirzadeh et al. 2008).
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Las células tipo Bl presentan caracteristicas de astrocitos, como son la
presencia de filamentos intermedios de GFAP y una expansioén basal que contacta con
los vasos sanguineos. Proceden de la glia radial embrionaria y son las células madre
gue dan lugar a toda la neurogénesis en el bulbo olfatorio (BO) adulto (Merkle et al.
2004). Su citoplasma es muy electrolicido ya que, a excepcion de la extensa red de
filamentos intermedios, no presenta casi contenido citoplasmético, es decir, es pobre en
organulos. Su ndcleo, de cromatina condensada, suele presentar profundas
invaginaciones con frecuentes fusiones de membrana nuclear. Estas células presentan
un unico cilio corto en su superficie. Se trata de un cilio primario, caracterizado por su
estructura de microtubulos 9+0 y que ademas posee un centriolo orientado
perpendicularmente al corpusculo basal (Doetsch et al. 1999; Doetsch et al. 1997;
Mirzadeh et al. 2008).

Figura 4. Corpusculos basales de los tipos celulares de la SVZ. A) Detalle del grueso corpusculo basal
gue presentan las células E2 en cada cilio. B) Imagen confocal de una inmunofluorescencia para ytubulina
(rojo), marcador de corpusculos basales, y B-catenina, componente de las uniones adherentes. La imagen
esta tomada a partir de un “whole mount”, técnica por la cual se puede estudiar las estructuras mas apicales
de las células. Se aprecia una estructura en “pinwheel”, formada por una célula uniciliada central, rodeada
mayoritariamente por células de abundantes corpusculos basales, por lo tanto multiciliadas. Una de las
células externas es una célula biciliada, facilmente reconocible por el tamafio de sus corpuUsculos basales
(cabeza de flecha). Nétese la diferencia de tamafio con el corpusculo basal de la célula uniciliada central
(flecha) y sobretodo, con los de las multiciliadas. Modificado de Mirzadeh et al. 2008.

Como ya hemos mencionado, en la superficie de los VL encontramos axones
que la recorren. Estos son serotoninérgicos procedentes del nlcleo del rafe.
Recientemente, se ha descrito que dichos axones supraependimarios tienen una
relacién con el control de la proliferacion de las B1, probablemente como sistema de
anclaje. Estos axones son abrazados por las microvellosidades tanto de las células E1
como de las B1 (Tong et al. 2014).

11
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Como ya comentamos, adyacente a la franja de la VZ se encuentra la SVZ
donde encontramos a la descendencia de las células B1 en el adulto. Las células B1
dan lugar a los precursores intermediarios (progenitores de amplificacion transitoria) o
células tipo C, que a su vez generan los neuroblastos o células tipo A. Los neuroblastos
migran tangencialmente de 5 a 6 milimetros hasta llegar al BO, donde dan lugar a
distintos tipos de interneuronas funcionales (Doetsch et al. 1997; Doetsch et al. 2002;
Merkle et al. 2007) (Figura 5).

Figura 5. Organizacién de la pared de los ventriculos laterales. Modelo tridimensional de la pared
ventricular que muestra la organizacion en “pinwheel” de los distintos tipos celulares que forman la VZ. Las
células B1 (azul) forman pequefias agrupaciones que exhiben una pequefia porciéon de superficie celular a
la luz ventricular, suficiente para exponer su Unico cilio, rodeadas por las células E1 (marrén claro y oscuro)
y alguna E2 (naranja). Subventricularmente se observa la disposicion de los tipos celulares descendientes
de las B1, las C (verde) y las A (rojo). Estas Ultimas forman cadenas migratorias rodeadas de astrocitos
estructurales que forman los gliotubos, “autopistas” por donde viajan las migradoras hasta el bulbo olfatorio.
Tomado de Mirzadeh et al 2008.

1.2.2 Cuarto ventriculo

El 4V tiene una morfologia romboide visto desde las porciones anteriores hasta las
posteriores. Dorsalmente, es decir el techo del ventriculo, se compone del velo medular
superior e inferior. Este Ultimo se abre para permitir el paso de LCR a la cavidad
subaracnoidea en la llamada abertura media y las aberturas laterales, aunque estas
tltimas son de mucho menor tamafio. El velo medular inferior se pliega formando la tela
coroidea, que cubre por debajo al velo medular inferior. Esta esta formada por una
prolongacién de la piamadre y un epitelio multiciliado que la tapiza en su cara ventricular
(Figura 6).
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Figura 6. Cuarto ventriculo. A) Seccion coronal de raton adulto donde se aprecia la cavidad del 4V en un
nivel anterior. Aqui todavia no se ha abierto lateralmente y se encuentra flanqueado por el cerebelo
dorsalmente y por la protuberancia ventralmente. A este nivel la pared dorsal del 4V estd formada por el
velo medular inferior. También se pueden observar los plexos coroideos en el interior de la cavidad. B)
Seccidén coronal de ratén adulto donde se encuentra el 4V en un nivel posterior. Aqui es la médula la que
flanquea el limite inferior del 4V. En el suelo del 4V en este nivel se encuentra el area postrema, uno de
los érganos circunventriculares que podemos encontrar en el cerebro. El limite dorsal sigue siendo el
cerebelo.

El suelo del 4V tiene forma romboide y esta recorrido por el centro a lo largo del
eje anteroposterior por un surco llamado linea media (Figura 7). Esta linea media esta
tapizada por un epitelio pseudoestratificado formado por tanicitos que lanzan procesos
basales que contactan con las neuronas de los nucleos monoaminérgicos (locus
coeruleus) y serotoninérgicos (nucleos del rafe) (Felten et al. 1981), y hacia los vasos
sanguineos fenestrados del area postrema (AP) (Fanny. Langlet et al. 2013).

Estas células protruyen hacia la luz ventricular del 4V siendo su superficie muy
densa en microvellosidades, entre las cuales emerge un cilio ocasionalmente, aunque

los tanicitos mas proximos al canal de la médula espinal carecen de microvellosidades.

Linea media

Figura 7. Suelo del 4V. Imagen de microscopia electrénica de barrido donde se observa que el suelo del 4V
tiene forma romboide y presenta un surco central que lo recorre anteroposteriormente denominado linea
media. Modificado de Tanaka et al. 1987.
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En general, los tanicitos del 4V son células muy interdigitadas que presentan
desmosomas apicales y subapicales, y pequefias uniones estrechas (Felten et al. 1981).
Fuera de la linea media, la superficie del 4V esta tapizada por células ependimarias
multiciliadas, entre las cuales pueden ocasionalmente intercalarse tanicitos. También
existen células supraependimarias, pero s6lo se han observado sobre los tanicitos, no

sobre las células multiciliadas (Collins 1989; Felten et al. 1981).

Aunque se ha considerado el 4V como un nicho neurogénico adulto, presenta
una tasa de proliferacion muy baja (Bennett et al. 2009). Estudios in vitro revelan que el
suelo del 4V es capaz de generar neuroesferas tras la adicion de EGF y FGF al medio
de cultivo (Weiss et al. 1996; Bennett et al. 2009) y diferenciarse a neuronas y glia
(Bennett et al. 2009). In vivo, la capacidad proliferativa se le ha atribuido a los tanicitos
localizados en la linea media (Hourai & Miyata 2013). Mediante estudios de captacion
del analogo de la timidina, 5-bromo-2-deoxyuridina (BrdU), se muestra a tiempos largos
gue pueden dar lugar a neuronas (Bennett et al. 2009). Otros autores, por el contrario,
opinan que las células que proliferan no son especificamente los tanicitos, sino células
préximas a la cavidad y que no solamente se limitan a la linea media. Ademas, niegan
gue se estén formando neuronas, considerando la regién del 4V sdélo con capacidad

gliogénica (Martens et al. 2002).

1.2.3 El canal central de la médula espinal

La médula espinal de ratones, en una seccién transversal, contiene una porcién interna
de sustancia gris, en forma de mariposa, y una porcién externa a la “mariposa” formada
por sustancia blanca. Cada “ala” tiene una parte ventral, o asta anterior, y una dorsal, 0
asta posterior. En el punto de unién entre las dos “alas”, correspondiente al centro de la

médula espinal, se encuentra el canal central (cc) o canal ependimario, una cavidad

Sustancia

) Asta posterior
gris

Sustancia Asta anterior
blanca
cc

Figura 8. Médula espinal. Seccion transversal de la médula espinal de raton. En ella se aprecian la
sustancia blanca (exterior), y la sustancia gris (interior), en forma de mariposa. En el centro se sitda una
pequefia abertura correspondiente al cc. Cc, canal central de la médula espinal.
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ventricular, que es continuacion del 4V (Figura 8).

El canal central del ratbn adulto esta constituido por un epitelio
pseudoestratificado de células ependimarias alargadas, astrocitos con cilio primario y
neuronas (Kutna et al. 2014). Las células ependimarias del cc se caracterizan por
presentar de uno a cuatro cilios de estructura 9+2, siendo la célula biciliada el tipo
celular mas comun (70%). Las células ependimarias del cc son diferentes a las células
ependimarias clasicas descritas en los ventriculos laterales. Ademas de presentar un
méaximo de 4 cilios, en el canal las células ependimarias son alargadas en vez de
cubicas y poseen un citoplasma mas electrodenso, aunque comparten la expresion de
proteinas como vimentina, CD24 y FoxJ1. Sus corpUsculos basales también son
diferentes a los de las multiciliadas, siendo en las células ependimarias del cc més
gruesos que los de las multiciliadas. Esto favorece la visualizacion del orificio central,
por lo que se dice que tienen forma de “donut”’, como los descritos en las células E2 de
la SVZ. La distribucion de estas células en el cc muestra una cierta regionalizacion,
mientras que dorsal y ventralmente s6lo aparecen preferentemente células uniciliadas y
algunas biciliadas, en las porciones laterales, por el contrario, podemos encontrar
principalmente células biciliadas (un 70% aproximadamente) y en menor proporcion,
tetraciliadas. Ademds, entre las células ependimarias se encuentran astrocitos y

neuronas en contacto con la cavidad ventricular (Alfaro-Cervello et al. 2012).

Curiosamente, la organizacién celular del cc difiere mucho entre mamiferos. Asi,
en el cc de primates, como el de Macaca fascicularis aparecen células multiciliadas en
los laterales del cc, mientras que las uniciliadas y biciliadas se mantienen en los polos
dorsal y ventral. Entre las células ependimarias se encuentran, como en el raton,
astrocitos y neuronas que también contactan con la cavidad. Las células uniciliadas y
biciliadas presentan cilios con corpusculos basales en “donut” como los del ratén, y las
células ependimarias multiciliadas son similares a las descritas en los ventriculos

laterales (Alfaro-Cervello et al. 2014).

En humanos adultos, el cc es una cavidad virtual, ya que se encuentra
estenosada, y esta formado por células E1 y biciliadas con cilios atipicos (Alfaro-
Cervello et al. 2014; Garcia-Ovejero et al. 2015) (Figura 9). Trabajos recientes han
demostrado en ratones, que son las células ependimarias biciliadas del canal las
principales responsables de la proliferacion postnatal durante el crecimiento generando

nuevas células ependimarias.
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Figura 9. Diagramas de la organizacion del cc propuesta en el ratén, macaco y humano adulto. Vision
coronal esquematica que muestra los distintos tipos celulares del cc y su organizaciéon. De izquierda a
derecha: ratén, macaco y humano. En el ratén se encuentran células ependimarias con hasta cuatro cilios,
aungue la mayoria son biciliadas. Astrocitos y neuronas se intercalan entre las células ependimarias y
contactan con la luz del canal. En el macaco aparecen células ependimarias multiciliadas en las paredes
laterales del canal y uniciliadas o biciliadas en los polos. También se intercalan astrocitos y neuronas como
en el ratdon. El cc de la médula espinal humana se encuentra estenosado. Est4 formado por células
ependimarias multiciliadas y entre los grupos de células discurren gruesos haces de expansiones
astrocitarias. Modificado de Alfaro- Cervello et al 2014

1.3 El tercer ventriculo

1.3.1 Localizacién, limites y descripciéon general de tercer

ventriculo

El 3V se localiza en el diencéfalo, estructura del SNC constituida a su vez por tadlamo e
hipotdlamo (Figura 10A). Consta de dos porciones, una dorsal (3Vd) y otra ventral (3Vv).
La dorsal esta conectada con el 4V y los VL y descansa sobre la adhesion intertalamica.
De ella, surgen dos ramas que descienden hacia la porcién ventral, una rostral y otra
caudal rodeando la adhesion intertalamica. La porcién ventral se encuentra flanqueada
por el hipotdlamo. Se trata de una cavidad estrecha trapezoidal en una seccién sagital.
Limita anteriormente con el Organo vascular de la lamina terminal (OVLT),
posteriormente con el area hipotalamica posterior y ventralmente con el quiasma optico

y la eminencia media (EM) (Figura 10B).
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Clasicamente se ha descrito que la pared del 3V se encuentra tapizada por
células ependimarias (multiciliadas) y células no ciliadas. La pared dorsolateral del 3V
presenta un epéndimo multiciliado, sin embargo, el suelo y paredes del infundibulo y el
resto de la regién caudoventral del 3V, presenta ademas células no multiciliadas. Existe
una delgada zona de transicion donde las células multiciliadas y no multiciliadas se
entremezclan (Walsh et al. 1978), que posteriormente algunos autores han denominado
como “overlapping zone” (zona de superposicion) (Pérez-Martin et al. 2010). Ademas,
en la regién anterior del 3V constituida por parte del OVLT, la regidén predptica y la
region paraventricular también estéan tapizada por epitelio no multiciliado (Mathew 2007).
El OVLT junto con la EM, esta ultima localizada en el suelo del infundibulo, son érganos
circunventriculares. Los Organos circunventriculares son pequefias estructuras que
bordean las cavidades ventriculares implicadas en diferentes funciones homeostéticas.
Se caracterizan por contener vasos sanguineos fenestrados por lo que carecen de
barrera hematoencefalica. Tapizandolos, contienen células mas o menos alargadas, que
contactan con estos vasos fenestrados y con el LCR formando una especie de barrera
hematoencefalica. Estas células siempre son no multiciliadas y estan consideradas cada
vez por mas autores como tanicitos. Sin embargo sé6lo se han aceptado completamente
como tanicitos las células que tapizan la EM (Johnson & Gross 1993; Mathew 2008)
(Figura 10C).

La cavidad del 3V se elonga ventralmente en lo que se ha denominado
infundibulo o receso infundibular, continuandose con el tallo hipofisario. Dicho receso
presenta lateralmente dos invaginaciones que le dan al suelo del 3V en un corte coronal

una apariencia biconvexa caracteristica (Figura 10D).
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Figura 10. Localizacion y morfologia del 3V. A) Diagrama de un corte sagital de cerebro de ratén, donde
se puede localizar el hipotalamo (morado) y el talamo (rojo). B) Diagrama de un corte sagital de cerebro de
raton donde se dibuja el recorrido del 3V constituido por dos porciones, la parte dorsal (3Vd), por encima de
la adhesion intertalamica y localizada en el tdlamo, y la ventral (3Vv), por debajo de la adhesion
intertalamica y situada en el hipotalamo. La EM, localizada en el limite ventral posterior del 3Vv, se continla
con la hipodfisis. C) Detalle del diagrama anterior en el que se muestra el 3Vv con sus limites. Estos son,
anterior, el OVLT, dorsal, la adhesion intertalamica, posterior, el hipotalamo posterior, y ventral, el nervio
6ptico y la EM. El 3Vv se continta con la hipdfisis por el receso infundibular, donde el 3Vv se estrecha y
alarga ventralmente. La pared lateral del 3Vv se encuentra tapizada mayoritariamente por células
multiciliadas (en blanco) y sélo rostral y caudalmente existen dos regiones tapizadas por células no
multiciliadas (en azul). D) Detalle del receso infundibular en una seccion coronal de cerebro de raton. Se
pueden observar las invaginaciones laterales en la porcion ventral. El suelo del receso lo forma la EM. EM,
eminencia media; NM, células no multiciliadas; OVLT, érgano vascular de la lamina terminal; QO, quiasma
6ptico; Ri, receso infundibular; 3Vd, tercer ventriculo dorsal; 3Vv, tercer ventriculo ventral.
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1.3.2 Region caudoventral e hipotalamo mediobasal. La

Eminencia Media

La regién caudoventral del 3V se encuentra inmersa en el hipotdlamo tuberal o
mediobasal (HMB) (Figura 11A). El hipotalamo esta formado por una amplia variedad de
grupos neuronales con diferentes funciones, todos ellos implicados en la supervivencia
del individuo, directa o indirectamente (Sternson 2013). Los nucleos hipotaldmicos que
contiene el HMB son el nucleo dorsomedial (DMH), el ventromedial (VMH) y el arcuato
(ARC) (Schwartz et al. 2000) (Figura 11B).

El HMB guarda una estrecha relacion con la hipofisis y parte de los axones de
las neuronas que se circunscriben al 3V terminan en la neurohipofisis. También es
sabido que los tanicitos de la EM se encuentran en contacto con los capilares del
sistema porta de la adenohipdfisis.
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Figura 11. El hipotdlamo mediobasal. A) Diagrama del hipotdlamo en vista sagital. El 3V abarca desde
mitad del area predptica hasta el hipotdlamo mamilar o posterior, el cual forma el limite posterior. La region
caudoventral, donde se encuentran los tanicitos esta situada en el hipotdlamo tuberal o HMB. B) Diagrama
del 3V de raton en seccion coronal a nivel del HMB. Los nucleos que rodean el 3V a este nivel son el DMH,
el VMH el ARC y la EM, que forma el suelo del 3V. ARC, nucleo arcuato; DMH, nucleo dorsomedial
hipotalamico; EM, eminencia media; HMB, hipotdlamo medio basal; PVH, nucleo paraventricular
hipotalamico; VMH, nicleo ventromedial hipotalamico.

La hipdfisis consta de 2 I6bulos, la adenohipdfisis y la neurohipdfisis. La
neurohipofisis se divide a su vez en la EM, el tallo infundibular y la pars nervosa y tiene
su origen en el neuroectodermo, por lo que se considera como una prolongacion del

hipotdlamo. Es por ello, que la EM se considera parte del hipotdlamo y parte de la
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neurohipofisis. La neurohipdfisis recibe terminales axonicos de las neuronas
magnocelulares del ndcleo supradptico (NSO) que vierten sus neurohormonas,
vasopresina (ADH) y oxitocina, directamente a la circulacion sistémica. Estos pasan a
través de la EM recorriendo el tallo infundibular. La adenohipdfisis, por el contrario,
produce hormonas en respuesta a las neurohormonas que recibe de los nucleos
hipotalamicos a través del sistema porta en la EM y no directamente de los terminales
axonicos como ocurre en la neurohipdfisis. En la EM se observa como una gruesa franja
ligeramente arqueada compuesta por axones provenientes de diferentes nucleos
hipotalamicos, algunos la atraviesan completamente hacia la neurohipdfisis, como
hemos visto, y otros terminan en la base de la EM, donde se localizan los capilares del
sistema porta. Entre ellos existe una red de células gliales (tanto de células
ependimarias, como astrocitos, microglia y oligodendrocitos) con abundantes
expansiones, lo que la convierte en una region hipocelular. Dorsalmente, la EM esta
tapizada por tanicitos, donde se localizan los somas, y ventralmente, por una capa de
vasos fenestrados, los capilares porta, con los que contactan los pies de los tanicitos y
los terminales axonicos de las neuronas parvocelulares de los nucleos ARC, NPV vy
VMH (Figura 12A). Los capilares porta forman parte también de otra estructura, la pars
tuberalis, formada por estos vasos fenestrados de la EM, una fina capa de tejido
conectivo que se continla con la meninge mas externa o piamadre y un epitelio
glandular que forma cisternas (Figura 12B). A través de la pars tuberalis, las
neurohormonas llegan a la adenohipoéfisis y generan una respuesta en forma nuevas

sefiales hormonales con distintos érganos diana.

El HMB esta implicado en el balance energético. EI ARC se compone de dos
tipos neuronales distintos, las neuronas-POMC vy las neuronas-AgRP/NPY,
denominadas asi en funcion del neuropéptido/s que producen. Las neuronas POMC
producen el neuropéptido anorexigénico pro-opiomelanocortina (POMC) y su
melanocortina derivada, la hormona a-melanocito estimulante (a-MSH, del inglés
Melanocyte Stimulating Hormone). Esta actiia en el nlcleo paraventricular hipotalamico
(PVH), que desencadena la via catabdlica a través de la adenohipdfisis, generando un
efecto anorexigénico en el organismo que aumenta el gasto energético, aumenta la
lipolisis y reduce la ingesta (Valassi et al. 2008; Sousa-Ferreira et al. 2011). Por el
contrario, las neuronas NPY/AgRP producen los neuropéptidos orexigénicos
neuropéptido Y (NPY) y la proteina similar a agouti (AgRP). Estos se envian al ntcleo
PVH donde se activa la via anabdlica efectora, con el objetivo de reducir el gasto
energético, aumentar la lipogénesis y la ingesta. Ademas, los péptidos orexigenos

ejercen una retroalimentacion negativa sobre el ARC, inhibiendo la produccién de
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POMC, es decir, inhibiendo la via catabdlica (Sousa-Ferreira et al. 2014; Blouet &
Schwartz 2010). El organismo cuenta con estimulos anorexigénicos que actian sobre el
hipotalamo como la insulina, leptina y estrégenos, y otros orexigénicos como como la
ghrelina y el factor de hormona del crecimiento (Valassi et al. 2008; Sousa-Ferreira et al.
2011). Debido a su estrecha relacibn a través de la EM con el sistema porta,
actualmente numerosos estudios relacionan a los tanicitos con diferentes vias de
regulacion endocrinas, incluido el balance energético, como la reproduccion, los ciclos
circadianos o el suefio (Nakane & Yoshimura 2014; Lechan & Fekete 2007; Hanon et al.
2008; Bernal 2007).
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Figura 12. Eminencia media y pars tuberalis. A) Seccion coronal del receso infundibular de rata y en
detalle la pars tuberalis. El recuadro de arriba a la derecha muestra la imagen panordmica donde se puede
observar la EM formando el suelo del receso infundibular. El resto de la imagen, abajo y a la izquierda,
muestra en detalle la organizacién de la pars tuberalis. La base de la EM esta en contacto con los capilares
fenestrados, o capilares porta. Un tejido conectivo rodea las cisternas del tejido glandular formado por
células secretoras, y un epitelio de células ciliadas y no ciliadas, que separa los vasos fenestrados de las
cisternas. B) Diagrama de la organizacion de la pars tuberalis y su relacion con los tanicitos. A, célula ciliada
del epitelio glandular; B célula no ciliada del epitelio glandular; ci, células ciliadas; ic, canales intercelulares;
IR, receso infundibular; ME, eminencia media; pc, capilar porta; sc, células secretoras; ta, terminal axonico;
uc, célula indiferenciada; 3v, tercer ventriculo; Bl y B2 corresponden a dos tipos de tanicitos que mas
adelante desarrollaremos. Modificado de Guerra et al. 2010.
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1.3.3 Los tanicitos

1.3.3.1 Definicion de tanicito

Los tanicitos son células ependimarias polarizadas que contactan apicalmente con la
cavidad ventricular y emiten un proceso basal largo que contacta con la superficie del
cerebro o con los vasos sanguineos (Horstmann 1954). En el 3V estan localizados en el
HMB tapizando las paredes ventral y ventrolateral (Akmayev et al. 1973). Los tanicitos
que tapizan la pared ventrolateral emiten procesos que penetran en los nudcleos
adyacentes, el DMH, VMH y el ARC. Los tanicitos ventrales, contactan con los vasos
sanguineos fenestrados o capilares porta de la base de la EM y algunos de ellos
también alcanzan la superficie del cerebro en su porcion basal (Guerra et al. 2010)
(Figura 13). Por su morfologia, clasicamente se les ha considerado glia radial
remanente. Comparten caracteristicas morfolégicas con la glia radial como el largo
proceso basal y la polaridad, y caracteristicas moleculares, como la expresién de GFAP,
vimentina, nestina 0 GLAST. Sin embargo, no son completamente superponibles, ya
gue existen moléculas que se expresan en los tanicitos pero no en la glia radial o en los
astrocitos. Por lo tanto, se ha llegado a la conclusién de que se trata de un linaje celular
diferente. Incluso los tanicitos, no constituyen una poblacion homogénea sino que se
han descrito diferentes subtipos atendiendo a razones morfoldgicas y/o funcionales
(Akmayev et al. 1973; Rodriguez et al. 2005).

1.3.3.2 Tipos de tanicitos descritos clasicamente.

Desde la década de los afios 70 han sido descritos 4 tipos de tanicitos en rata, a1, a2 y
B1, B2 basandose en la ubicacién espacial que ocupan y hacia donde lanzan su proceso
basal. Los tanicitos a1 tapizan la pared del 3V a nivel del nucleo VMH y parte del DMH,
intercalando su proceso basal entre las neuronas de estos nucleos. Los tanicitos a2 se
sitian a nivel del nicleo ARC y lanzan la mayoria de sus procesos basales dentro de
este nucleo, algunos contactando con vasos sanguineos (Akmayev et al. 1973; Bleier
1971; Akmayev & Popov 1977; Rodriguez et al. 1979). Hay controversia sobre si estos
tanicitos contactan directamente con las neuronas de los nuUcleos mencionados,
existiendo trabajos basados en la técnica de impregnacion argéntica de Golgi tanto a
favor como en contra (Rodriguez et al. 1979; Millhouse 1971). Desafortunadamente no
existen datos ultraestructurales a este respecto. Por el contrario, si se ha visto el
contacto de estos tanicitos con los vasos sanguineos que recorren dichos nucleos

hipotalamicos. Los tanicitos B1 tapizan las invaginaciones laterales en el receso
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infundibular (Amat et al. 1999) y proyectan sus procesos a la superficie del cerebro en el
limite externo de la EM, donde se localizan los capilares del sistema porta (Rodriguez et
al. 2010). Estas proyecciones también contactan con la lamina basal de los vasos
sanguineos del ARC (Rodriguez et al. 2010). Por ultimo, los tanicitos B2 tapizan la
superficie ventral del 3V en el receso infundibular y sus procesos basales terminan en

los vasos fenestrados de la base de la EM (Rodriguez et al. 1979).

Ultraestructuralmente, en la literatura no se encuentran diferencias entre los a1y
2, por lo que se refieren a ellas como tanicitos a. Son células cubicas de nucleo
redondeado y de cromatina laxa. Su citoplasma contiene abundantes polirribosomas,
vesiculas de clatrina, mitocondrias y aparatos de Golgi compuestos de pocos y
pequefnos dictiosomas. Superficialmente muestran abundantes microvellosidades y
protrusiones bulbosas citoplasmaticas. Se han observado cuerpos multivesiculados en
el interior de las protrusiones y en el citoplasma. Estas células se han definido como
carentes de cilio y de uniones estrechas. Por el contrario, presentan abundantes
uniones GAP. Sus procesos basales se caracterizan por contener abundantes
mitocondrias, microtubulos, filamentos intermedios y reticulo endoplasmaético liso (REL),
en la zona proximal al soma. No reciben contactos sinapticos como tales, ni sinaptoides

en el soma ni en los procesos basales (Rodriguez et al. 2005; Akmayev & Popov 1977).

Figura 13. Diagrama de un tanicito. En la imagen se
representan dos tanicitos, obviando la totalidad del proceso basal.
Se puede observar el contacto con la luz ventricular apicalmente y
basalmente con la lamina basal de un vaso sanguineo. LB, lamina
basal; T, tanicito; V, vaso sanguineo. Modificado de Wittkowski,
1998.
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Entre los tanicitos 1 y B2, por el contrario, los trabajos previos si muestran
diferencias morfoldgicas. Los B1 son células cilindricas de nucleo elongado que se
disponen formando un epitelio pseudoestratificado en las invaginaciones laterales del
receso infundibular. Contienen dictiosomas bien desarrollados, numerosas mitocondrias,
son frecuentes las gotas lipidicas y cisternas de REL, junto al resto de elementos
subcelulares de la via endocitica, como, vesiculas cubiertas y lisas y endosomas. La
superficie en contacto con la luz ventricular muestra abundantes microvellosidades y
protrusiones pequefias, con endosomas en su interior o grandes protrusiones
conteniendo abundantes polirribosomas. Una de las caracteristicas que se ha definido
en estas células es la presencia de amplias interdigitaciones. La parte proximal del
proceso basal esta ocupado por abundantes dictiosomas del aparato de Golgi, cisternas
de REL, microtubulos y filamentos intermedios (Rodriguez et al. 2005). La parte distal
del proceso tiene un didmetro uniforme y es rico en polirribosomas, microtubulos y
filamentos intermedios pero desaparecen los dictiosomas. Las uniones estrechas han
sido definidas Unicamente a lo largo del proceso basal, estando ausentes apicalmente
(Krisch & Leonhardt 1978; Mullier et al. 2010). También contienen uniones adherentes,
pero en este caso, repartidas por toda la membrana celular, incluido el proceso basal y
los pies terminales. Sus expansiones rodean terminales axdénicos completamente,
separandolos de la membrana externa limitante del cerebro y del espacio perivascular
de los capilares porta. La trayectoria y disposicion de los procesos basales coincide con
las de los axones de las neuronas GnRH (Hormona liberadora de hormona de
gonadotrofina), pero sélo se han descrito contactos sinaptoides en la regiéon preterminal
del proceso basal (Akmayev & Popov 1977; Rodriguez et al. 1979; Wittkowski 1998).

Los tanicitos B2 son células alargadas que tapizan el suelo del receso
infundibular. A diferencia de los B1, no presentan protrusiones en superficie, soélo
microvellosidades, aunque en las primeras son mas abundantes. Ademas si muestran
uniones estrechas apicalmente, junto con uniones adherentes, mientras que en las 1
no se han encontrado uniones estrechas apicalmente. En el citoplasma apical presentan
vesiculas de clatrina de alrededor de 100 nm de diametro, asi como vesiculas de
superficie lisa de alrededor de 130 nm de diametro distribuidas a lo largo de la
membrana plasméatica y en su citoplasma. Son también frecuentes aqui los cuerpos
multivesiculares, las formaciones tubulares paralelas a la superficie celular y abundantes
cisternas de reticulo endoplasmético rugoso (RER). Aqui, el aparato de Golgi se localiza
Unicamente en la parte proximal del proceso basal y esta bien desarrollado. En general,
los procesos basales son similares a los de las B1, aunque los de las B2 contienen

glucégeno y gotas lipidicas. Reciben contactos sinaptoides en toda la longitud del
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proceso basal y no soélo en la regién preterminal como en los tanicitos 1. Los terminales
de los tanicitos forman grupos unidos entre si por uniones adherentes y contactan con
los vasos sanguineos fenestrados, o capilares porta, de la EM. Entre estos grupos de
terminales, se intercalan los terminales nerviosos peptidérgicos y aminérgicos que
contactan también con los capilares porta (Akmayev & Popov 1977; Peruzzo et al. 2004,
Rodriguez et al. 2010).

La morfologia de las células y la estratégica disposicibn de las uniones
intercelulares otorgan a los tanicitos 3 una caracteristica funcional de la que carecen los
tanicitos a, el establecimiento de una barrera de aislamiento fisico entre la EM y el LCR
del 3V, y entre la EM y la region del nucleo ARC gracias a las extensas uniones
estrechas que abarcan desde las porciones basales hasta las apicales. Esto se ha
comprobado mediante la infusién de peroxidasa de rabano (HRP) en el ventriculo, que
difundia en el neuropilo alrededor del 3V excepto en la region de la EM (Brightman &
Reese 1969; Peruzzo et al. 2000). Por el contrario, al administrar por via intravenosa
HRP, solo era detectada en la EM, sin difundir al LCR ni al nacleo ARC (Mullier et al.
2010). La morfologia y distribucién de las uniones estrechas en los tanicitos 3, sumado a
gue la EM carece de barrera hematoencefalica, explica los resultados obtenidos
(Rodriguez et al. 2010).

Molecularmente los cuatro tipos de tanicitos también presentan diferencias, lo
gue podria implicar también diferencias funcionales. Los tanicitos a1, a2 y 1 expresan
el transportador de glucosa 1 (GLUT-1), mientras que los tanicitos B2 no lo expresan
(Peruzzo et al. 2004). Los transportadores de glutamato GLT-1 y GLAST también se
expresan de forma diferencial, mientras los tanicitos a expresan GLT -1 los B expresan
GLAST (Berger & Hediger 2001). Los 1 pero no los B2 expresan el receptor del factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF-IR) (Cardona-Gomez et al. 2000). Ademas,
varias proteinas de las vias endocitica y transcit6tica difieren de unos tipos a otros. Los
tanicitos B expresan caveolina-1 en el polo apical y en sus terminales de contacto de los
capilares porta, pero los a no, lo que sugiere que la endocitosis dependiente de
caveolina solo ocurre en los tanicitos B (Peruzzo et al. 2004). El estado fisiologico puede
hacer variar la expresion de determinadas proteinas en los tanicitos, sugiriendo la
participaciéon de los tanicitos en funciones hipotalamicas diversas (Garcia-Segura et al.
1994). Ademas, la edad también es un factor que influye en la expresion de

determinadas proteinas por los tanicitos (Zoli et al. 1995).
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1.3.3.3 Desarrollo de los tanicitos en el tercer ventriculo.

En el 3V, los tanicitos comienzan su desarrollo en rata en estadio embrionario 18/19
(E18-E19). Esta datacion conlleva mucha controversia debido al parecido
ultraestructural y molecular con la glia radial. Algunos autores consideran que la
diferenciacién a tanicito comienza postnatalmente y que las células que tapizan
ventralmente el HMB prenatalmente son glia radial y no tanicitos (Altman & Bayer
1978b; Altman & Bayer 1986). Tanto los tanicitos como las células ependimarias
finalizardn su desarrollo y maduracion postnatalmente (Schachenmayr 1967; Walsh et
al. 1978; Altman & Bayer 1978a; Altman & Bayer 1978b).

Los tanicitos tienen su origen en la misma matriz de la que surgen las neuronas
de los nacleos tuberomamilar hipofisiotropico y nacleo ARC (Altman & Bayer 1978b), es
decir, que la diferenciacion de los tanicitos va ligada estrechamente a la diferenciacion
de los nucleos hipotalamicos. Se han descrito mas de 1000 genes implicados en la
especificacion de los diferentes nucleos hipotalamicos. Algunos de estos genes son
expresados por los tanicitos en el adulto. Trabajos recientes han demostrado que dos de
estos genes, Rax y Lhx2, son también esenciales para la diferenciaciéon de los tanicitos.
En primer lugar, Rax determina que los tanicitos se localicen ventralmente en el 3V del
hipotalamo tuberal o mediobasal, dado que la expresion de Rax bloguea la expresion de
Rarres2, un gen expresado especificamente por el linaje de epéndimo multiciliado, por
lo que la expresidbn de ambos es complementaria. El raton haploinsuficiente Rax +/-
muestra la transformacion parcial de los tanicitos hacia células multiciliadas (Miranda-
Angulo et al. 2014), mientras que los ratones que carecen de forma selectiva de Rax en
los progenitores tempranos hipotalamicos pierden la expresion de todos los genes
especificos de tanicito (Salvatierra et al. 2014). Por otro lado, se ha identificado a Lhx2
como un regulador clave de la diferenciacion intrinseca de los tanicitos tanto en etapas
embrionarias como postnatales, manteniendo la activacion dependiente de Rax de
genes de determinacion a tanicito a la vez que la inhibe la expresién de genes
especificos de células ependimarias como Rarres2 o FoxJ1. Si eliminamos Lhx2
especificamente del hipotalamo tuberal en etapas embrionarias tardias, la expresion de
Rax desaparece y los tanicitos B adquieren un fenotipo intermedio, ya que presentan
morfologia radial tipica de los tanicitos, pero ademas, activan de forma ectopica la

expresion de FoxJ1, convirtiéndose en multiciliadas (Figura 14).
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Figura 14. Modelo para la accién de Rax y Lhx2 en el control del desarrollo de los tanicitos. Rax se
requiere para la expresion inicial de Lhx2 en los progenitores del hipotalamo ventrobasal. Posteriormente,
Lhx2 es necesario para mantener la expresion directa Rax en los progenitores, y finalmente actia para
promover la diferenciacion hacia tanicito mientras reprime la diferenciacion hacia células ependimarias
multiciliadas. Los defectos en el desarrollo de los tanicitos resultantes tras la pérdida de Lhx2, se deben
parcialmente a la expresion defectuosa de Rax

En conclusion, el gen Lhx2 es necesario para activar la expresion de Rax en los
progenitores neurales desencadenando su especificacion hacia tanicitos. Por otro lado,
Rax inhibe la expresion de FoxJ1 y Rarres2, genes de determinacion hacia células
multiciliadas. Tras el nacimiento, Lhx2 continGia siendo necesario para el mantenimiento
de la especificacion hacia tanicito activando la expresion de Rax en los precursores de

tanicitos.

Como hemos avanzado, el desarrollo de los tanicitos va estrechamente ligado al
de los nulcleos hipotaldmicos. Todavia no se conoce bien el desarrollo del hipotalamo y
descifrarlo ayudara a entender la citoarquitectura de sus nucleos y las conexiones entre
ellos, lo que facilitara el entendimiento de su funcionamiento. Asi por ejemplo, siguiendo
con uno de los genes protagonistas del apartado anterior, se ha comprobado que el gen
Rax juega un papel clave en el establecimiento de los nicleos VMH y ARC (Lu et al.
2013). Mediante estudios de linaje celular, se demostré que las neuronas de estos
ndcleos derivaban del neuroepitelio que expresa Rax (Lu et al. 2013). Es interesante
resaltar que los tanicitos en el adulto mantienen la expresion de Rax (Miranda-Angulo et
al. 2014).

Volviendo a los tanicitos, el desarrollo postnatal fue mas profundamente
estudiado por Walsh et al. en ratas de dia postnatal de PO a P10, demostraron que los
tanicitos localizados a nivel del nicleo ARC y en la EM no presentaban diferencias con
los de ejemplares adultos. Por el contrario, los tanicitos localizados en la pared
adyacente al nucleo VMH presentaban en PO una morfologia similar a la de los tanicitos
ventrales pero, con la edad, iban adquiriendo caracteristicas que los diferencian de
éstos, como el aumento de las interdigitaciones o la disminucion de microtabulos en el

proceso basal y su sustitucion por filamentos intermedios. Ademas, la superficie celular
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expuesta al lumen del ventriculo exhibe mayor nUmero de protrusiones celulares. Por
otro lado, también vieron que incrementaban el nimero de uniones GAP, escasas a PO,
donde mayoritariamente presentaban uniones adherentes (Walsh et al. 1978). Hay
autores que defienden que la maduracion completa de los tanicitos en rata se da a dia
postnatal P21 (Bruni et al. 1983) mientras que otros autores defienden que se da a dia
P34 (Schachenmayr 1967).

Aunque las células ependimarias multiciliadas comienzan a aparecer entre E14 'y
E16, aun persisten focos de ependimogénesis en el periodo postnatal de aspecto
pseudestratificado. Progresivamente estas nuevas células se van organizando en
monocapa y van desarrollando los cilios caracteristicos de las células ependimarias
maduras. Esta incorporacién de células ependimarias provoca el crecimiento de la
cavidad y el aumento de la regién ocupada por éstas con lo que se da una expansion
ventral de la porcion multiciliada (Walsh et al. 1978).

Inmunohistoquimicamente, el epitelio que reviste la cavidad ventricular del 3V en
P2-P3 expresa de forma generalizada Sox2. Sox2 es un factor de transcripcion
implicado en el mantenimiento de la autorrenovacion de las células madre, y se expresa
en las células madre neurales multipotenciales derivadas de células madre
embrionarias, en el embrion o el adulto (Ellis et al. 2004). Esto implica, en cierta manera,
gue los tanicitos a dias P2-P3 no han terminado su maduracién (Dahiya et al. 2011). Por
otro lado, a P2-P3 el epitelio no expresa GFAP ni nestina, dos marcadores de células
madre neurales, que posteriormente se expresaran en algunos subtipos de tanicitos en
el adulto (Dahiya et al. 2011).

Sobre el envejecimiento del epéndimo del 3V hay poca informacién. En la
senescencia, aumenta considerablemente el nimero de gotas lipidicas en el epéndimo,
tanto en células multiciliadas como en los tanicitos (Brawer & Walsh 1982). Ademas,
también se encuentran diferencias a nivel molecular, y mientras unas proteinas
aumentan su expresion, otras la disminuyen. Por ejemplo, dos de las proteinas
expresadas en los tanicitos como son la GFAP y la DARPP-32 (Dopamine-cAMP-
regulated phosphoprotein of 32kDa) tienen una evolucién opuesta en el envejecimiento,
mientras la DARPP-32 disminuye su expresion en ratas de 24 meses, la GFAP aumenta
un 300% (Zoli et al. 1995).
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1.3.3.4 Importancia de los tanicitos en la regulacion del eje hipotalamo-

hipofisario

Los tanicitos se han relacionado por su localizacion, su morfologia y sus marcadores
moleculares con la regulacion del eje hipotalamo-hipofisario. Se ha estudiado mas
intensamente su papel regulador en el balance energético, por lo que nos centraremos
en él. Son células capaces de recibir informacion del estado del organismo mediante
receptores localizados en su membrana apical, como es el caso de receptores de la
glucosa. Ademas, pueden transmitir segundos mensajeros como Ca2+ al igual que la
glia radial. Por dltimo, transmiten la sefial a las neuronas del ARC, por ejemplo,
mediante ATP activando la via ERK. Se ha visto que los tanicitos de las paredes
ventrolaterales, son capaces de transmitir la sefial a otros tanicitos contiguos
rdpidamente gracias a las uniones comunicantes que contienen en sus membranas. De
esta forma funcionan como un grupo coordinado de sefalizacién (Frayling et al. 2011,
Bolborea & Dale 2013). Los tanicitos también intervienen en la regulacion del
metabolismo energético y en el control de la reproduccién por accién sobre la glandula
tiroides, ya que la hormona tiroidea juega un papel critico en la respuesta de las
gonadas al fotoperiodo. Los tanicitos contienen las enzimas DIO2 y DIO3. DIO2
transforma la hormona tiroidea T4 (prohormona) en T3 (triiodotironina) implicada en el
control de la reproduccion (por secrecion de GnRH) y en el control del balance
energético por reduccién del gasto y aumento de las reservas en periodos de dias
cortos. DIO3, a la inversa, transforma T3 en T2 (forma inactiva). Estudios de genémica
funcional han demostrado que la luz del dia induce la produccion de hormona
estimulante de la tiroides (TSH), que actta sobre los tanicitos aumentando la expresion
de DIO2. De esta forma, cuanto mas largos son los dias, mayor la cantidad de DIO2 y
por tanto mayor cantidad de T3. En definitiva, mediante la regulacion de la expresion de
DIO2 y DIO3 los tanicitos regulan el efecto del fotoperiodo en la reproducciéon y el

metabolismo energético (Hanon et al. 2008; Nakane & Yoshimura 2014).

Ademas, la simple morfologia de los tanicitos es la que les ayuda a ser participes
de la funcién hipotalamica. A los capilares portales llegan los pies de los tanicitos de la
EM vy los terminales axénicos de neuronas hipotalamicas. Estos pies de tanicitos tienen
una gran capacidad de remodelacion y se ha observado que pueden permitir o bloquear
el contacto de los axones con los capilares a modo de regulacién del vertido de las
neurohormonas hipotaldmicas (Wittkowski 1998). Por otro lado, ademéas de regular la
salida de sustancias también regulan la entrada. Mediante el uso de leptina
fluorescente, se ha demostrado que los tanicitos presentan receptores de leptina en el

extremo del proceso basal, en contacto con los capilares portales, donde capta la leptina
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y mediante el importante aparataje de transporte vesicular la transporta hacia el LCR por
el interior de los tanicitos B1. Después la sefial es transmitida a las neuronas del ARC
mediante la deteccidon de los tanicitos adyacentes al ARC o directamente difundiendo al

parénquima, ya que no presentan uniones estrechas a este nivel (Balland et al. 2014).

Las uniones estrechas también estan implicadas en el siguiente mecanismo
propuesto. Los tanicitos ventrales presentan uniones estrechas apicalmente, lo que
separa el medio intersticial de la EM del LCR (Mullier et al. 2010). Las moléculas
sefializadores que llegan a los capilares porta difunden por el parénquima de la EM,
encontrandose bloqueada su salida al LCR por las uniones estrechas de los tanicitos
aqui localizados. En una situacion de ayuno, la ghrelina producida por el estémago
induce que estas uniones asciendan por la pared ventricular, llegando a presentarlas
tanicitos de las paredes del ARC. Ademéas aumenta el tamafio de los vasos capilares
porta que ascienden por el parénquima hasta el ARC. Mediante estos dos fendmenos se
conseguiria que el nivel de estas hormonas llegue hasta el ARC, bafiando directamente
estas neuronas con ghrelina y desencadenando la respuesta catabdlica y de ingesta
(Fanny Langlet et al. 2013).

1.3.3.5 ¢Existe la neurogénesis en el 3V?

Numerosos trabajos han atribuido a los tanicitos la capacidad de proliferar e incluso de
generar nuevas neuronas en condiciones fisioldgicas, pero siempre a tasas muy bajas.
Sin embargo, diferentes estimulos como cambios en las condiciones fisiol6gicas, dietas
ricas en grasa, el fotoperiodo (dias cortos de invierno), el ejercicio (Lee et al. 2012; Niwa
et al. 2015; Huang et al. 1998) y/o la administracién de factores de crecimiento (Pérez-
Martin et al. 2010; Xu et al. 2005; Kokoeva et al. 2005) son capaces de elevar esa tasa.
Esta caracteristica ha llevado a pensar a diversos investigadores que se trate de células
madre quiescentes. Numerosos autores se han aprovechado de esta capacidad para

activarse para estudiar la capacidad proliferativa de los tanicitos.

A pesar de todos los estudios existentes, todavia hay mucha controversia
respecto a la relevancia de la funcién proliferativa de los tanicitos en condiciones
fisiolégicas. Se sabe que los tanicitos son células proliferativas, con capacidad de
autorrenovacion y multipotenciales, es decir, tienen propiedades de célula madre. En
este sentido, Xu y colaboradores, separaron el epéndimo del 3V con Dil y vGFP (Green
fluorescence protein) y obtuvieron neuroesferas (administrando factores de crecimiento
in vitro) que se diferenciaron a neuronas y astrocitos (Xu et al. 2005). Sin embargo, la

baja tasa proliferativa del tanicito pone en duda si su aportacion como célula madre
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constitutiva es significativa y hacia qué linajes dan lugar in vivo. Tampoco se ha
alcanzado un consenso en cuanto a qué tipo de tanicito es el responsable de la
proliferacién (Lee et al. 2012; S C Robins et al. 2013). Quiza debido al uso de diferentes
formas y factores para activar la proliferacién, encontremos la activacién de un tipo
diferente de tanicito en cada caso. Por ejemplo, la estimulacion mediante una dieta
hipercalérica activa a los tanicitos B2 y por el contrario, la administracién de factores
como el IGF-l y el FGF estimula la proliferacion de los tanicitos a en la vecindad del
VMH (Pérez-Martin et al. 2010; Xu et al. 2005). Por dltimo, los protocolos de
administracién de BrdU para compensar la baja capacidad de divisién suelen ser muy
prolongados, de varios dias, con lo que nunca tenemos la certeza de que se estén

detectando células progenitoras y/o su progenie.

Es por ello que actualmente se estan utilizando animales transgénicos, en los
que sus células expresan GFP (Green Fluorescence Protein) bajo un promotor
determinado, con lo que cuando expresen la proteina de interés, se expresara la GFP
guedando marcadas de color verde. Estos modelos permiten el establecimiento de
linajes celulares siguiendo las células verdes a distintos tiempos desde el momento de
expresion de la GFP. Mediante el uso de animales GLAST::CreER™ se concluyé que el
tanicito que actuaba como célula progenitora era el tipo a2 dorsales, GLAST+, mientras
que utilizando animales FGF10::CreER™ eran los tanicitos B los que poseian capacidad
neurogénica (S C Robins et al. 2013; Haan et al. 2013) (Tabla 2).
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Tabla 2. Poblaciones proliferativas del hipotalamo. Modificado de Bolborea & Dale 2013.

Estimulacién

Introduccién

Identidad de la Metodp Diferenciacion Prollferaleon Edad Ref.
celular . - marcaje /peso animal
proliferacién
Neuroesferas, (Xu et al
bFGF y EGF BrdU neuronas y | ND Adulto 2005) ’
astrocitos
Tanicitos o FC: _est_lmula Proliferacion (Shearer
FL: inhibe BrdU, .
. . NE asociada a | | Adulto | et al.
EGF: estimula Ki67 es0 animal 2012)
AR: inhibe P '
Tanicitos  q, (Pérez-
astrocitos IGF-1 BrdU Neuronas NE P60 Martin et
subepend. al. 2010)
Células en
EM Ar .
VM;-l ¢ (Cifuentes
- Constitutiva BrdU NE NE Adulto | et al.
Tanicitos ayf,
. 2011)
astrocitos
subepend.
. Proliferacion
&lul Al D 5 B ) .
Células en Arc egeneracion .rdU, Neuronas AgRP | asociada a (Pierce &
y pocos | de neuronas | Ki67, POMC mantenimient P84 Xu 2010)
tanicitos a. NPY PCNA y
0 peso corp.
CNTE Neuronas NPY y | Proliferacion (Kokoeva
Células en constitutiva y BrdU POMC,; asociada a | | Adulto | et al.
Arc, VMH. oligodendrocitos | peso animal. 2005)
Pocos (Kokoeva
tanicitosay B | Constitutiva BrdU, Neuronas " NE Adulto | et al.
Ki67 VMH
2007)
Tanici 2 . Proliferacion
25;5:;3; Ber; Estimulado por | BrdU, Neuronas en EM asgci:dzcc; T P35- (Lee et al.
P Lo HFD Linaje-Cre | y algo en Arc . P75 2012)
parénquima peso animal.
Tanicitos a y Neuroesferas Pérdida de
B1,células en | Inhibido por | BrdU, . células (Li et al
i . , . . neuronas, glia, Adulto
parénquima HFD cronica Linaje-Cre . . madre lleva a 2012)
oligodendrocitos .
del Arc obesidad
BrduU Neuroesferas, (S C
Tanicitos a2 FGFb Lina'é-Cre neuronas, glia, NE Adulto | Robins et
! oligodendrocitos al. 2013)
Astrocitos Nuevas
Tanicitos B1y - BrdU, y neuronas (Haan et
B2 Constitutiva. Linaie-Cre neuronas en Arc, responden  a Adulto al. 2013)
! VMH y DMH. P '

ayuno/leptina

AgRP péptido relacionado con agouti; AR, acido retinoico; Arc, ndcleo arcuato; FGFb, factor de crecimiento
fibroblastico basico; EGF, factor de crecimiento de crecimiento epidérmico; FC, fotoperiodo corto; FL,
fotoperiodo largo; HFD, dieta hipercaldrica; IGF-1, factor de crecimiento similar a la insulina factor-1; ME,
eminencia media; NE, no estudiado; PCNA, antigeno nuclear de proliferacién celular; POMC, pro-
opiomelanocortina; VMH, nucleo ventromedial hipotalamico.
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En este trabajo establecemos una nueva clasificacién de los tanicitos del 3V,
detallando de forma exhaustiva su ultraestructura, el sistema ciliar y sus marcadores
moleculares especificos. Por primera vez describimos la existencia de tanicitos que no
expresan marcadores gliales, como la vimentina. Ademas intentaremos esclarecer el
linaje celular en el 3V en condiciones fisiol6gicas, mediante estudios de proliferacion y
trazado genético, para dar luz a la controversia establecida hasta el momento.
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2 Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

En este trabajo partimos de la hipotesis de que existen diferentes tipos de tanicitos
tapizando las paredes del 3V en base a su ultraestructura y que éstos tienen
caracteristicas diferentes en cuanto a su capacidad proliferativa y de diferenciacion.

2.2 Objetivos

El objetivo general del proyecto es, por tanto, caracterizar la pared del 3V de ratén
adulto y durante el desarrollo, determinando los criterios diferenciales de los distintos
subtipos de tanicitos y establecer aquél que posee capacidad proliferativa y de
diferenciaciéon gliogénica y/o neurogénica. Por Ultimo, pretendemos establecer la

relacién entre los mismos estableciendo un posible linaje celular.
Los objetivos, podriamos enumerarlos como:

OBL1. Caracterizacion morfolégica y molecular del 3V en ratones adultos. Clasificacion y

descripcién detallada de los tipos de tanicitos que forman la pared del 3V.

OB2. Caracterizacion morfolégica de las paredes del 3V en el desarrollo y el

envejecimiento.

OB3. Estudio de las propiedades proliferativas in vitro e in vivo de los diferentes tipos
celulares de la pared del 3V y su capacidad de diferenciacion en el tiempo.

OBA4. Estudio temporal de la remodelacién de las paredes del 3V y la relacion de linaje

que existe entre los diferentes tipos de tanicitos en el raton adulto.
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3 Material y metodos

3.1 Animales

En el presente trabajo se han utilizado un total de 123 ratones, 91 CD1 macho, 12
ratones VimCreERT;mtdTom-mGFPflox/+ macho proporcionados por el Dr. Stefan
Engelhardt (Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Technische Universitat Minchen
(TUM), Miinchen, Germany) y 12 Rax:CreER™-mGFP (Rax::CreER™) macho
proporcionados por el Dr.Seth Blackshaw (Department of Neuroscience, Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, USA).

El mantenimiento y la utilizacién de todos los animales se realizaron de acuerdo
a las recomendaciones de la Unién Europea (86/609/EEC) y de Espafia (RD1201/2005),
siguiendo protocolos aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Valencia y

la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico y Desarrollo Rural.
Estos animales fueron distribuidos de acuerdo a los objetivos previstos (Tabla 3):

OB.1. La caracterizacion morfologica de la pared del 3V de ratdon se llevé a cabo en 8
ratones CD1 macho P60 mediante el analisis ultraestructural de secciones coronales
empleando el microscopio electrénico de transmision (TEM). Otros 3 ratones también
fueron estudiados al TEM pero tras un seccionado especial llamado “en face”, en el que
se comienza a cortar con la superficie del ventriculo paralela a la cuchilla, con el objetico
de estudiar los tanicitos desde su superficie. 3 ejemplares, también CD1 machos P60,
fueron empleados para el estudio de la superficie ventricular con el microscopio

electrénico de barrido (SEM).

La caracterizacién molecular se llevé a cabo en 37 ratones macho CD1 P60y 3
VimCreERT;mtdTom-mGFPflox/+ (desde ahora, Vim::CreER ™). 25 ratones macho CD1
P60 se estudiaron mediante inmunofluorescencia con diversos marcadores (ver tabla de
marcadores). De éstos, en 19 se realizaron secciones coronales y los 6 restantes se
procesaron para la técnica “whole mount”, en la que se disecciona el 3V, dejando la
pared ventricular expuesta, sobre la que se realiza la inmunofluorescencia. Para
microscopia electrénica de inmuno-oro se utilizaron 10 ratones (ver tabla marcadores)
en secciones coronales y 2 en “whole mount”, que fueron cortados en “en face” para su
estudio al TEM. Por dltimo, se emplearon 3 ratones Vim::CreER ™ con tiempos cortos de
induccion de la expresion de GFP para el estudio molecular, como otro abordaje para la

deteccidn de la proteina vimentina.
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OB2. Para el estudio de desarrollo se realizé una caracterizacion morfolégica mediante
el andlisis al TEM de 3 ratones para cada una de las siguientes edades, P7, P15 y
P660.

OB3. Para el estudio de las propiedades proliferativas in vivo e in vitro de los diferentes
tipos celulares de la pared del 3V y su capacidad de diferenciacion en el tiempo se

emplearon un total de 38 ratones macho CD1 P60.

Para el estudio de la proliferacion in vivo se utilizaron protocolos con tiempos
cortos de supervivencia tras la administracién de marcadores exdgenos y el andlisis de
marcadores endogenos. 9 fueron empleados para detectar la 5-bromo-2-deoxyuridina
(BrdU) (marcador exdgeno), 4 para la técnica de autorradiografia mediante la timidina
tritiada (°H-timidina) (marcador exdégeno) y 5 para la deteccion de la proteina Ki67
(marcador enddgeno). De ellos 3 fueron destinados a inmunofluorescencia y 2 a inmuno

“postembedding” en cortes semifinos.

Para el estudio de la capacidad proliferativa in vitro se llevaron a cabo cultivos de
neuroesferas a partir de 10 ratones P60 CD1 macho, un ensayo clonal a partir de 4
ratones también P60 CD1 macho y cultivos organotipicos a partir de 3 ratones de las

mismas caracteristicas para la activacion in vitro de la proliferacion de la pared del 3V.

Para el estudio de diferenciacion in vivo se llevaron a cabo protocolos de trazado
celular mediante la administracion de analogos de la timidina (BrdU y 3H-timidina) con
periodos de supervivencia de 10 dias. Se administré BrdU a 3 ratones P60 y 3H-timidina

a 2 ratones para su revelado mediante autorradiografia.

OB4. Utilizamos la técnica del linaje genético con animales CreRT, mediante protocolos
de pulso y caza para determinar la relacion entre los diferentes tipos de tanicitos como
estirpe. Seguimos el linaje de los tanicitos vimentina mediante el raton Vim::CreER™ y
de los tanicitos Rax mediante el raton Rax::CreER™. Se les administr6 tamoxifeno (4-
OHT) para inducir la expresion de GFP bajo los diferentes promotores, y se sacrificaron
a distintos tiempos; tiempos corto (no mas de 5 dias) y largo (un mes). Para cada linaje
se utilizaron 12 ratones (3 para tiempo corto, 3 para tiempo largo y 3 controles en cada

caso).
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Técnica Animales Estudio

TEM P60 8 OB1 Caracterizacion morfologica

TEM P60, “en face” 3 en el adulto

TEM P7 3 OB2 Caracterizacion morfologica

TEM P15 3 en el desarrollo

TEM P660 3 OB2 Cara.lctgriz.acién morfologica
en el envejecimiento

SEM 3 OB1 Caracterizacion morfolégica
en el adulto

Inmunofluorescencia en secciones 19

Inmunofluorescencia en “Whole Mount” | 6 OB1 Caracterizacion molecular en

Inmuno-oro en secciones 9 el adulto

Inmuno-oro en “whole mount” 2

Ki67 Inmunofluorescencia 3 OB3 Proliferacion in  vivo.

Ki67 Inmuno. en semifinos 2 Marcador endégeno

BrdU 1d sO 3

BrdU 5d s0O 3 . ., . .

e 003 S e

3H-timidina 1d sO 3

3H-timidina 10d sO 2

BrdU 10d s10 3 OB3 Potencial de diferenciacion in

3H-timidina 10ds10 2 Vivo.

Cultivos de neuroesferas 10 OB3 Proliferacion in vitro

Ensayo clonal 4 OB3 Proliferacioén in vitro

Cultivo organotipico 3 OB3 Proliferacion in vitro

Vim::CreER™ 12 OB4 Linajes

Rax::CreER™ 12 OB4 Linajes

3.2 Fijaciones

A excepciéon de los animales empleados para la realizacion de técnicas in vitro, los

animales fueron fijados principalmente por perfusion empleando distintas soluciones

fijadoras, segun el estudio a realizar, que se especifican en la tabla siguiente. Los

animales empleados para el “whole mounts” fueron perfundidos con solucién salina

0.9% y posteriormente fijadas por inmersién durante 12 horas a 4°C, para preservar la

integridad de la superficie celular (Tabla 4). La técnica de la perfusion se explica mas

adelante en el apartado de

procesado

43

histolégico de las

muestras.



Material y métodos

Tabla 4. Fijaciones empleadas en cada tipo de técnica.

Tipo de estudio Edad Fijacion Fijador
Morfologia (TEM) P60, P7, P15, P660 @ Perfusion PFA 2% GA 2,5%
Morfologia (SEM) P60 Inmersion = PFA 2% GA 2,5%
Inmunohistoquimica y

_ -~ P60 Perfusion = PFA 4% GAO0,5%

“postembedding” (semifinos)
Inmuno-oro "preembedding" P60 Perfusion = PFA 4% GAO0,5%
Inmunofluorescencia sobre )

P60 Inmersion. PFA 4%
"whole mount"
Inmunohistoquimica e y
_ _ P60 Perfusion PFA 4%
inmunofluorescencia
Inmuno-oro "preembedding" y

P60 Inmersion. | PFA 4% GAO0,5%
sobre "whole mount”

3.3 Disefno experimental

3.3.1 Inyeccién de BrdU y 3H-timidina

Para el estudio de la proliferacién in vivo se inyectd intraperitonealmente (i.p) BrdU a
una concentracion de 50mg/Kg (Sigma Aldrich) por dosis, para inmunihistoquimica, y
SH-timidina a una concentracién de 1.67ul/g de una solucién con una actividad
especifica 1mCi/ml (Perkin Elmer) por dosis, para autorradiografia. El nimero de dosis

administradas se especifican en los protocolos de administracién siguientes.

Se llevaron a cabo tres disefios experimentales distintos para estudiar la
proliferaciéon in vivo en inmunohistoquimica. Se realizé un estudio de la proliferacion a
corto plazo en el que 3 ratones recibieron 4 inyecciones a intervalos de 2 horas y se
sacrificaron 2 horas tras la dltima inyeccién (Grupo BrdU 1d s0). En el segundo
protocolo para el estudio de proliferacion in vivo aumentamos el nimero de dosis
consistiendo en, una dosis de BrdU i.p cada 12 horas durante 10 dias a 3 ratones y
sacrificio 12 horas después de la Ultima inyeccién, para aumentar el nimero de células
marcadas (Grupo BrdU 10d s0). Dado que observamos una localizacion especifica a los

10 dias de inyecciones, quisimos ver qué sucedia a mitad de tiempo, con lo que
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inyectamos cada 12 horas durante 5 dias a 3 ratones mas, y sacrificamos 12 horas

después de la ultima inyeccion (Grupo BrdU 5d s0).

Para detectar células de nueva generacion mediante inmunohistoquimica,
realizamos el protocolo de una inyeccion cada 12 horas durante 10 dias, y sacrificio a
los 10 dias (Grupo BrdU 10d s10).

Los protocolos de administracién de 4 inyecciones a intervalos de 2 horas y
sacrificio 2 horas tras la Ultima inyeccion (Grupo 3H-timidina 1d s0O), de inyecciones
durante 10 dias (dos inyecciones por dia, una cada 12 horas) y sacrificio a las 12 horas
tras la dltima inyeccion (Grupo °H-timidina 10d s0), o tras 10 dias de supervivencia
después del mismo protocolo de administracion anterior (Grupo 3H-timidina 10d s10), se
repitieron administrando ahora 3H-timidina en 2 ratones por grupo para su estudio al
TEM por autorradiografia (Figura 15).

Br

j j Perfusién

dU

iy

/'

2h 2h 2h 2h

S 4

J110 00077 oo
|

I T T T T
dial dia2 dia3  diad dia5

|ji jf |j ij f |'j |/ f |j |/ |'f ij |j |j |j |j 1! if Ij ‘,i IP erfusion

dial  dia2 dia3 disd dia5 dia6 dia7 dia8 diad dia10

A

|‘j lj ij if ij lf |j lj |j ij l'f lf |j Ij |j |j |j |] i! lf _____ Perfusion ILT’Z"F"’?":’:SE’GG
dila‘l di::'iZ dl'laB dl'la4 dilaS di:iﬁ dl'la? di;aS dI'TaQ di:310 dia 20
3H-timidina

j j l »f Perfusion

2h 2h 2h 2h| Tiempo corto de

supervivencia
2x

F1100 0001010107001

rerfusién
I T T T T T T T T T 1
dial dia2 dia3  dia4 dia5 diaé dia7 dia8 dia9 dia10
A
j ] j j / j ’ / j i ! j j j i j ! j f j Perfusién Tiempo largo de
el 1 1 Ll 1 1 | Ll 1 1 11 | N I supervivencia
dial dia2 dia3 diaé  dia5 die dia7 diad diad dial0 dia 20

Figura 15 Protocolo de administracion de BrdU y 3H-timidina.
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3.3.2 Activacion de la expresion de GFP bajo el promotor de la

vimentina o Rax.

Para el protocolo de “tiempo corto”, los ratones Vim::CreER™ recibieron una inyeccion
cada 24h de tamoxifeno (4-OHT) durante 5 dias para activar la expresion de GFP en las
células que expresaban vimentina y se sacrificaron a los 5 dias tras la uUltima inyeccion.
Para el protocolo de “tiempo largo”, los animales recibieron también una inyeccion cada

24 horas de 4-OHT durante 5 dias y se sacrificaron a los 30 dias tras la Ultima inyeccion.

En el caso del linaje Rax, a los ratones Rax::CreER™ se les administr6 4-OHT
cada 24 horas durante 5 dias y se sacrificaron tras 3 dias después de la ultima inyeccion
para el estudio de “tiempo corto”. Otro grupo de ratones Rax::CreER'™ recibieron la
misma administracién de 4-OHT con supervivencia de 30 dias para el estudio de

“tiempo largo”.

En todos los casos, el 4-OHT se administré diluido en “corn oil” via i.p. a una

concentracion de 75mg/kg.

3.4 Procesado histolégico de las muestras

3.4.1 Microscopia electronica de transmision

Los ratones fueron anestesiados profundamente hasta el nivel de inconsciencia
mediante la inyeccién de una dosis subletal del pentobarbital sédico (Eutanax) antes de
la perfusién. Los ratones fueron fijados por perfusion intracardiaca con una solucion de
paraformaldehido (PFA) 2% y glutaraldehido (GA) 2,5% en tampoén fosfato (PB) 0,1M.
Previo a la perfusion con la solucion fijadora, los ratones se exanguinaron mediante
perfusion con solucién salina. Los cerebros se extrajeron y postfijaron 12 horas en la

misma solucién a 4°C. Posteriormente fueron lavados con PB 0,1M.

Los cerebros se cortaron en secciones transversales de 200 um en el vibratomo
(VT 1000M Leica) y se postfijaron en osmio al 2% en PB 0,1M durante 1,5 horas,
lavados con agua destilada, deshidratados en soluciones de concentracion creciente de
etanol y contrastados con acetato de uranilo al 2% en etanol al 70% durante 2 horas.
Tras concluir la deshidratacién con etanol absoluto, las piezas se sumergieron en 6xido
de propileno 20 minutos, las secciones fueron incluidas en resina epoxi (Sigma Aldrich).
Tras la polimerizacibn a 70°C durante 72 horas, las piezas fueron cortadas con el

ultramicrotomo (EM UCSG6 Leica) utilizando una cuchilla de diamante secciones semifinas
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(1,5 pm). Estas se tifieron con azul de toluidina al 1% a 70°C. Posteriormente se
realizaron secciones ultrafinas que se recogieron en rejillas de ojal y se contrastaron con
citrato de plomo (Solucién de Reynolds). Las secciones semifinas fueron estudiadas al
microscopio éptico ECLIPSE EB00 (NIKON) y los ultrafinos al TEM (Spirit FEI Tecnai).
Las imagenes se tomaron con la camara digital modelo “Morada” (Soft Imaging System,

Olympus).

3.4.1.1 Reconstrucciones tridimensionales

Para tener una vision completa de cada tipo celular presente en las regiones de estudio
(ventral y ventrolateral del hipotdlamo mediobasal), realizamos un estudio tridimensional
en 3 animales diferentes. Para ello se realizaron cortes ultrafinos de 60-70 nm de grosor
gue se colocaron de forma consecutiva en rejillas de ojal (Figura 16), llegando a obtener
una media 200 ultrafinos por region de estudio y animal. Se escogieron células
aleatoriamente de los ultrafinos centrales de la serie completa para cada region de
estudio, las cuales fueron fotografiadas en todos los ultrafinos consecutivos hasta su
reconstruccion completa, o en el caso de reconstruccion de cilios, hasta que perdieron el
contacto con la luz ventricular. De esta forma obtuvimos informacion de su morfologia
tridimensional, numero de cilios, etc., como complemento a la caracterizacion
ultraestructural que obtuvimos analizando un solo plano mediante el estudio al TEM

convencional. Fueron reconstruidas un total de 31 células.

Figura 16. Reconstruccioén tridimensional. A) En la imagen se muestra el ojal de una rejilla donde se
pueden apreciar 25 secciones ultrafinas contiguas. B-G) Un aparato ciliar, fotografiado en ultrafinos
consecutivos, de modo que, podemaos apreciar su estructura completa en 3D.
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3.4.1.2 Autorradiografia

Los ratones inyectados con 3H-timidina fueron procesados del mismo modo que los
destinados a microscopia electronica de transmision, tal y como se describe en el
apartado 3.4.1. Se cortaron secciones semifinas (1,5 pm) que se cubrieron en oscuridad
con emulsion autorradiogréfica tipo NTB (Kodak), previamente atemperada a 40°C. Los
portaobjetos cubiertos de emulsion, se dejaron secar a temperatura ambiente durante
12 horas y se incubaron un mes a 4°C en cajas opacas con silicagel para evitar el
exceso de humedad y favorecer el secado de la emulsion, manteniéndolos en todo
momento en oscuridad. Posteriormente, la emulsion fue revelada siguiendo el proceso
tradicional de revelador (revelador G-150, AGFA) — agua - solucion fijadora (tiosulfato
sodico al 30% en agua). Tras lavarlos bien con agua corriente, se dejaron secar a
temperatura ambiente y los semifinos fueron tefiidos con azul de toluidina. Los
autorradiogramas obtenidos fueron analizados bajo el microscopio éptico Nikon (E800,
Eclipse) para determinar la presencia de células marcadas con 3H-timidina,
considerando como tales aquellas que presentaban marcaje en el nlcleo en mas de tres
cortes semifinos consecutivos y al menos 3 granos. Se tomaron fotografias panoramicas
y de detalle (100x) de las células seleccionadas, se pegaron bloques polimerizados de
resina epoxi con cianocrilato a cada semifino y se transfirieron los semifinos a los
nuevos bloques por contraste brusco de temperatura. A partir de ellos se cortaron
ultrafinos para estudiar cada célula al TEM que fue reconocida gracias a las imagenes
de microscopia éptica que fueron tomadas previamente en los semifinos (Doetsch et al.
1999). (Figura 17).
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Figura 17. Técnica de autorradiografia. A) En el diagrama se explica el revelado de la marca radiactiva
incorporada por una célula en fase S. Tras bafiar con emulsion fotografica el portaobjetos, precipitan
granulos de plata en dicha emulsion localizada sobre la célula que ha incorporado particulas radiactivas,
debido a la emisidn beta de esas particulas radiactivas. B) Semifino en el que se observan los granulos de
plata sobre la célula marcada. C) Ultrafino donde podemos reconocer la célula que veiamos marcada en el
semifino (asterisco). Es necesario orientarse con el semifino, ya que en el ultrafino la emulsién la perdemos.
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3.4.2 Microscopia electronica de barrido

Para la técnica del SEM, los ratones fueron perfundidos con solucion salina y se les
extrajo el cerebro para diseccionar el 3V. La diseccion se realiza rapidamente para
poder fijar cuanto antes el tejido y quede lo més aproximado a cuando el animal estaba
vivo. Para la diseccién se realizé un corte coronal entre el cerebelo y el resto del
encéfalo para dejar expuesto el acueducto, y otro corte coronal rostral, anterior a los
ventriculos laterales con la finalidad de conseguir una superficie plana para poder
apoyarlo en dicha superficie. Seguidamente fijamos el cerebro a una placa con base de
silicona mediante alfileres entomolégicos de manera que el acueducto quede en la parte
superior. Desde la cavidad expuesta, con ayuda de un microbisturi, realizamos varios
cortes en la parte dorsal de la cavidad. Con la ayuda de los alfileres entomolégicos
vamos abriendo la cavidad conforme cortamos hasta que llegamos a la cavidad del 3V.
Este lo abrimos también dorsalmente, asi nos aseguramos no tocar la pared lateral y
evitamos dafar la superficie, y finalmente realizamos un Unico corte ventral para separar
las dos paredes laterales del ventriculo. El tejido diseccionado se fij6 entonces por
inmersion en PFA al 2% y glutaraldehido al 2,5% durante una hora. A continuacion las
muestras se postfijaron en osmio al 1% durante 45 minutos y tras varios lavados, se
deshidrataron con soluciones crecientes de etanol, concluyendo con el punto critico con
COs,. Tras el sombreado con oro paladio, se observaron en al SEM (S-4100, Hitachi)
(Ohata et al. 2015).

3.4.3 Inmunohistoquimica

3.4.3.1 Inmunohistoquimica general

Los ratones se perfundieron con solucion salina seguida de PFA al 4% tras ser
profundamente anestesiados. Los cerebros fueron postfijados en la misma solucién
fijladora 12 horas a 4°C. Tras lavarlos con PB 0,1M, los cerebros fueron deshidratados
mediante soluciones de concentracién creciente de alcohol y tras un ultimo lavado en
xileno, fueron incluidos en parafina. Cada cerebro se cort6 en secciones de 7um,

completando 6 series con cada uno.

Para las inmunofluorescencias, llevadas a cabo para la deteccion de CD24, FGF-
10, GFAP, EAATL, Acsa-1, Ki67, nestina, S1008 y vimentina; las secciones fueron
previamente desparafinadas e hidratadas. A continuacion, se llevo a cabo el proceso de
desenmascaramiento de antigeno incubando las secciones en una solucion de
Inmunosaver (EMS) 1:200, durante 20 minutos a 120°C y 103kPa en el “Retriever”
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(EMS). Se bloqued el tejido en una solucién de NGS 5%, caseina 1% en PBS con Triton
X-100 al 0,2% y BSA al 1% (PTA) durante 1 hora. Los anticuerpos primarios se
incubaron en PB 0,1M con 1% de NGS 12 horas a 4°C. Tras lavar reiteradamente, se
incubaron los anticuerpos secundarios, conjugados con marcadores fluorescentes, en
PTA con 5% de NGS durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las secciones fueron lavadas e incubadas 10 minutos en DAPI a una
concentracion 1:1000 y finalmente montadas con Fluorsave (Calbiochem).

Para la inmunocitoquimica contra BrdU, una vez desparafinadas e hidratadas las
secciones, se incubaron en HCI 2N durante 20 minutos a 37°C, seguido de 15 minutos
en tampon borato (pH 8.5) consiguiendo la desnaturalizaciéon del ADN para que el
anticuerpo pudiera acceder a la BrdU. Posteriormente se bloqueé el tejido con una
solucion de PTA con NGS al 5% y caseina al 1% durante 1 hora. Se utilizaron
anticuerpos secundarios conjugados con marcadores fluorescentes o biotinilados. En el
caso de los fluorescentes, se incubd el anticuerpo 1 hora a temperatura ambiente,
posteriormente las secciones fueron incubadas 10 minutos en DAPI 1:1000 y montadas
con Fluorsave. En el caso de utilizar anticuerpos secundarios biotinilados, las secciones
se incubaron en H;O, al 3% antes del tampdn bloqueo. El anticuerpo secundario
biotinilado también se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Tras ello se hizo una
amplificacién de la sefal con el Complejo Avidina/Biotina (ABC, Vector) y se revel6 con
3,3'-Diaminobenzidina 0,05% (DAB, Sigma Aldrich). A continuacion, los cortes fueron
deshidratados con concentraciones crecientes de etanol y xileno para finalmente ser

montadas con Eukitt (Deltalab).

Las secciones se estudiaron bajo el microscopio Optico Nikon Eclipse 80i de
florescencia y el microscopio confocal FV1000 Olympus. Las imagenes tomadas al

confocal se analizaron con el programa Olympus Fluoview versién 3.1.

3.4.3.2 Inmunofluorescencia sobre “whole mount”

Los ratones fueron perfundidos con solucion salina, tras ser previamente anestesiados.
Se extrajo el cerebro de cada raton, se diseccioné el 3V del mismo modo que para el
estudio al SEM vy finalmente fue fijado por inmersion en PFA al 4% con Triton X-100
0,5% a 4°C durante 12 horas. Tras varios lavados con PBS se diseccion6 finamente la
pared del 3V con el fin de reducir el grosor de la muestra para facilitar su montaje
porterior. Se bloqueé el tejido en PBS con Triton X-100 0.5% y 10% NGS durante 1
hora. El mismo tampdn bloqueo se utilizé para incubar los anticuerpos primarios durante

48 horas a 4°C. Los anticuerpos secundarios, conjugados con marcadores
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fluorescentes, se incubaron también en el mismo tampdén durante 24 horas a 4°C.
Finalmente, se incubd el tejido en DAPI 1:1000 durante 10 minutos, y se procedid a su
montaje en Mowiol-4-88 (Polysciences,Inc.). Para ello ideamos y patentamos (Cédigo de
patente: 000549) un dispositivo utilizando una impresora 3D, que posee el tamafio de un
cubreobjetos de (24 mm x 60 mm) y 5mm de grosor (algo menor que el grosor de las
muetras), el cudl presenta dos orificios de 1 cm de diametro y separados entre ellos por
1 cm. El montaje que se llevo a cabo era el siguiente, sobre un cubreobjetos fijaAbamos
mediante cianocrilato el dispositivo en el centro del mismo. Colocamos la muestra en
uno de los orificios con la superficie ciliada hacia arriba, rellenamos con Mowiol, y
gracias a que este endurece, tras haber puesto el cubreobjetos y afiadir algo de peso,
se quedaba fijado y la superficie ventricular quedaba en contacto con el cubreobjetos.
De este modo conseguiamos corregir la curvatura de la superficie y era posible
enfocarla por completo. Las proteinas detectadas en inmunofluorescencia en “whole

mount” fueron, la y-tubulina y la vimentina.

3.4.3.3 Inmuno-oro “preembedding” en secciones coronales

Los animales se perfundieron con solucién salina al 0,9% seguida de PFA al 4% - GA
0,5%. Los cerebros se postfijaron en la misma solucién fijadora durante 12 horas. Tras
lavarlos con PB 0,1M se cortaron secciones de 100 um en el vibratomo, se lavaron en
PB 0,1M y se crioprotegieron en sacarosa al 25%. Las secciones se sometieron a 4
ciclos de congelacion-descongelacién en metilbutano a -60°C con el fin de permeabilizar
el tejido. A continuacion, las secciones se lavaron en PB 0,1M, se bloguearon en
seroalbumina bovina-c (BSA-c, Aurion) y se incubaron en el anticuerpo primario en
tampén bloqueo durante 72 horas a 4°C. Los anticuerpos utilizados en inmuno-oro
fueron, vimentina, Acsa-1, EAAT1, GFAP, GFP, y nestina, todos ellos incluidos en la
tabla 5 de Anticuerpos primarios utilizados, pero la concentracién utilizada para esta
técnica fue el doble de la indicada en la tabla. Las secciones se lavaron en PB 0,1M, se
bloquearon en BSA-c al 0,5% y gelatina de pescado al 0,1% durante 1 hora y se
incubaron en el anticuerpo secundario conjugado con oro coloidal (1:50) durante 24
horas. Las secciones se lavaron en PB y en acetato sddico al 2%. Luego se realiz6 una
intensificacién con plata empleando el kit del fabricante (Aurion), y las secciones se
lavaron de nuevo con acetato sédico al 2%. Para estabilizar las particulas de plata, se
incubaron las secciones con cloruro de oro al 0,05% durante 10 minutos a 4°C y se
fijaron con tiosulfato sédico al 0,03% y con PB 0,1M. Finalmente, las secciones se

postfijaron en glutaraldehido al 2% durante 30 minutos, se lavaron en PB 0,1M. A
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continuacion se llevo a cabo el procesado para TEM con la Unica salvedad de que la
postfijacion se realiz6 con Osmio al 1% con glucosa al 7% para evitar que se
oscurecieran demasiado y dejarnos ver la marca de la inmuno-oro. Todo el procesado
posterior fue similar hasta la obtencién se semifinos. Tras seleccionar en el microscopio
optico los semifinos con el marcaje de interés, éstos se transfirieron a nuevos bloques

de resina epoxi y se cortaron ultrafinos que se examinaron en el TEM.

3.4.3.4 Inmuno-oro “preembedding” en “whole mount”

Para esta inmuno-oro, partimos de disecciones del 3V iguales a las utilizadas para la
inmunofluorescencia en “whole mount”. La inmuno-oro también siguié el mismo

protocolo que para una inmuno-oro convencional hasta su inclusion en resina epoxi.
“En face”

El seccionado de la inmuno-oro del “whole mount” es especial, dado que hay que
orientar la cuchilla de diamante enfrentada a la superficie ventricular, lo que llamamos
“en face”. En primer lugar se cortaron secciones de 1,5 um y se seleccionaron los cortes
de interés. Se transfirieron a bloques de resina epoxi para cortar secciones ultrafinas

agotando por completo el semifino.

3.4.3.5 Inmunohistoquimica “postembeding” en semifinos.

Los ratones se perfundieron con solucion salina al 0,9% seguida de PFA 4% - GA 0,5%.
Se cortaron en el vibratomo secciones de 200 um, se contrastaron con osmio al 1% y
glucosa al 7% y se incluyeron en resina epoxi. Se cortaron secciones semifinas de 1 um
y se realiz6 la inmunocitoquimica segun Crespo et al. (Crespo et al., 2000). En primer
lugar se eliminé la resina epoxi mediante la incubacion durante 12 minutos en una
mezcla de etdxido, acetona y tolueno. Las muestras se hidrataron e incubaron en
metaperyodato al 1% durante 10 minutos. Tras lavar con PB, se incubaron en
borohidruro sdédico al 1%, se bloquearon en NGS al 10% durante 30 minutos y se
incubaron en el anticuerpo primario durante 12 horas a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, las secciones se incubaron en el anticuerpo secundario conjugado con un
marcador fluorescente o biotinilado durante 1 hora. En el caso del secundario
biotinilado, se revelé con el kit ABC (Vector) seguido del DAB al 0,05% y H.O; al 0,01%.
Tras deshidratar con alcoholes crecientes, las secciones se montaron con Eukitt. Si fue

utilizado el secundario fluorescente, se monté directamente con Fluorsave.
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3.4.3.6 Anticuerpos utilizados

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados en el presente trabajo.

Material y métodos

Casa
comercial y
Antigeno Inmundégeno Tipo referencia Dilucién
. . Rata Abcam, )
BrdU Detalles no disponibles monoclonal, IgG  AB6326 1:200
Rata BD
Linfocitos T esplénicos de ratén monoclonal . )
CD24 C57BL/10 (clon M1/69), PharMingen, 1:500
557436
lgG2b
) Péptido lineal conjugado a KLH de | Conejo Millipore, .
FGF-10 FGF-10 humano policlonal ABN44 1:100
: , . Conejo
GFAP GFAP aislado de medula espinal o oo na) Dako, Z 0334  1:500
de vaca -
fraccion de Ig
GEP GFP recombinante purificada, Pollo policlonal, | Aves Lab, 1:200
emulsion en adyuvante de Freund @ fraccion IgY GFP-1020 '
Péptido sintético correspondiente
GLAST a 20 residuos del extremo C- Conejo )
(EAATL) treminal de la proteina EAAT1 de | polilonal, IgG Abcam, Ab416 | 1:100
rata.
GLAST . . , Miltenyi Biotec, .
(Acsa-1) Detalles no disponibles Ratoén, 1gG2a 130-095-822 1:50
Proteina de fusion recombinante .
Ki67 (fragmento de 1086bp de cDNA Rat_on Novacastra, 1:100
. : ) policlonal, IgG NCL-Ki67-MM1
conteniendo el motivo Ki67)
Péptido sintético correspondiente a
Nestina los residuos 254-270 de nestina Conejo Sigma Aldrich, 1:200
humano. Esta secuencia es al 93% | policlonal N5413 '
idéntica en la rata
. Conejo ImmunoStar,
S1008 Proteina S100 policlonal 22520 1
. . Vimentina humana recombinante Pollo policlonal, | Abcam, .
Vimentina | ificada de E. coli. I9G ab73159 1:300
Péptido sintético (region N-
tubulina terminal de y-tubulina humana, Conejo Sigma Aldrich, 1:500
Y aa. 38-53, con lisina C-terminal) policlonal, IgG T5192 '

conjugado a KLH
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Tabla 6. Tabla de anticuerpos secundarios utilizados en el presente trabajo

Especie Casa comercial
Especie diana productora Conjugacion y referencia Dilucién
Rata Cabra Biotinilado \B/,i%tZ(r)o 1:400
Rata Cabra Z‘éﬁ;%cse nte Y rogen. 1:500
Rata Cabra Z‘éﬁ;‘?scs nte 'A”;’ﬂ%%e”' 1:500
Rata Cabra ggomcn"'o'da' 52’12’1 1:50
Conejo Cabra Z:i;issc: nte Z‘i’ '1t (r)%gSen, 1:500
Conejo Cabra EIIZQLEBSSSCSE nte Z‘; ilt‘rloZgSen, 1:500
Conejo Cabra Z:i;%ic; nte Z‘; iltgzgsen, 1:500
Conejo Cabra 8:30n§10|0idal 52/5’)0 1:50
Pollo Cabra Z‘;i;%%e nte togen. 1:500
Pollo Cabra 8:3"”%0'0"""" P 1:50
Ratdn Cabra Biotinilado \éi%tgéo 1:200
Raton Cabra Z:gg;i%cg nte K‘i’ |1t 6%%%' 1:500
Raton Cabra Z:i;%sscg nte Z‘; iltfz%en’ 1:500
Raton Cabra 8;30nfn0|0'dal 521821 1:50

3.5 Cultivo de neuroesferas

Los ratones empleados en este ensayo fueros sacrificados mediante dislocacién
cervical. El 3V se diseccioné de un modo similar al realizado en el “whole mount” y se
dividio por el quiasma optico en dos partes para cultivarlas por separado, dando lugar a
una parte anterior (3Va) y una posterior (3Vp). Las SVZ de cada animal también fueron
diseccionadas y cultivadas como control. Todas las disecciones se realizaron en PBS
Dulbecco estéril y reservadas en DMEM estéril a 4°C hasta completar las disecciones.
Siguiendo el protocolo empleado por Reynolds y Weiss (Reynolds and Weiss, 1992), se
procedié a digerir el tejido con papaina (Worthington). Las células fueron disociadas y
sembradas en medio control (DMEM/F12, L-glutamina 2mM, glucosa 0.6%, putrescina
9.6 mg/ml, progesterona 6.3 ng/ml, sodio selenito 5.2 ng/ml, insulina 0.025 mg/ml,

transferrina 0.1 mg/ml, heparina 2mg/ml y antibiético/antimicotico) suplementado con
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EGF recombinante humano (20 ng/ml, Invitrogen Life Technologies) y FGF
recombinante humano (20 ng/ml, Sigma Aldrich) (Gritti et al., 1999). La concentracion de
los factores fue establecida segun la bibliografia reciente (Markakis et al. 2004; Bennett
et al. 2009; Xu et al. 2005; S C Robins et al. 2013). Las células se mantuvieron a 37°C
en atmosfera saturada de humedad y CO, al 5%. Con el fin de cambiar el medio y
ampliar el nimero de células, se realiz6 un pase celular cada 7 dias, manteniendo las
células hasta el cuarto pase para todos los estudios in vitro, tanto para establecer la tasa

de amplificacion, como el tamafio medio de neuroesferas y la tasa de autorrenovacion.

3.6 Ensayo clonal

Para el ensayo clonal se utilizaron 4 ratones macho CD1 P60. A partir de cada uno se
realizé un cultivo de neuroesferas derivado del 3V. Tras tres pases, se disgregaron las
neuroesferas y se sembrd en una placa de 96 pocillos, 10 pocillos por animal, con 1
célula por pocillo. Esto se consiguié diluyendo el cultivo de partida hasta una
concentracion de 10 células/ml. Repartimos esos 1000 pl en los 10 pocillos y lo
incubamos 7 dias a 37°C en atmoésfera saturada de humedad y CO- al 5%. Transcurrido
ese tiempo, se estudid la placa analizando en qué pocillos se habian generado

neuroesferas y en cuéles no.

3.7 Cultivo organotipico

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y se les extrajo el cerebro. Se
diseccion6 el 3V en medio HBSS suplementado con penicilina y estreptomicina,
tomando un cubo de tejido que lo englobase por completo. Utilizando agar de bajo punto
de fusion (Sigma Aldrich) al 3% preparado en agua estéril, se encastré el cubo de tejido
y se cortaron, siempre en frio, secciones coronales del 3V de 200 um con el vibratomo.
Se lavaron las secciones con la misma solucion de diseccion para eliminar las enzimas

liticas.

En una placa de 6 pocillos se colocaron insertos de 0.035mm de poro (Miltenyi
Biotech) y 1ml de medio control suplementado con FGF (20ng/ml), de modo que no
cubriese el tejido. Se depositaron tres cortes por pocillo e incubaron 24h a 37°C en
atmosfera saturada de humedad y CO; al 5%. Transcurrido este tiempo, las secciones

se fijaron con PFA4% por inmersion.
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3.8 Recuentos y analisis de datos

3.8.1 Estudio de la capacidad proliferativa y capacidad de

autorrenovacion in vitro

A dia 7 de cultivo (7DIV), con el fin de medir el tamafio medio de neuroesfera de los
cultivos, se tomaban diez fotografias de cada cultivo mediante un muestreo sistematico
con la ayuda de una plantilla transparente. Para ello se utiliz6 una camara fotografica
acoplada a un microscopio invertido de contraste de fases modelo IMT-2 (Olympus
Optical Co.) y se tomaron las medidas de &rea con el programa Image Tool (Evans
Technology).

En cada pase se llevo a cabo un recuento del numero de células de cada cultivo
mediante una camara de Neubauer y se sembr6 a una densidad de 10.000 células/cm?.
Estos recuentos los utilizamos para calcular la tasa de amplificacion dividiendo en cada

pase las células obtenidas por las células de partida sembradas inicialmente.

La capacidad de autorrenovacion se estudié con el esnsayo clonal, en el cual, a
los 7DIV a partir de la siembra en la placa de 96 pocillos, se analiz6 al microscopio
invertido de contraste de fases modelo IMT-2 (Olympus Optical Co.) en qué pocillos se
habia generado una neuroesfera y qué pocillos no. Se contaron y se realiz6 la media en

base al nimero de pocillos totales sembrados.

3.8.2 Estudio de la capacidad proliferativa in vivo

In vivo no se realiz6 estadistica, puesto que el nimero de células marcadas y en
contacto con la luz ventricular, tanto para marcadores endégenos como exdgenos, fue
de 1 a 2 células por animal. Se calculé una aproximacion de células en proliferacion por

volumen.

3.8.3 Métodos estadisticos

Los datos se analizaron con el programa estadistico IBM SPSS Statistics 22. Todos los
valores de p son bilaterales y se considerd estadisticamente significativo p<0,05 (*). Se
utilizo el test de Levene para comprobar la homogeneidad de varianzas, seguido del
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor. Para detectar las diferencias entre grupos
(cultivo de las SVZ, 3Va y 3Vp), se utilizé el test de Games-Howell como andlisis post-

hoc.
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4 Resultados

4.1 Descripcion morfologica

4.1.1 La superficie de la pared ventricular. Microscopia
electronica de barrido. Establecimiento de los niveles de

estudio

La cavidad del 3V, en una visién tridimensional, constituye un elipsoide en los niveles
mas anteriores, y progresivamente adquiere una forma triangular invertida a medida que
avanzamos hacia niveles mas posteriores. Sus paredes no estan constituidas por una
superficie homogénea de células sino que, por el contrario, presentan una
heterogeneidad muy marcada. Esta superficie puede verse globalmente si realizamos
un estudio empleando el SEM (Figura 18). En esta imagen se pueden distinguir tres
regiones, una central formada por células multiciliadas, que abarca alrededor de 2/3 de
la superficie que hemos denominado regién dorsal multiciliada (RDM); y dos regiones
constituidas predominantemente por células uniciliadas, una anterior que hemos
denominado region rostroventral (RRV) y una posterior, mas amplia, que hemos
denominado regién caudoventral (RCV) y que se prolonga sobre la eminencia media
(EM). En conjunto estas dos regiones predominantemente uniciliadas conforman el

tercio restante (Figura 18).
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Figura 18. Regionalizacion de la superficie del 3V. Fotografia panoramica de SEM donde se muestra la
superficie lateral del 3V. Los poligonos azules delimitan las dos regiones no multiciliadas que se pueden
observar. Rostralmente se localiza la region rostroventral (RRV) no multiciliada y caudalmente la regién
caudoventral (RCV) no multiciliada. La linea discontinua indica donde se situaria la eminencia media (EM),
cuyo epéndimo lo consideramos parte de la RCV, continuandose con ella ventralmente. Dada la disposicion
de ésta, no es posible mostrarla en la misma fotografia. El resto de la superficie del 3V constituye la regién
dorsal multiciliada (RDM) y se encuentra tapizada por células multiciliadas. C, caudal; D, dorsal; EM,
eminencia media; R, rostral; RCV, regién caudoventral; RDM, region dorsal multiciliada; RRV, region
rostroventral; QO, quiasma éptico; V, ventral. Barra de calibracién, 50um.

La region caudoventral a su vez, muestra tres franjas horizontales en base a la
distribucion de los tipos celulares, aunque los limites entre franjas son difusos. Estas
franjas se distinguen fécilmente por el nudmero y distribucion de los cilios,
microvellosidades y expansiones citoplasméticas (Figura 19A). Atendiendo a estos

elementos, se han denominado franja ventral, franja intermedia y franja dorsal.

La franja dorsal se caracteriza por la presencia de células con grandes
expansiones citoplasmaticas a modo de “burbuja” o blebs (Figura 19B, asterisco). Las
células responsables de estas expansiones suelen contener pocas microvellosidades y
las que se encuentran son en general cortas. Hay tanto células uniciliadas, de cilio corto
(Figura 19B, flecha), como biciliadas de cilios largos, en una proporcién similar (Figura
19C, flecha). Estas células comparten localizacion con células de abundantes
microvellosidades, pero que en este caso no emiten blebs, o son pequerios. Al igual que
las otras células, pueden ser uniciliadas (Figura 19D, punta de flecha) o biciliadas, en
ambos casos de cilios largos (Figura 19D, flechas).

60



Resultados

La franja intermedia se caracteriza por la ausencia de grandes blebs estando
sblo presentes las células de abundantes microvellosidades, tanto uniciliadas como
biciliadas (Figura 19E), aunque son mas predominantes las células uniciliadas, frente a

las biciliadas. Ademas, de forma puntual hemos observado células tetraciliadas.

La franja ventral la componen células que carecen de blebs y que son en un
alto porcentaje células uniciliadas, apareciendo rara vez células biciliadas. En esta franja
podemos encontrar células uniciliadas tanto de cilio corto como largo, sin embargo los
cilios de las células biciliadas son siempre largos. Otro elemento caracteristico de las
células de esta franja es la presencia de un penacho central de pequefias expansiones
citoplasméticas pero que no corresponden a microvellosidades (Figura 19F). Las
microvellosidades, por su parte son poco abundantes, pero aumenta su niamero segun
nos acercamos a la franja intermedia. La franja ventral se continla con la EM, cuya
superficie esta formada por células uniciliadas de largos cilios y pocas microvellosidades
(Figura 19G, flechas).

La region rostroventral es la de menor superficie de las tres regiones en que
hemos subdividido la pared del ventriculo, y se sitla en el extremo mas anterior y basal
del 3V, no mostrando una distribucion en franjas. Se compone principalmente de células
uniciliadas de superficie generalmente lisa, es decir, con escasas microvellosidades y
expansiones citoplasmaticas (Figura 19H). Sin embargo, en el extremo mas rostral,

abundan las células con grandes blebs expuestos hacia la cavidad ventricular.
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Por ultimo, la region dorsal multiciliada es muy homogénea y como su nombre
indica se compone basicamente de células multiciliadas. Aunque no hemos realizado un
estudio de la polaridad planar de los cilios (Mirzadeh et al. 2010), observamos que
existe una tendencia a adoptar la misma direccion en cada una de las células. Sin
embargo, si hacemos un andlisis de la preferencia de direccién global, de todas las
células multiciliadas en conjunto, si que se observan grupos con tendencia a una misma
direccién de batido de sus cilios, a modo de corrientes (Figura 20A, flechas). Los cilios
de cada célula pueden estar libres (Figura 20B), pero en ocasiones los encontramos
unidos por su extremo distal (Figura 20C), y curiosamente se encuentran agrupadas las
de un tipo y otro. Eventualmente encontramos células uniciliadas entre las multiciliadas
(Figura 20D, flecha). Sobre la superficie de las células multiciliadas, pueden observarse
redes de axones no vistas en el resto de superficies del 3V. Estos axones pueden
encontrarse tanto aislados como agrupados. En el caso de encontrarse aislados, estan
rodeados casi por completo de microvellosidades que los abrazan a modo de anclaje
(Figura 20E, puntas de flecha).

En base a la informacién que se obtuvo de los estudios de SEM, mantuvimos
estas tres grandes regiones para los estudios coronales, pero debido a la importancia de
la regién caudoventral (RCV), la subdividimos a su vez en tres niveles; anterior, medio y
posterior; resultando un total de cinco niveles (Figura 21A). El nivel 1 (N1), en Brg 0.3
mm, comprende la region rostroventral de células no multiciliadas (Figura 21C). El nivel
2 (N2), en Brg -0,5 mm, representa la amplia y homogénea regién de células
multiciliadas, la region dorsal multiciliada (RDM) (Figura 21D y E). El nivel 3 (N3)
corresponde a la seccion coronal, en Brg -1mm, donde se encuentra el inicio de la RCV
(Figura 21F, flechas). El nivel 4 (N4), abarca desde Brg -1,70mm a -2,30mm, contiene
practicamente la totalidad de la RCV, distribuida en las tres franjas descritas
anteriormente. Este nivel engloba desde la eminencia media ventralmente hasta parte

de la RDM (Figura 21G). A este nivel el 3V se denomina también receso infundibular,

Figura 19. Estudio al SEM de la RCV y RRV. A) Imagen panoramica de las 3 franjas en las que se divide la
RCV. La franja dorsal (roja), en contacto con la RDM, la franja intermedia (verde), y por ultimo, la franja
ventral (azul). B) Detalle de la franja dorsal, donde se observa la célula caracteristica de esta franja. Esta
presenta un gran y unico bleb en superficie, de la base del cual surge un unico cilio (flecha). C) Célula de un
gran bleb, en este caso colapsado (asterisco), y biciliada (flecha), también localizada en la franja dorsal. D)
Detalle de la franja dorsal. En esta franja coexisten las caracteristicas células de grandes blebs, uniciliadas y
biciliadas, con células de superficie repleta de microvellosidades, biciliadas (flechas, sefialando cada cilio) o
uniciliadas (punta de flecha). E) Detalle de la franja intermedia, donde se muestra la superficie cubierta
predominantemente por células de abundantes microvellosidades. Estas células son en su mayoria
uniciliadas. Las flechas sefialan el cilio de cada célula. F) Detalle de la franja ventral, en el que se observan
los penachos de pequefios blebs (asteriscos) localizados en el centro de la superficie de las células
caracteristicas de esta franja. G) Imagen de la superficie de la EM, donde vemos células que presentan
escasas microvellosidades y un cilio largo (flechas). H) Detalle de la superficie de la RRV, en el cual las
células que la componen son de superficie lisa y uniciliadas. Fd, franja dorsal; Fi, franja intermedia; Fv, franja
ventral; RCV, region caudoventral; RDM, region dorsal multiciliada; RRV, region rostroventral. Barra de
calibracion en A, 200um; B, Cy D, 2um; E, Fy G, 5um; H, 1um.
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pues sufre aqui una elongacion que se continda con la hipdfisis, apreciable en una vista
sagital. Por ultimo, el nivel 5 (N5) se sitia en Brg -2,5mm y se corresponde con el

extremo posterior de la RCV (Figura 21H).

22D
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Figura 20. Estudio al SEM de la RDM. A) Panoramica de la porcién central de la RDM donde vemos que
las células multiciliadas muestran la misma direccion de batido de sus cilios por grupos, a modo de
corrientes (flechas). B) Detalle de un grupo de células ependimarias de cilios libres. C) Detalle de un grupo
de células ependimarias de cilios unidos por los extremos. E) Detalle de una fibra axoénica individual
rodeada por microvellosidades (puntas de flecha). RDM, regién dorsal multiciliada; SEM, microscopia
electrénica de barrido. Barra de calibracion en; A, 5um; By C, 5um; D, 2umy E, 1uym.
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Figura 21. Niveles de estudio establecidos en el 3V. A) Panoramica de la superficie del 3V donde se
localizan, mediante la barra inferior, los niveles establecidos y el bregma al que corresponden. Notese que
el N4 abarca un rango desde bregma -1,7mm hasta bregma -2,3mm. B) Esquema de un corte sagital de
cerebro de ratdon correspondiente al atlas de Paxinos donde se sefiala la localizacion del 3V (Recuadro
rojo). C) Detalle de la RRV, donde se aprecia una zona de células de superficie lisa y a la derecha, parte de
la region multiciliada con la que limita. D) Panoramica de la porcion mas central de la RDM. E) Detalle de la
RDM, donde se aprecian los agregados de cilios de las células multiciliadas. F) Detalle de la porcién mas
ventral del N3, caracterizado por la aparicion aqui de células no multiciliadas correspondientes al inicio de la
RCV. Notese el contraste entre las células multiciliadas localizadas dorsalmente con la escasez de cilios
(puntas de flecha) de la porcion ventral. G) Detalle de la porcidn ventral correspondiente al N4, donde se
encuentran los tanicitos. Se aprecia como dorsalmente se localizan células multiciliadas ya que este nivel
(seccién coronal) incluye la RCV y dorsalmente la porcion mas caudal de la RDM. H) Panoramica del N5
correspondiente al extremo caudal de la pared del 3V. Esta regién carece de células multiciliadas y forma
parte de la RCV. Brg, Bregma; RRC, region rostroventral no multiciliada; RDM, regién dorsal multiciliada;
RCV, regién caudoventral no multiciliada. Barra de calibracion en A, 250um; C, 50um; D, 150um; E, 15um;
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4.1.2 Nivel 4, los tanicitos

Este nivel estd comprendido entre bregma -1,70mm hasta -2,30mm, y contiene la region
caudoventral que integra la EM, las tres franjas definidas al SEM, asi como parte de la
regién multiciliada dorsal. Hemos centrado nuestro estudio en el N4 con la intencion de
describir la morfologia de los tanicitos de forma exhaustiva, desvelar de algin modo la
funcion que puedan ejercer en el 3V e intentar dilucidar su papel como nicho
proliferativo. Finalmente repasaremos algunos aspectos relevantes del resto de niveles,

asi como el desarrollo y envejecimiento de los tanicitos.

41.2.1 Microscopia Optica

En cortes semifinos coronales tefiidos con azul de toluidina, observamos que la cavidad
del 3V en N4 muestra un estrechamiento en la porcién central donde llegan a contactar
ambas paredes ventriculares, generalmente a nivel de la franja dorsal y franja
intermedia. La cavidad se enclava en el centro de un area muy densa en somas
neuronales que se corresponden con los nucleos hipotalamicos dorsomedial (DMH),
ventromedial (VMH) y Arcuato (ARC). Ventralmente, sin embargo, se encuentra una
gruesa franja hipocelular que constituye la EM. A ambos lados del limite dorsal de la EM
existen dos invaginaciones laterales que corresponden al denominado receso
infundibular (Figura 22A).

La EM es una estructura biconvexa flanqueada dorsalmente por un epéndimo
formado por los somas de los tanicitos y ventralmente por la pars tuberalis. El neuropilo
esta formado principalmente por expansiones celulares, tanto neuronales (axones
procedentes de las neuronas de diversos nucleos hipotalamicos) como procesos
basales de tanicitos, pero con pocos somas libres. Estos se corresponden con células
de soma fusiforme (Figura 22B, flecha negra), neuronas (Figura 22B, flecha blanca) y
células muy densas y pequefias con forma irregular (Figura 22B, flechas negras).
Ademas, pequefios axones mielinicos salpican el neuropilo de la EM sin una distribucién
uniforme (Figura 22B, flechas negras). En el limite ventral, la pars tuberalis es una
estructura laminar formada por abundantes vasos sanguineos (Figura 22C, asteriscos),
una fina capa de tejido conectivo que se continta con la piamadre y un epitelio de tipo
glandular que forma cisternas (Figura 22C, Cs). Su funcion es conectar la EM con la

adenohipdfisis.

El suelo de la RCV es el epéndimo que recubre la EM y esta formado por una

monocapa de somas triangulares o alargados con una expansién ventral o proceso
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basal (Figura 22D, puntas de flecha). El ndcleo, de contorno irregular y cromatina
condensada, puede ser redondeado o alargado (Figura 22D). Ocasionalmente presenta
profundas invaginaciones. Es frecuente encontrar grandes vasos sanguineos junto a los
somas (Figura 22D, asteriscos). Esta organizacién celular cambia cuando nos
acercamos a los bordes de la EM, donde observamos que las células estan en una
mayor densidad formando un epitelio pseudoestratificado. Aqui los tanicitos son
alargados, emiten un proceso basal (Figura 22E, puntas de flecha) y poseen nucleos
alargados con cromatina condensada (Figura 22E). También en esta regién se pueden

ver vasos sanguineos junto a los somas.

La banda de células de la EM se contintia con la franja ventral. Se trata de un
epitelio monoestratificado adyacente al nudcleo ARC, aunque en ocasiones puede
presentar puntuales engrosamientos formados por varias capas de células. Los tanicitos
se caracterizan por ser oscuros y de morfologia alargada o cubica. Emiten un proceso
basal “en arco” en direccién latero-ventral, que en ocasiones es muy corto al contactar
con vasos dispuestos inmediatamente tras ellas (Figura 22F, asterisco). Algunas de las
neuronas del ARC se sitlan muy proximas a los somas de los tanicitos, obligando a
éstos incluso a desviar su proceso basal (Figura 22F, N). Los nlcleos son de contorno
muy irregular, cromatina condensada y ocasionalmente invaginados. En superficie, se
aprecian pequefias protuberancias citoplasmaticas caracteristicas de las células que

ocupan esta franja (Figura 22F, puntas de flecha).

La franja intermedia también esta flanqueada por el nlcleo ARC, pero separado
de él por una delgada capa hipocelular. El epitelio es monoestratificado y esta
compuesto por dos tipos de tanicitos dispuestos uno ventral y otro dorsalmente, aunque
pueden aparecer de forma ocasional unos tanicitos intercalados en la zona del otro.
Ambos son claros, aunque los mas dorsales presentan el citoplasma mas lucido. En la
zona ventral predominan los tanicitos alargados, los cuales poseen un nacleo también
alargado que muestra contorno irregular, cromatina condensada y esta frecuentemente
invaginado. No se aprecia proceso basal (Figura 22G). El tanicito del extremo dorsal
también es alargado pero sus nucleos mas son redondeados u ovalados, con cromatina

laxa, de contorno liso e invaginado ocasionalmente. (Figura 22H).

La franja dorsal, relacionada lateralmente con el nucleo VMH, esta formada
principalmente por un epitelio monoestratificado. La componen tanicitos y células
multiciliadas que se intercalan en la porcion dorsal de la franja dado que limita con la
RDM vy los limites son algo difusos. Dicha porcion dorsal se ha denominado de “overlap”
en referencia a esa mezcla entre tanicitos y células multiciliadas. El tanicito que

caracteriza a esta franja presenta grandes blebs (Figura 22I, puntas de flecha negras),
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el citosol, mas claro que los anteriores, es de morfologia cubica (Figura 22I, asteriscos
blancos). No presentan proceso basal radial (Figura 22I, puntas de flecha blancas).
Poseen nucleos redondeados y de cromatina muy laxa con algin pequefio grumo
(Figura 22I, asteriscos blancos). Entre los tanicitos claros encontramos tanicitos de
caracteristicas similares a los localizados en la porcion mas dorsal de la franja
intermedia (Figura 22l, asteriscos negros). Esto concuerda con la variabilidad
encontrada en superficie por SEM.

En el extremo dorsal del 3V las células multiciliadas constituyen la Gnica
poblacion celular que se encuentra tapizando la cavidad, ya que se corresponde con la
region dorsal multiciliada (RDM). Esta zona se encuentra flanqueada por el ntcleo DMH.
Est& formada por un epitelio monoestratificado de células con gran cantidad de cilios en
superficie (Figura 22J, puntas de flecha). Son células cubicas, aunque en el vértice
dorsal de la cavidad, donde se unen las dos paredes laterales del ventriculo, suelen ser
aplanadas. El nucleo es redondeado, de cromatina condensada y carente de
invaginaciones. No poseen proceso basal. En la region multiciliada, tras el epitelio

encontramos la misma capa formada de expansiones claras y débilmente tefiidas que

Figura 22. Estudio al microscopio 6ptico del N4. A) Diagrama de la organizacién de las diferentes regiones en
el N4. Cada region se muestra en un color, RDM en azul, Fd en amarillo, Fi en marrén, Fv en rojo y EM en verde.
A este nivel la cavidad se suele estrechar llegando a contactar las paredes laterales de la Fd y Fi. La cavidad
presenta ventralmente dos invaginaciones laterales. Se indica en la porcion derecha del diagrama los nicleos
hipotaldmicos que rodean el 3V en este nivel. B) Detalle del parénquima de la EM, donde vemos que se trata de
una franja formada principalmente por expansiones gliales y neuronales. Los pocos somas que se encuentran son
pequefios, oscuros y de morfologia irregular (flechas blancas); fusiformes (flecha negra); neuronas (flecha blanca)
y pequefios axones mielinicos (flechas negras). C) Detalle del limite ventral de la EM, donde se observa una linea
formada por vasos sanguineos (asteriscos) y bajo ellos cisternas de tejido glandular (Cs). D) Detalle del epéndimo
de la EM, el suelo de la RCV. Se trata de un epitelio monoestratificado hipocelular. Los tanicitos que lo forman son
de soma alargado o triangular y proyectan un proceso basal (flechas). El nicleo es alargado o redondeado, de
cromatina condensada y en ocasiones invaginado. En niveles posteriores habitualmente se localizan vasos
sanguineos contiguos a los somas de los tanicitos (asterisco). E) El epéndimo de las invaginaciones laterales es
mas denso y los tanicitos adquieren una forma muy alargada y emiten un proceso basal méas grueso (flechas). Los
nucleos son alargados y de cromatina condensada. F) Detalle del epéndimo de la Fv. Los tanicitos que forman
este epéndimo son mucho mas oscuros, tienen forma cubica o alargada y proyectan pequefias expansiones a la
cavidad ventricular (flechas). Los nicleos son de contorno muy irregular, cromatina condensada y ocasionalmente
invaginados. Subyacentes a los somas es frecuente encontrar vasos sanguineos (asterisco) y neuronas (N). G y
H) Detalles de la Fi. El semifino en G corresponde a la porcién mas ventral de la Fi donde los tanicitos aqui son
mas alargados, de nucleos irregulares y cromatina condensada. En H se muestra la porcion dorsal de la Fi, donde
los tanicitos son algo mas cubicos de nucleo redondeado y cromatina mas laxa. | y J) Detalles de la Fd. En | se
muestra la porcion ventral de la Fd. En el semifino se observa el tipo caracteristico de esta franja que protruye
grandes blebs a la cavidad ventricular (flechas negras). Son cubicas de citoplasma claro y nicleo redondeado de
cromatina muy laxa (asteriscos blancos). Presentan expansiones basales gruesas e irregulares (flechas blancas).
En esta franja también podemos encontrar células de citoplasma oscuro y nucleos irregulares de cromatina
condensada (asteriscos negros). En J se muestra la porcion dorsal de la Fd, llamada también “overlap” por la
mezcla entre tanicitos y células ependimarias mutliciliadas. Los tanicitos que podemos encontrar en este
epéndimo son claros de nlcleos redondeados y cromatina laxa (asteriscos negros), o alargados de nucleos
irregulares e invaginados de cromatina condensada (asteriscos blancos). Las multiciliadas tienen forma cubica y
presentan un nudcleo redondeado sin invaginaciones. En su citoplasma, apicalmente, se pueden apreciar
particulas muy oscuras que corresponden a las mitocondrias y/o corpusculos basales (M). K) Detalle de la RDM,
formada por células multiciliadas como la descrita anteriormente. Aqui es posible apreciar los cilios hacia la
cavidad ventricular (flechas negras). En el semifino se aprecia la capa hipocelular subyacente también a las Fd y
Fi. Ocasionalmente se encuentran soma de citoplasma muy claro y nicleo irregular de cromatina laxa con algin
grueso grumo (asterisco). ARC, nucleo arcuato; Cs, cisterna; DMH, nlcleo dorsomedial hipotalamico; EM,
eminencia media; Fd, franja dorsal; Fi, franja intermedia; Fv, franja ventral; M, célula ependimaria multiciliada; N,
neurona; RCV, region caudoventral no multiciliada; RDM, region dorsal multiciliada; VMH, ndcleo ventromedial
hipotalamico; 3V, tercer ventriculo. Barra de calibracionen B, C,D, E, F, G, H, I, J y K 10um.
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veiamos en las franja intermedia y franja dorsal, pero aqui engrosada y conteniendo

algunos somas celulares de citoplasma muy claro (Figura 22K, asterisco).

69



Resultados

41.2.2 Descripcion ultraestructural de las diferentes regiones del

epitelio del 3V y caracterizacion de los tipos celulares

Una vez descritas en semifinos la region caudoventral que integra la EM y las tres
franjas definidas al SEM, asi como parte de la regién multiciliada dorsal, decidimos

realizar un estudio ultraestructural.
Tanicito tipo 1 o tanicito de la EM

El epitelio de la EM estd compuesto por un Unico tipo de tanicito, que hemos
denominado tipo 1. Est4 localizado en la zona central y en las invaginaciones laterales
del receso infundibular (Figura 23A), existiendo entre los localizados en cada zona,
sutiles diferencias. Ambos tipos de tanicitos corresponden al tanicito B descrito en la

literatura.

El tanicito tipo 1 de localizacion mas central (clasicamente llamado tanicito $2) es
una célula polarizada cuyo soma esta en contacto con la luz ventricular y emite un Unico
pero prominente proceso basal que contacta con los vasos sanguineos del sistema
porta de la pars tuberalis. Debido a la baja densidad celular y las uniones puntuales que
presentan a los largo del soma, se generan grandes espacios intercelulares (Figura 23B,
asteriscos). Son células que carecen de microvellosidades mostrando una superficie
lisa, interrumpida ocasionalmente por vesiculas de clatrina y vesiculas no recubiertas
fusionadas con la membrana. El nucleo es alargado y ligeramente invaginado, aunque
eventualmente pueden presentar profundas invaginaciones y abundantes “fusiones
nucleares”. Estas Ultimas aparecen como invaginaciones en las que las membranas
nucleares internas casi llegan a contactar. La cromatina se encuentra condensada en
grandes grumos libres, ademas de formar una densa banda adherida a la membrana
nuclear (Figura 23B). En los bordes apicales se aprecian densos complejos de unién
correspondientes a uniones adherentes y uniones estrechas, aunque estas Ultimas
también las podemos encontrar en el resto de la membrana celular correspondiente al
soma, como comprobamos mediante la inmunodeteccion de ZO1 con oro coloidal
(Figura 23C). Esta proteina esta presente en las uniones estrechas, lo que nos permite

diferenciar las uniones GAP o comunicantes de las estrechas.

Estas células reciben abundantes contactos sinaptoides, principalmente a nivel
del soma, pero también los podemos encontrar a lo largo del proceso basal,
disminuyendo la frecuencia cuanto mas distalmente nos encontremos. Los contactos

sinaptoides son estructuras especializadas similares a las sinapsis pero cuyo terminal
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contiene sustancias peptidérgicas (neurochormonas). Los tanicitos abrazan con delgadas
expansiones citoplasmaticas estos contactos (Figura 23D y E). El citoplasma de las
células tipo 1 es electrodenso, con abundantes mitocondrias de crestas compactas
distribuidas por toda la célula. Con regularidad, contienen gotas lipidicas en el soma
(Figura 23F, asteriscos), abundantes polirribosomas y cisternas de reticulo
endoplasmético rugoso (RER). Cabe destacar que las cisternas de RER,
esporadicamente forman parejas y junto con escasos cuerpos multivesiculados, cuerpos
densos y grandes dictiosomas del aparato de Golgi, conforman el resto de contenido
citoplasmético a nivel del soma. Los dictiosomas se situan lateralmente al nucleo desde
la zona méas apical del soma hasta la mas ventral, alargandose hasta intercalarse entre
los microtubulos al inicio del proceso basal. El proceso basal est4 especializado en el
transporte vesicular ya que presenta abundantes microtubulos (Figura 23G, puntas de
flecha) con cisternas de REL intercaladas (Figura 23G, flecha), vesiculas desprendidas
del aparato de Golgi, y grandes mitocondrias que generalmente se posicionan en la
periferia del proceso basal (Figura 23G, asterisco). En cuanto a la estructura ciliar, son

células uniciliadas de cilio generalmente superficial y largo (Figura 23H).

Los tanicitos tipo 1 de las invaginaciones laterales son alargados y estrechos
debido al poco espacio del que disponen en contacto con el 3V. Emiten largos procesos
basales, que contactan con la base de la EM (Figura 23l). Se trata del proceso basal
mas desarrollado de todos los tanicitos (Figura 23l, flecha). Es el de mayor diametro y el
gue mas densidad de microtibulos presenta. Dispone de todos los elementos
implicados en el trafico vesicular como microtibulos (Figura 23J, puntas de flecha),
mitocondrias y aparato de Golgi (Figura 23J, asterisco), ademas de cuerpos
multivesiculares, vesiculas no recubiertas fusionadas en ocasiones con la membrana
apical, vesiculas de clatrina y endosomas. La superficie de contacto con la luz
ventricular es muy pequefia, pero suficiente para emitir un Unico cilio. Las uniones
densas estan bien desarrolladas, que sumadas a la gran interdigitacion que presentan
estas células, hacen que se vean como gruesas masas muy electrodensas (Figura 23K,

flechas). Estas células también presentan marcaje ZO1, es decir, uniones estrechas.

Ambos tipos de células tipo1 constituyen una “barrera” que aisla a la EM de las
estructuras circundantes, la separa, en el caso de la region central, del LCR y en las

regiones laterales, del nicleo ARC.

La region ventral uniciliada tapizada por tanicitos tipo 1 se contindia dorsalmente
con la pared lateral de la RCV, distribuida en las tres franjas descritas anteriormente.
Aqui clasicamente se ha identificado la existencia de un Unico tipo de tanicito en toda su

extension, el tanicito a, pero el estudio ultraestructural, a diferencia de lo que se
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pensaba, muestra distintos tipos celulares. De forma sistematica y para mayor

simplicidad, hemos estudiado la morfologia de cada franja separadamente.
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Figura 23. Descripcion ultraestructural del tanicito tipol. A) Detalle de la porcion ventral del N4 en
semifino. Sobre él se indica mediante una linea verde la localizacion de los tanicitos tipol centrales y en
lineas rojas, los tanicitos tipol laterales, los cuales se encuentran cubriendo las invaginaciones laterales del
receso infundibular. B) Célula tipol caracterizada por su morfologia alargada tanto del soma como del
nucleo. El ndcleo es de cromatina condensada, presentando grumos y una densa banda adherida a la
membrana nuclear. Se aprecia el alto contenido en mitocondrias de gran tamafio. Este epéndimo
habitualmente presenta grandes espacios intercelulares (asteriscos). C) Detalle de la inmunodeteccion
mediante oro coloidal de la proteina ZO1, presente en las uniones estrechas. D y E) Detalles de los
contactos sinapticos que reciben estas células. En ocasiones los rodean mediante expansiones
citoplasmaticas delgadas (D) y otras veces se genera una cavidad alrededor del contacto sinaptico (E). F)
Detalle del citoplasma de la célula tipo 1 central, donde se pueden observar gotas lipidicas, frecuentes en
este tipo celular, mitocondrias de crestas compactas y los densos complejos de unién. G) Detalle de la
ultraestructura del proceso basal del tipo 1 central. En él los se observa una densa red de microtibulos
(puntas de flecha) entre los que se intercala cisternas de REL (flecha) y una mitocondria excéntrica
(asterisco). H) Detalle del aparato ciliar del tipo 1 central, localizado muy superficial y formado por un
corplsculo basal (flecha) y un centriolo perpendicular (punta de flecha). 1) Células tipol laterales. Son
células alargadas, generalmente mas electrodensas que los tanicitos tipo 1 centrales. El nacleo, también
alargado presenta la cromatina condensada en grandes grumos y también adherida a la membrana,
presenta invaginaciones frecuentemente. Emiten un grueso proceso basal (flecha) donde se puede apreciar
el alto contenido en mitocondrias. J) Detalle del contenido del proceso basal del tipo 1 lateral, muy rico en
microtubulos (puntas de flecha) y dictiosomas del aparato de Golgi (asterisco), entre otros organulos que no
se aprecian en la fotografia. K) Detalle de los densos complejos de unién presentes en las células tipo 1
laterales (flechas). Las abundancia en interdigitaciones apicales de éstas células, contribuyen a la alta
densidad de las uniones. T1central, tanicito tipo 1 central; T1lat, tanicito tipo 1 lateral; 3V, tercer ventriculo.
Barra de calibracion en A, 100um; B, 2 um; C, D, Gy J, 200nm; E, H, y K, 500nm; F, 1pym; I, 5um.

Tanicito tipo 2 o tanicito de la franja ventral

La franja ventral se compone de un morfotipo caracteristico de tanicitos que hemos
denominado tanicito tipo 2. Los tanicitos tipo 2 constituyen un grupo de células muy
electrodensas con pequefias y abundantes expansiones citoplasmaticas hacia la
cavidad ventricular, que ya se observaban en el SEM, y que carecen de
microvellosidades o son muy escasas (Figura 25A). Generalmente estan organizados
como un epitelio monoestratificado, aunque es frecuente que presenten pequefias
porciones pseudoestratificadas, sobre todo en zonas cercanas a las invaginaciones
laterales del receso infundibular. El nicleo ARC se sitla adyacente a la franja ventral y
sus neuronas llegan a contactar directamente con los somas de tanicitos tipo 2,
incrustandose entre ellos (Figura 25A). Las células se encuentran muy imbricadas entre
ellas mediante delgadas interdigitaciones verticales, es decir, de trayectoria
perpendicular a la superficie ventricular. Es comun observar pequefias areas repletas de
estas interdigitaciones delgadas con uniones densas muy desarrolladas. Sus nucleos
son de borde irregular, encontrandose ocasionalmente profundamente invaginados.
Contienen cromatina condensada formando grandes grumos intranucleares y adheridos
a la membrana nuclear y grandes nucleolos. El soma presenta una morfologia irregular
y alargada con un proceso basal muy desarrollado por el que contactan con los vasos
sanguineos que penetran desde las invaginaciones externas de la EM (Figura 25B).
Estas células contienen gran densidad de organulos, fundamentalmente mitocondrias,

localizadas apicalmente, muy electrodensas y de crestas compactas (Figura 25C,
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asteriscos), ademas de abundantes dictiosomas del aparato de Golgi (Figura 25C). Es
comun encontrar RER de doble cisterna (Figura 25D, puntas de flecha). Por dltimo, es
posible observar un unico cilio, en una posicion muy superficial de la célula con centriolo

perpendicular a su corpusculo basal (Figura 25E).

El proceso basal es de longitud variable, dependiendo de lo alejados que se
encuentren los vasos sanguineos con los que contactan (Figura 25F). Estos vasos,
observados al TEM son fenestrados, por tanto no poseen barrera hematoencefélica. El
proceso contiene un denso citoesqueleto formado por microtubulos (Figura 25F, puntas
de flecha blancas) donde se intercalan mitocondrias (Figura 25F, asteriscos), cisternas
de REL (Figura 25F, flecha negra), dictiosomas del aparato de Golgi y vesiculas de
transporte. Los dictiosomas van disminuyendo en niumero conforme avanzamos hacia el

polo basal de la célula.
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Figura 25. Descripcion ultraestructural del tanicito tipo 2. A) Los tanicitos tipo 2 se localizan en la Fv, en
rojo en el diagrama inserto, a los que subyace el nicleo ARC. Este tipo forma un epitelio monoestratificado
o pseudoestratificado puntualmente, como se puede observar en la fotografia encontrandose tanicitos tipo 2
en segunda fila. Son células cubicas o alargadas, de contorno irregular y citoplasma muy oscuro. Emiten
pequefias expansiones citoplasmaticas a la cavidad ventricular (flechas). El nicleo es también de contorno
irregular, presenta abundantes invaginaciones y cromatina condensada en grandes grumos y adherida a la
membrana. Las neuronas del nacleo ARC se localizan habitualmente muy cercanas al epéndimo, obligando
a estos tanicitos a desviarse, abriendo espacios en el epéndimo pseudoestratificado. En la fotografia se
aprecia un soma neuronal (asterisco) incrustandose entre los tanicitos tipo2, pero en ningan caso llegan a
contactar con la cavidad ventricular. B) Detalle del contacto del proceso basal de estos tanicitos con los
vasos fenestrados que se localizan cercanos al nucleo ARC (flechas). Estos vasos pertenecen a la pars
tuberalis, que en los bregmas posteriores del N4, se invaginan sus extremos laterales penetrando hasta
dicho nucleo. C) Detalle del citoplasma de un tanicito tipo 2. En ellos abundan grandes dictiosomas del
aparato de Golgi y las mitocondrias (asteriscos blancos). Se pueden apreciar en superficie las pequefias
pero abundantes expansiones citoplasmaticas hacia la luz ventricular (flechas). D) Fotografia de grandes
aumentos donde se aprecian las dobles cisternas de RER encontradas frecuentemente en este tipo celular.
E) Fotografia que muestra el cilio Unico que presentan estas células. El corplsculo (flecha) y el centriolo
(punta de flecha) son pequefios y con poca materia proteica adherida. F) Detalle del contenido del proceso
basal de estas células. Se trata de un proceso basal prominente y especializado en el transporte vesicular.
Contiene una red densa de microtlbulos (puntas de flecha), cisternas de REL (flecha) y mitocondrias muy
abundantes (asterisco). Ademdas, numerosas vesiculas acompafian a las estructuras anteriores. ARC,
nacleo arcuato; DMH, nucleo dorsomedial hipotaldmico; EM, eminencia media; Fd, franja dorsal; Fi, franja
intermedia; Fv, franja ventral; V, vaso sanguineo; VMH, nucleo ventromedial hipotalamico. Barra de
calibracién en Ay B, 5um; C, 1um; D, E y F, 500nm; G, 2um.

En ocasiones, hemos detectado en la region de la EM un tipo celular de
morfologia similar al tanicito tipo 2 (2&"). Este tipo celular es hallado frecuentemente en
el periodo postnatal temprano, en un pequefio porcentaje de los animales adultos
jovenes (P60) estudiados en condiciones habituales de estabulacion y en ausencia de
estrés, y muy abundante en casos de lesion del nicleo ARC tras administracion de
glutamato monosédico (toéxico para el nucleo ARC) (datos no publicados laboratorio
Prof. Blackshaw) (Figura 24). Destaca la abundancia de ribosomas y polirribosomas,
algo mayor que en el tipo 2 comun.

Figura 24. Tanicito tipo 2EM. A) Epéndimo de la EM de un ratén P7, formado por el tanicito tipo 2EM. B)
Epéndimo de un raton P35 que fue tratado con MSG a la edad de P4, formado también por el tanicito tipo
2EM. MSG, glutamato monosédico; 3V, tercer ventriculo. Barra de calibracion en Ay B, 5um.
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Tanicitos tipo 3y 4 de las franjas intermedia y dorsal

La franja intermedia esta formada por los tanicitos tipo 3y 4, y la dorsal por los tanicitos
tipo 3, 4 y 5. Por ser los Unicos tipos que conforman la franja intermedia, y por su
parecido morfolégico vamos a describir en primer lugar los tipos 3 y 4. El tipo 5 lo
trataremos en el apartado siguiente, pues es exclusivo de la franja dorsal. En la franja
intermedia, el tipo 3 se sitia predominantemente en la zona ventral, colindante a la
franja ventral, y el tipo 4 es fundamentalmente dorsal, existiendo entre ellos una
gradacion fenotipica de modo que, los fenotipos mas distales son mas divergentes, pero
en regiones centrales comparten muchas caracteristicas. Ambos se caracterizan por
presentar abundantes microvellosidades. En la franja dorsal, sin embargo se encuentran

entremezclados entre ellos y con el tipo 5.

Los tanicitos tipo 3, son células alargadas de citoplasma oscuro. En superficie
muestran largas microvellosidades y escasas expansiones citoplasmaticas. El nucleo es
alargado y en determinados casos, estos tanicitos presentan nudcleos profundamente
invaginados aungue no es la norma. Tienen alto contenido en heterocromatina, aunque
ligeramente menor a las células tipo 2, formando grandes grumos y adherida a la
membrana nuclear (Figura 26A, asteriscos). Los somas presentan interdigitaciones
horizontales, es decir, de trayectoria paralela a la superficie celular, que aumentan en
los localizados mas dorsalmente. En las interdigitaciones predominan las uniones
comunicantes 0 GAP, uniones especializadas, negativas para el marcaje con anti-ZO1.
En ocasiones se observan vesiculas intracitoplasmicas rodeadas de uniones GAP, que
hemos denominado anillos comunicantes (Figura 26B). Se trata de estructuras en anillo,
de 500 nm de didmetro de doble membrana conectadas por uniones GAP, y se
corresponden a esferas formadas a partir de plegamientos de membrana citoplasmatica
gue contiene una larga union GAP, mediados por clatrina (Piehl et al. 2007). Carecen de
organulos en su interior, observandose Unicamente pequefios granulos. Los anillos se
establecen con tanicitos tipo 4 y tipo 5, no entre ellas. Apicalmente presentan uniones
densas tipo adherente. También en relacién con la comunicacion intercelular, estas
células presentan vesiculas de endocitosis de doble membrana, recubiertas de clatrina
(Figura 26C, flechas), mediante las que endocitan pequefias porciones de citoplasma de

las células vecinas.

El citoplasma de estas células es ligeramente menos denso a los electrones,
pero con una densidad de organulos comparable al tanicito tipo 2. Destacan
principalmente los grandes dictiosomas del aparato de Golgi distribuidos por todo el
soma (Figura 26D, flechas) que se adentran en el proceso basal. Contienen cisternas de

RER de tamafio medio y abundantes polirribosomas distribuidos por el citoplasma,
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aungue con mayor prevalencia en el area alrededor del nucleo. El proceso basal de los
tanicitos tipo 3 ventrales esta mas desarrollado, pero en general, s6lo se aprecia el
inicio, ya que no cursa paralelo al plano de corte. Cuando es posible observarlo,
presenta un entramado formado por gran cantidad de microtubulos, dictiosomas del
aparato de Golgi, mitocondrias y REL destinado al trafico vesicular. Las mitocondrias
presentan aspecto electrodenso con crestas muy empaquetadas, aunque esto va
disminuyendo en células méas dorsales. Estos tanicitos, disponen de otros elementos
implicados en el tréfico vesicular como cuerpos multivesiculares (Figura 26E, flechas
negras), vesiculas no recubiertas fusionadas en ocasiones con la membrana apical,
vesiculas de clatrina y endosomas. Los tanicitos tipo 3 son uniciliadas, y ocasionalmente
el cilio emitido parte desde gran profundidad de la célula respecto a la cavidad
ventricular. Es muy frecuente encontrar estas células formando grupos o parejas

intercaladas en la pared ventricular.

El tanicito tipo 4, es de morfologia casi cubica, generalmente de mayor
didmetro que los tipo 3. Emiten un proceso basal estrecho y ramificado.
Superficialmente presentan abundantes microvellosidades y pequefias expansiones
citoplasméticas. Se encuentran muy interdigitadas, sobretodo mediante interdigitaciones
horizontales (Figura 26F, flechas). Las uniones adherentes son cortas y las
comunicantes aumentan Yy, con ellas, los anillos. El nacleo de estas células tiene bordes
mas redondeados con escasas invaginaciones, cromatina laxa y ocasionales fusiones
nucleares (Figura 26F). Presenta un citoplasma mas electrolicido que el anterior con
abundantes polirribosomas y un aparato de Golgi apical de tamafio medio (Figura 26G).
También es mas frecuente observar vesiculas de clatrina en la membrana
citoplasmatica captando porciones de citoplasma de las células vecinas (Figura 26H,
flechas). Las mitocondrias, menos abundantes, son pequefias, claras y de crestas
ligeramente dilatadas (Figura 26H, asterisco). EI RER esta bastante desarrollado con
cisternas de gran tamafio, en la periferia del ndcleo cercano al proceso basal (Figura
261, flechas). El citoesqueleto esta compuesto por abundantes filamentos intermedios y
microtubulos aislados, a diferencia del tanicito tipo 3 que no presentaba filamentos

intermedios o0 eran muy escasos (Figura 26J). Son células uniciliadas o biciliadas.
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Figura 26. Tanicitos tipo 3 y 4 en la franja intermedia. A) Imagen de pequefios aumentos donde se
pueden ver dos tanicitos tipo 3 (asteriscos), uno de ellos, el mas alejado de la cavidad ventricular, incipiente
pues se ha cortado muy tangencial. Son electrodensos de abundantes mitocondrias y ndcleos de contorno
irregular con cromatina muy condensada formando grandes grumos. B) Detalle del citoplasma de un
tanicito tipo 3 donde se observa un anillo comunicante. C) Fotografia de grandes aumentos donde
aparecen varias vesiculas de clatrina en la membrana citoplasmatica (flechas). Una de ellas contiene parte
del citoplasma de las células vecina. D) Detalles del citoplasma de un tanicito tipo 3. En él se aprecian
grandes dictiosomas del aparato de Golgi (flechas), mitocondrias de cretas compactas (puntas de flecha
negras), y pequefias cisternas del RER (puntas de flecha blancas). Son abundantes los polirribosomas y las
vesiculas desprendidas del aparato de Golgi. E) En este tipo celular es frecuente encontrar cuerpos
multivesiculados (flechas). F) Imagen de pequefios aumentos donde se pueden ver tanicitos tipo 4. Son
células de morfologia cubica algo alargada, con interdigitaciones horizontales entre ellas (flechas). Emiten
microvellosidades abundantes y pequefias expansiones citoplasmaticas a la luz ventricular. El citoplasma
es claro y se aprecian pequefias mitocondrias. Los nucleos, redondeados y de bordes suaves, contienen
cromatina laxa, con pequefios grumos condensados. G) Detalle de dictiosomas del aparato de Golgi,
generalmente no muy desarrollados. H) Gran magnificacion de una porcién de citoplasma del tanicito tipo 4.
Se puede ver apreciar mas frecuentemente que en las anteriores vesiculas de clatrina con contenido
citoplasmatico de las células vecinas (flechas), anillos comunicantes (asterisco negro). Las mitocondrias de
estas células presentan crestas algo dilatadas (asterisco blanco). |) Fotografia donde se observan largas
cisternas de RER (flechas). J) Detalle de la red de filamentos intermedios presentes en estas células de
forma recuente. 3V, tercer ventriculo. Barra de calibracién en A, 2um; B, C y E, 200nm; D, G, y J, 500nm; F,
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Tanicito tipo 5 o tanicito de la franja dorsal

El tanicito tipo 5 se localiza exclusivamente en la franja dorsal (Figura 27A). En la
porcién ventral forman una agrupacion de unas 6 células en un corte transversal, sin
embargo, dorsalmente se encuentran entremezcladas con el resto de tipos celulares
gue coexisten en la franja, Iéase, los tanicitos tipo 3 y 4 y las células ependimarias. Es
una ceélula cubica con escasas microvellosidades y grandes expansiones
citoplasméticas en superficie (Figura 27B, flechas). Posee nucleo redondeado, con la
cromatina mas laxa de todos los tipos de tanicitos descritos. Su citoplasma es muy
electroltcido, es decir, muy claro, probablemente porque son células pobres en
organulos. Es muy frecuente la presencia de pequefios cuerpos densos, sobretodo en la
region mas apical de la célula. El aparato de Golgi es pequefio y de pocos dictiosomas,
generalmente asociado al cilio (Figura 27C). Contienen mitocondrias de pequefio
tamafio y crestas dilatadas (Figura 27C). El nucleo de las células es grande y
redondeado, de cromatina muy laxa, con escasas y pequefias condensaciones.
Habitualmente presenta pequefias fusiones nucleares localizadas generalmente muy
superficiales, es decir, sin romper la forma redondeada del nucleo (Figura 27D).
Esporadicamente, podemos encontrar algin ndcleo de este tipo celular profundamente
invaginado y fusionado. En estos casos la cromatina se encuentra mas condensada,

sobre todo en las zonas mas estrechas.

Su citoesqueleto, esta compuesto fundamentalmente por una red no muy densa
de filamentos intermedios, aunque es posible encontrar microtibulos aislados. Los
filamentos intermedios son mas abundantes en el proceso basal y asociados a la
membrana celular. Las células tipo 5 se encuentran profundamente conectadas a lo
largo del soma con interdigitaciones gruesas, redondeadas y orientacion horizontal, muy
abundantes (Figura 27E). Estas interdigitaciones horizontales también pudimos
observarlas al SEM (Figura 27F). En la region apical siempre encontramos uniones
adherentes y en las interdigitaciones existen abundantes uniones intercelulares que por
su ultraestructura parecerian estrechas, que no se marcan con ZO-1, por lo tanto, de
tipo comunicante. Los anillos de uniones comunicantes, son enormemente abundantes
en este tipo de tanicito, lo que las diferencia del resto de tanicitos (Figura 27G). También
presentan abundantes vesiculas de clatrina en la membrana lateral (Figura 27H). Estas
células pueden ser uniciliadas, biciliadas (lo mas frecuente), y ocasionalmente
tetraciliadas. Proyectan un proceso basal grueso al inicio, de trayectoria irregular que se
intercala en el neuropilo del nacleo VMH (Figura 27B, flecha de doble punta). Estos
procesos son ricos en filamentos intermedios y puede verse entre ellos algun

microtubulo, pero muy escasos. El conjunto de estas expansiones o procesos basales
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inicial genera inmediatamente detrdas de la pared ventricular una capa rica en
expansiones y pobre en células de grosor variable. Es muy frecuente encontrar el cilio
proyectado hacia el interior del parénquima en los tanicitos tipo3, 4 y 5 (Figura 271).En el
limite entre la franja dorsal y la regiébn multiciliada se entremezclan los tanicitos con las

células multiciliadas, en la llamada zona de “overlap”.

La region multiciliada se compone Unicamente de células multiciliadas
llamadas células ependimarias. Las células ependimarias son células cubicas poco
interdigitadas con las células vecinas (Figura 28A). Las interdigitaciones son sobre todo
horizontales con uniones comunicantes y por tanto también forman anillos comunicantes
(Figura 28B). Apicalmente encontramos uniones adherentes (Figura 28C). Su nucleo, de
cromatina condensada en abundantes y pequefios grumos, es redondo y carente de
invaginaciones. El citoplasma contiene numerosas mitocondrias en la zona apical y
rodeando al nucleo. Anclados a las mitocondrias apicales, se encuentran los procesos
basales de los cilios mediante las raicillas ciliares (Figura 28D). También son frecuentes

pequenos dictiosomas del aparato de Golgi cerca del nicleo, pequefios cuerpos densos
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y grandes gotas lipidicas (Figura 28E). En superficie, la célula presenta abundantes
cilios largos y gran cantidad de microvellosidades. Carecen de proceso basal, tienen
simplemente una pequefia expansion citoplasmatica basal (Figura 28F). La capa
hipocelular subyacente a las células ependimarias es la continuacién a la ya vista en las
franjas intermedia y dorsal, pero ésta presenta mayor grosor. Esta capa hipocelular esta
constituida por las expansiones de células ependimarias y astrocitos y, ocasionalmente
también de somas astrocitarios. Estos astrocitos llegan a contactar la cavidad ventricular
(Figura 28G y H). Las células ependimarias cercanas a la franja dorsal presentan un
citoplasma mas claro y mitocondrias en su region basal. Ademas, es frecuente que la
célula pierda su forma cubica y presente formas muy irregulares. En regiones mas

dorsales son cubicas y presentan un citoplasma mas oscuro.

Figura 27. Tanicito de la franja dorsal, el tipo 5. A) Semifino donde las lineas amarillas indican la
localizacién de la franja dorsal, donde se encuentran los tanicitos tipo 5. El diagrama sitta espacialmente la
franja y los nucleos hipotaldmicos de referencia. B) Panoramica donde se observan 3 células tipo 5,
correspondientes a la porciéon ventral de la franja dorsal, donde suelen aparecer agrupadas. Son células
cubicas de citoplasma claro pobre en organulos y nudcleo redondeado de cromatina muy laxa. Emiten
grandes expansiones citoplasmaticas, blebs, a la luz ventricular (flechas). C) Detalle del citoplasma de un
tanicito tipo5. Es pobre en organulos y se pueden distinguir pequefias mitocondrias, un pequefio aparato de
Golgi cerca del aparato ciliar (punta de flecha), cuerpos densos (flecha) y polirribosomas dispersos. Se
puede apreciar en la membrana de la izquierda una vesicula de clatrina captando un pedazo de la célula
vecina. En el inserto arriba a la derecha, se muestran dos mitocondrias de crestas dilatadas, tipicas de este
tipo celular. D) Detalle de una “fusidon nuclear”’, muy superficiales en este tipo celular. E) En la imagen se
muestra una pequefia porcion de citoplasma de un tanicito tipo 5 repleto de invaginaciones horizontales. F)
Invaginaciones laterales observadas al SEM. G) Reconstruccion de un anillo comunicante que muestra que
esta unida a la membrana (flecha). Todos los reconstruidos mostraban esa unién. También nos permitié
averiguar el diametro medio de estas “esferas”, 500nm. H) Reconstruccion de una vesicula de clatrina en la
membrana celular. Al reconstruirla determinamos que el diametro medio es de 90nm. 1) Detalle de un cilio
internalizado en el citoplasma. En este caso corresponde a un tanicito tipo 5. 3V, tercer ventriculo; RDM,
region dorsal multiciliada; RCV, region caudoventral no multiciliada; EM, eminencia media; Fd, franja dorsal;
Fi, franja intermedia; Fv, franja ventral; DMH, nicleo hipotalamico dorsal; VMH, nicleo ventromedial
hipotalamico; ARC, nucleo arcuato. Barra de calibracion en A, 200um; B, 5um, C, Ey F, 1um; D y G 200nm;
H, 100nm; I, 500nm.
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Figura 28. Descripcion ultraestructural de la region dorsal multiciliada. A) Imagen del epéndimo multiciliado
gue conforma la pared de la RDM. Las células multiciliadas son cubicas, de nucleo redondeado y cromatina laxa
con pequefios grumos muchos adheridos a la membrana nuclear. Se observan particulas electrodensas
acumuladas apicalmente que corresponden a mitocondrias y los corplsculos basales de los cilios (flechas
blancas). Se aprecian los cilios en la luz ventricular (flechas negras). B) Anillos comunicantes encontrados
también en las células multiciliadas (asteriscos). C) Imagen de grandes aumentos de una union densa,
localizadas apicalmente en este tipo celular. D) CorpuUsculos basales de una célula ependimaria donde se
aprecia la intima relacion entre éstos y las mitocondrias (flecha) localizadas en la porcién apical de la célula. Los
cilios son de estructura 9+2 (puna de flecha) y estan orientados todos en una misma direccién. E) Detalle de una
gota lipidica, muy frecuentes en este tipo celular. F) Vista lateral de una célula ependimaria al SEM, facilmente
reconocibles por el abundante nimero de cilios que muestran en superficie. Se observa la morfologia aplanada
que adquieren estas células en las porciones mas dorsales. Carecen de proceso basal, Gnicamente presentan
una corta y delgada expansion hacia el parénquima (flecha) que forma parte de la capa hipocelular subyacente al
epéndimo. G) Astrocito subependimario. En la RDM del N4 los astrocitos subependimarios se intercalan entre las
células ependimarias. Presentan un citoplasma claro y un nicleo de cromatina condensada en escasos grandes
grumos y adherida a la membrana nuclear. Se encuentra frecuentemente invaginado. H) Estos astrocitos llegan a
contactar con la cavidad ventricular con una pequefa superficie por donde sale el Unico cilio que presentan.
Mantiene uniones densas con las células ependimarias. 3V, tercer ventriculo. Barra de calibracion en Ay F, 5um;
B, 1um; C, D, E y H, 500nm; G, 2pum.
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4.1.1.1 Reconstruccion tridimensional del 3V

Tras la descripcion exhaustiva y el establecimiento de criterios ultraestructurales para
diferenciar los tipos de tanicitos, nos dimos cuenta que era necesario estudiar en mayor
detalle la estructura y disposicion de los cilios y sus corpusculos basales. De hecho,
pudimos observar que distintos tipos de tanicitos presentaban aparatos ciliares de

caracteristicas particulares.

Se han descrito en la literatura tres tipos de células “ependimarias” en funcién del
numero de cilios y los corpusculos basales asociados. En el 3V encontramos estos tres
tipos celulares y hemos realizado un estudio tridimensional del que se extraen las
siguientes descripciones:

El tipo E1 estd compuesto por numerosos cilios de estructura 9+2, sin asociar
centriolos y cuyos corpusculos basales se encuentran muy desarrollados. Mediante
raicillas ciliares que parten de la base de los corplUsculos basales, se anclan a
mitocondrias del polo apical de la célula. (Figura 29). Este tipo celular es el que
comunmente denominamos célula ependimaria, y que en el 3V corresponde a la region

multiciliada dorsal.
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Figura 29. Aparato ciliar tipo E1. A) Diagrama tridimensional representativo del aparato ciliar E1. Esta
formado por multiples cilios. Cada uno de ellos se compone de un corpusculo basal con raicillas del que
parte un cilio 9+2. B) Vista en planta de cada una de las estructuras que componen el aparato ciliar. El
corpusculo basal esta compuesto por las raicillas ciliares, proteinas asociadas a la base del corpusculo
basal a modo de apéndices radiales y 9 tripletes de microtibulos que forman un corto cilindro. El cilio esta
formado por 9 pares de microtibulos que forman un cilindro y un par central (9+2). C) Detalle al TEM de
varios cilios cortados transversalmente (flechas) y varios corplsculos basales también seccionados
transversalmente (puntas de flecha). Los cilios presentan una estructura 9+2. Ci, cilio; Cb, corpusculo basal.
Barra de calibracién en C, 500nm.
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El tipo E2 presenta dos corpusculos basales también muy desarrollados y
rodeados de una densa estructura proteica. Si sélo nace un cilio a partir de uno de los
corpusculos estamos ante una célula que se ha denominado tipo E2-1. El cilio suele ser
largo y de estructura 9+2. El segundo corpusculo basal, sin cilio, se encuentra alejado,
generalmente muy préximo al nacleo. Ambos presentan raicillas ciliares en uno de los
extremos (Figura 30). En alguna ocasion el corpusculo basal sin cilio se localiza muy
cerca y asociado estrechamente al corpusculo basal asociado a cilio asemejandose a un
diplosoma. En el 3V estas estructuras se han visto en los tanicitos tipo 1, 3, 4y 5.
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Figura 30. Aparato ciliar tipo E2-1. A) Diagrama tridimensional representativo del aparato ciliar E2-1. Se
compone de un corpusculo basal con raicillas del que parte un cilio 9+2. Generalmente alejado del cilio,
presenta otro corplsculo basal carente de cilio. B) Vista en planta de cada una de las estructuras que
componen el aparato ciliar. El corplsculo basal estd compuesto por las raicillas ciliares, proteinas asociadas
a la base del corpusculo basal a modo de apéndices radiales y 9 tripletes de microtibulos que forman un
corto cilindro, y es igual para ambos corpusculos basales. El cilio esta formado por 9 pares de microtibulos
qgue forman un cilindro y un par central (9+2). C) Reconstruccion al TEM de una célula E2-1, donde
podemos seguir la evolucion del cilio con su corpusculo basal (flecha) y el corpusculo basal sin cilio (punta
de flecha). Desde la segunda fotografia podemos apreciar la estructura 9+2 del cilio. Ci, cilio; Cb1,
corpusculo basal con cilio; Cb2, Corpusculo basal sin cilio.

Si nacen dos cilios de ambos corpusculos basales, la célula se denomina E2-2,
es una célula biciliada. Presentan dos corpusculos basales idénticos a los del tipo E2-1,
pero en este caso de ambos parte dos largos cilios de estructura 9+2. La célula E2
carece de centriolo (Figura 31). Este tipo celular esta representado en su mayor parte
por el tanicito tipo 5 y muy puntualmente en el tanicito tipo 4 dorsal.
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Figura 31. Aparato ciliar tipo E2-2. A) Diagrama tridimensional representativo del aparato ciliar E2-2. Se
compone de dos cilios con sus corpuUsculos basales del que parten las raicillas ciliares. B) Vista en planta de
cada una de las estructuras que componen el aparato ciliar. El corpusculo basal estd compuesto por las
raicillas ciliares, proteinas asociadas a la base del corplsculo basal a modo de apéndices radiales y 9
tripletes de microtubulos que forman un corto cilindro, y es igual para ambos cilios. El cilio esta formado por
9 pares de microtibulos que forman un cilindro y un par central (9+2). C) Reconstruccion al TEM de una
célula E2-2, donde podemos seguir la evolucion de ambos cilios (flechas negra y blanca), muy préximos el
uno del otro. En la tercera fotografia podemos apreciar la estructura 9+2 de uno de los cilios. Cil, primer
cilio; Ci2, segundo cilio; Cb1, corplsculo basal del primer cilio; Cb2, corpusculo basal del segundo cilio.

Finalmente, existe un tercer tipo de célula “ependimaria”, el tipo E3, formado por
un unico cilio corto de estructura 9+0 asociado a un centriolo perpendicular al
corpusculo basal. Centriolo y corpusculo se encuentran menos desarrollados que los
tipos anteriores, y raicillas ciliares muy pobres (Figura 32). Este tipo celular se encuentra

representado en el 3V por los tanicitos tipo 2 y 28M,
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Figura 32. Aparato ciliar tipo E3. A) Diagrama tridimensional representativo del aparato ciliar E3. Se
compone de un corpusculo basal con raicillas del que parte un cilio 9+0. En la base y perpendicular al
corpusculo basal se encuentra el centriolo. B) Vista en planta de cada una de las estructuras que componen
el aparato ciliar. El corpusculo basal estd compuesto por las raicillas ciliares, proteinas asociadas a la base
del corplsculo basal a modo de apéndices radiales y 9 tripletes de microtibulos que forman un corto
cilindro. El cilio esta formado por 9 pares de microtibulos que forman un cilindro (9+0). Por ultimo, el
centriolo, carente de raicillas y apéndices, es una estructura cilindrica también de 9 tripletes de
microtUbulos. C) Reconstruccion al TEM de una célula E3, donde se puede seguir la evolucién del centriolo
(punta de flecha) y el cilio (flecha). N6tese la estructura mas pobre en proteinas del centriolo, comparado
con los corpusculos basales sin cilio de las tipo E2-1. En la Gltima fotografia podemos apreciar la estructura
9+0 del cilio. Ci, cilio; Cb, corpusculo basal; Ce, centriolo.

La técnica de “en face” consiste en realizar secciones paralelas a la superficie
del 3V, profundizando desde los cilios hacia el citoplasma. Nos permitio establecer la
relacion entre los tanicitos de la RCV y analizar en mayor profundidad las estructuras
ciliares. Observamos la gran interdigitacion existente entre las células, formando
mediante invaginaciones de membrana estructuras en “pétalos de flor” (Figura 33A). Es
posible en ocasiones encontrar los corpusculos basales de la célula tipo E2 (Figura
33B).
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Figura 33. “En face”. A) Visién de un tanicito de la pared del 3V en una seccion paralela a la superficie, en
“en face”. Se aprecian las profundas interdigitaciones horizontales con las células vecinas que le dan un
aspecto de “pétalos de flor”. Se observa un corpusculo basal algo excéntrico (flecha). B) Detalle de un
aparato ciliar seccionado en “en face”. En él podemos observar dos corpusculos basales ricos en proteinas
adheridas. Se trata de una célula E2, sin especificar entre E2-2 0 E2-1 puesto que no sabemos si de ambos
parte un cilio o solamente de uno de los dos. Cabe destacar que se disponen uno perpendicular al otro, por
lo que podria decirse que se trata de una E2-1. El diagrama inserto arriba a la derecha, muestra la
disposicién del cilio con su corpusculo basal y el corplsculo basal en perpendicular de las células E2-1 visto
en planta, al igual que la seccién en “en face”. Barra de calibracion en A, 2 um; en B, 500 nm.

Eminencia media

La EM merece una mencién aparte ya que es una region de comunicacién
neuroendocrina implicada en la funcién hipotalamica, y puede aportarnos informacién
sobre el rol de los tanicitos en esta comunicacion. Por ello estudiamos su
ultraestructura, muy heterogénea en cuanto a tipos celulares y diana de numerosas
expansiones. El parénquima esta formado principalmente por las prolongaciones de los
tanicitos, axones de neuronas del nicleo ARC y algunos pequefios vasos sanguineos.
Entre los escasos somas se encuentran oligodendrocitos, neuronas maduras, y células
oscuras que no hemos podido identificar. Son células electrodensas, pequefias y
estrelladas. Su nudcleo es pequefio, invaginado y de cromatina muy condensada (Figura
34A). Presentan gruesas mitocondrias (Figura 34B, asterisco), abundantes filamentos
intermedios que se distribuyen en forma de paquetes densos (Figura 34C) y acumulos
de grumos de glucdgeno (Figura 34D). Las expansiones llegan a ser muy finas, de
60nm de diametro, pero presentan ensanchamientos que contienen lisosomas (Figura
34E), granulos de glucégeno y grandes mitocondrias. Rodean axones (Figura 34F),
sinapsis (Figura 34, flechas) y somas neuronales (Figura 34H). Mediante inmuno-oro
anti-GFAP algunas de estas expansiones se marcaban con oro, pero no todas las
células presentaban inmunopositividad a GFAP (Figura 34F).
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Figura 34. Ultraestructura de la EM. A) Astrocito caracteristico de la EM (asterisco) que contacta
mediante dos finas expansiones con un proceso basal de tanicito (T). Presenta un pequefio ndcleo de
cromatina muy condensada. B) Las mitocondrias de estas células (asterisco) son de gran tamafio y crestas
dispuestas en paralelo. C) El citoplasma y las expansiones citoplasmaticas contienen densos paquetes de
filamentos intermedios (puntas de flecha). D) Estos astrocitos presentan acUmulos de granulos de
glucdgeno (asterisco). E) Lisosoma, de contenido heterogéneo, localizado en una expansion citoplasméatica
de estas células. F) Estas células presentan marcaje con oro coloidal de la proteina GFAP. En la imagen, la
fina expansion que parte del citoplasma GFAP+ (flechas) rodea un ax6n neuronal. G) Estas expansiones
(flechas) rodean las sinapsis (punta de flecha) de la EM (flechas). H) Las expansiones de los astrocitos
rodean los somas neuronales (puntas de flecha). I) Soma de una célula indeterminada de la EM. Son
células alargadas con nucleos ovalados de cromatina condensada en grumos libres y adherida a la
membrana. J) Expansién citoplasmatica en su porcion proximal de una célula indeterminada, los cuales
contienen una densa red de microtdbulos (puntas de flecha). K) Aparato ciliar tipo E2-1 en las células
indeterminadas, generalmente orientado hacia la base de la EM (flecha). Dos expansiones en seccion
transversal, siendo una el proceso basal de un cilio (asterisco blanco), con una densa trama de
microtdbulos, y un axén (asterisco negro) donde la densidad de microtibulos es mucho menor, lo que lo
hace mas electrollcido. Ambos contienen mitocondrias, situadas habitualmente en la periferia en el caso de
los procesos basales (flecha). EM, eminencia media; N, soma neuronal; T, proceso basal de tanicito. Barra
de calibracionen A el, 2 um; B, E, Fy K, 500 nm; C, 100 nm; D, Jy L, 200 nm; Gy H 1 pm.
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Entre los procesos basales de los tanicitos y los axones de la neuronas de los
nacleos hipotalamicos encontramos otro tipo celular que hemos “denominado células
indeterminadas” por no poder determinar a qué tipo celular se corresponden. Contienen
un nucleo ovalado, en ocasiones invaginado y con cromatina condensada en la
envoltura nuclear (Figura 34l). Se caracteriza por contener abundantes ribosomas libres,
cisternas de RER, aparato de Golgi y abundantes microtibulos dispuestos de forma
organizada (Figura 34J). Presentan ademas estructura ciliar de célula tipo E2 con
raicillas y prominentes corpusculos basales (Figura 34K). Este tipo celular es casi
indistinguible del tanicito tipo 1, a excepcion de su localizacibn parenquimal.
Curiosamente, estas células resultaron ser células que expresaban vimentina (Figura
35).

Es relativamente facil distinguir entre las expansiones de origen neuronal y las de
tanicitos, pues a pesar de que ambas contienen microtibulos, en los tanicitos son
mucho mas numerosos y densamente empaquetados, siendo la expansién mas oscura

(Figura 34L, asterisco blanco) y la mas clara, un axon (Figura 34L, asterisco negro).

La base esta compuesta por vasos sanguineos fenestrados, carentes de barrera
hematoencefalica, sobre el sistema porta (pars tuberalis) de la hipofisis. Estos vasos
sanguineos estan rodeados por dos laminas basales entre las cuales se situa el espacio
perivascular. Sobre la lamina mas externa contactan los pies de tanicitos y terminales
axonicos tapizandolos por completo. Las laminas basales contienen fibras de colageno.

En los niveles mas posteriores incluso subyacen a la pared ventricular.

Figura 35. Célula indeterminada vimentina+. Inmundeteccién de vimentina con oro coloidal en el que se
refleja que las células indeterminadas de la EM expresan vimentina. Barra de calibraciéon en A, 5um y B,
500nm.

90



Resultados

4.1.3 Otros niveles

Tras haber analizado en profundidad el N4 y haber establecido los tipos celulares,
estudiamos el resto de la cavidad ventricular al microscopio Optico y al microscopio

electrénico, tanto de barrido como de transmision.

En el primer nivel, N1 (Bregma -0,3), encontramos células ependimarias en la
porcién dorsal e intermedia y células similares a tanicitos tipo 3 o tipo 4 y a tanicitos tipo
5 en la porcién ventral. Las similares al tipo 5 son de citoplasma claro, como las
encontradas en el N4, pero en este caso las uniones GAP son muy escasas. Estas
células ventrales presentan un proceso basal ramificado y en direccion perpendicular al
plano de corte, por lo que no se aprecia la longitud de los mismos. EI N2 (Brg -0,5) se
encuentra tapizado por células ependimarias. Aunque esporadicamente puede aparecer
alguna célula uniciliada aislada. En esta region abundan los axones supraependimarios
como vimos en la descripcion al SEM de la pared del 3V. En N3 (Bregma -1), la pared
esta formada principalmente por células ependimarias, sin embargo, ventralmente se
sita el inicio de la RCV, que continuara en el N4. Aparece un pequefio grupo de
alrededor de 10 células no multiciliadas claras (tipo 5), y oscuras (tipo 3), apareciendo
algunas intermedias, correspondientes a los tipo 4; todas de forma mas o menos
alargada y con proceso basal. Las claras son de mayor tamafio, de nucleo redondeado
y escasas invaginaciones. En este nivel si presentan uniones GAP e incluso anillos
comunicantes. Las oscuras son mas estrechas y de contorno irregular. El nucleo
invaginado y de cromatina condensada. Dado que el presente trabajo se centra en la
descripcion del N4 (Bregma -1,70 a -2,3), aqui simplemente nombraremos los tipos
encontrados, dado que ya fue descrito profundamente. Lo componen, dorsalmente,
células multiciliadas, correspondientes a la RDM. Ventralmente lo componen tanicitos
tipo 1, 2, 3, 4 y 5, correspondientes a la RCV. En el N5 (Bregma -2,5) encontramos la
distribuciéon opuesta al N3. Se encuentra tapizado principalmente por células no
multiciliadas, que forman parte del extremo caudal de la RCV; y dorsalmente aparece un
pequefo grupo de células ependimarias. Las células no multiciliadas corresponden a los
tanicitos tipo 3, tipo 4 y tipo 5, pero en este caso se encuentran extremadamente
interdigitadas formando un epéndimo pseudoestratificado. En la figura indicamos la

distribucion de los diferentes tipos celulares a lo largo del 3V (Figura 36).
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Figura 36. Distribucién celular en los diferentes niveles establecidos en el 3V. En la tabla se indica las
divisiones por regiones de cada nivel, RDM, RRV y RCV, la localizacion de las mismas en el eje
dorsoventral; porciéon dorsal, intermedia y ventral; y los tipos celulares que encontramos en las distintas
regiones de cada nivel. Los diagramas muestran graficamente dicha informacion, representando secciones
transversales de los 5 niveles estudiados. N1) (Bregma -0,3). Aqui encontramos células ependimarias en la
porcion dorsal e intermedia, y células similares a tanicitos T3 o T4, y a tanicitos tipo T5 en la porcion ventral.
N2) (Brg -0,5) La pared esta tapizada por células ependimarias con alguna célula uniciliada aislada
intercalada. N3) (Bregma -1). A este nivel, la pared esta formada principalmente por células ependimarias
pero ventralmente contiene un pequefio grupo de alrededor de 10 células no multiciliadas T3, T4 y T5,
correspondiente al inicio de la RCV. N4) (Bregma -1,70 a -2,3) formado por células multiciliadas
dorsalmente (RDM), y los cinco tipos de tanicitos, T1, T2, T3, T4 y T5. N5) (Bregma -2,5). Est4 tapizado
principalmente por tanicitos T3, T4 y T5 (extremo de la RCV). Dorsalmente aparece un pequefio grupo de
células ependimarias. RDM, region dorsal multiciliada; RRV, regién rostroventral no multiciliada; RCV,
region caudoventral no multiciliada; N1, N2, N3, N4 y N5, nivel 1, 2, 3, 4 y 5; T1, tanicito tipol; T2, tanicito
tipo2; T3, tanicito tipo3; T4, tanicito tipo4 y T5, tanicito tipo5.
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4.2 Caracterizacion molecular de los tanicitos

4.2.1 Inmunofluorescencia

En paralelo a la descripcion ultraestructural, se realizé el estudio molecular del nivel 4
con diversos marcadores de glia, ya que el tanicito es una célula a la que se ha
relacionado con la glia radial. Posteriormente, realizamos una correlacién de los

morfotipos ultraestructurales con los distintos marcadores detectados.
Nestina

La nestina es un filamento intermedio caracteristico de células madre o progenitoras del
SNC (Dabhlstrand et al. 1995; Kalman & Ajtai 2001; Lendahl et al. 1990; Morshead et al.
1994). Las células ependimarias no se marcan con anticuerpos anti-nestina. En cambio,
en la RCV si que existe marcaje aunque heterogéneo (Figura 37A). La franja dorsal, en
la zona de “overlap” presenta alternancia en el marcaje con tanicitos positivos (con
proceso basal marcado) intercalados con células negativas. La franja intermedia se
marca de forma méas generalizada (Figura 37B). Curiosamente, en todos los animales
estudiados, la franja ventral resulté negativa o muy débilmente marcada (Figura 37C,
puntas de flecha). La EM se marca en su mayoria pero existen espacios sin
inmunomarcaje, que podria indicar la existencia de células negativas. Esto no lo
podemos confirmar con esta técnica, pues en es0s espacios, aparece marcaje
flanqueandolo y no podemos determinar si pertenece a ella o a células vecinas
positivas. (Figura 37D y E, puntas de flecha).

GFAP

La proteina GFAP (del inglés Glial Fibrillary Astrocytic Protein) es un filamento
intermedio caracteristico de los astrocitos. Es un marcador que esta presente en la
célula madre neural adulta de la SVZ. En el 3V, el inmunomarcaje contra GFAP muestra
invariablemente positividad en una agrupacion celular bien delimitada dentro de la franja
dorsal, en su porcién ventral (Figura 37F y G, puntas de flecha). Aqui, las células que
expresan GFAP lanzan un proceso basal en direccién dorsal, nunca en trayectoria
ventral. En la franja intermedia hay células aisladas que expresan GFAP, y en la EM
también existen aunque son muy escasas (Figura 37H, punta de flecha). Es decir, no
todos los tanicitos expresan GFAP. El parénquima de la EM muestra somas de aspecto
estrellado (Figura 37H, flecha) y una densa red de expansiones GFAP positivas. En el
“overlap” el marcaje es denso, intercalado con células negativas, atribuibles a las células
ependimarias (Figura 371). Por dltimo, en la regiéon multiciliada existe gran cantidad de

astrocitos subependimarios que se encuentran rodeando el ventriculo en este dominio,
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incluso emitiendo pequefios procesos apicales que se intercalan entre las células
ependimarias, tal y como vimos al TEM, y que en ocasiones contactan con el ventriculo

(Figura 37J, puntas de flecha).
GLAST (ACSA1 monoclonal/ EAATL policlonal)

El GLAST es el transportador de glutamato presente en la glia, localizado en su
membrana, y es marcador de glia radial y astrocitos (Shibata et al. 1997). Es interesante
destacar que en trabajos recientes, mediante inmunohistoquimica y trazado genético
(lineage tracing) se considerd al tanicito GLAST+ como gliogénico, regeneradora de
tanicitos, y origen de nuevas neuronas, pero muy escasas, en el nucleo ARC (S C
Robins et al. 2013).

En el 3V, el GLAST no se expresa en células ependimarias (Figura 37L, dorsal a
las puntas de flecha). En la franja dorsal, donde se intercalan células ependimarias con
tanicitos, el marcaje es discontinuo (Figura 37L, ventral a las puntas de flecha). El
marcaje es coincidente al de GFAP en la franja dorsal (Figura 37M, dorsal a la punta de
flecha). Existe una regién no marcada en la franja ventral, curiosamente la misma regién
no marcada para nestina. Sin embargo, en las invaginaciones laterales del receso

infundibular y en la EM, el marcaje es generalizado (Figura 37N).

Figura 37. Caracterizacién molecular por inmunofluorescencia del 3V. A) Diagrama explicativo donde
se muestra la localizacién del marcaje de nestina. Los tanicitos nestina es positivos se localizan en la RCV y
algunos intercalados en el “overlap” y RDM. Son negativos los localizados en la Fv de la RCV. B)
Inmunofluorescencia anti-nestina del extremo dorsal de la Fd y “overlap” donde hay un marcaje bastante
generalizado, con algunas células negativas intercaladas. C) Inmunofluorescencia anti-nestina donde se
observa la negatividad para los tanicitos localizados en la Fv. D y E) Epéndimo de la EM, suelo de la RCV,
donde los tanicitos son inmunorreactivos para nestina, a excepcién de algunos intercalados (punta de
flecha). F) Diagrama explicativo donde se muestra la localizacion del marcaje de GFAP. Destaca la ausencia
de marcaje en la RCV, a excepcion de los tanicitos de la Fd. En la RDM es frecuente el marcaje
subependimario que contacta con la cavidad y el marcaje parenquimético. G) Detalle del intenso marcaje de
los tanicitos localizados al inicio de la Fd (puntas de flecha). H) El suelo de la RCV, la EM, es principalmente
negativo para el marcaje contra GFAP. Sélo se encuentran tanicitos aislados positivos (punta de flecha).
Destaca el intenso marcaje parenquimatico. |) Detalle del “overlap” donde se observa un marcaje alterno. J)
La RDM es principalmente negativa, pero destaca el intenso marcaje subependimario. Estas células suelen
presentar un corto proceso basal (puntas de flecha). K) Diagrama explicativo donde se muestra la
localizacién del marcaje de GLAST, que esta presente principalmente en la RCV, siendo negativa siempre la
Fv. L) Las células ependimarias no expresan GLAST, por lo que la RDM se presenta negativa (dorsal a las
puntas de flecha). M) El marcaje en la Fd coincide con la localizacion de la expresién de GFAP, siendo en
GLAST algo mas ventral. Sin embargo, se mantiene siempre la Fv negativa para GLAST (ventral a la punta
de flecha). N) La EM muestra un marcaje generalizado del epéndimo. O) Inmunofluorescencia anti-FGF10.
Detalle de la invaginacion lateral del receso infundibular, donde los tanicitos son inmunorreactivos para
dicho marcaje. P) Diagrama explicativo donde se muestra la localizacién del marcaje de S100p. Este es
expresado por las células ependimarias (RDM) y por los tanicitos localizados en la porcion mas ventral de la
Fd, es decir, coincidiendo con el marcaje de GFAP. Ademas hay un cierto marcaje parenquimético. Q)
Inmunofluorescencia anti-S1008 de la RCV, excluyendo la porcién dorsal de la Fd. Se observa un epéndimo
practicamente negativo, a excepcion de alguna célula subependimaria (punta de flecha pequefia) y tanicitos
de la porcion ventral de la Fd (punta de flecha grande). En el parénquima se localizan algunas células
inmunorreactivas para S100B. R) Detalle de la porcién dorsal de la Fd, donde se encuentra el “overlap”, en
la que el marcaje es alterno, encontrandose células positivas y negativas (puntas de flecha) para S1008. S)
Inmunofluorescencia anti-CD24. Este marcaje se restringe a la RDM, donde se encuentran la células
multiciliadas. EM, eminencia media; Fd, franja dorsal; Fi, franja intermedia; Fv, franja ventral; RCV, regién
caudoventral no multiciliada; RDM, regién dorsal multiciliada. Barra de calibracién en B, 50 pum; C, 25 um; D,
30um: G.H.I.J.L. M. N.Ov O 50um: Rv S. 20 um.
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Faf-10

FGF-10 es un miembro de la familia FGF, la cual estd implicada en la sefializacién
durante el desarrollo, participando en diferentes procesos como la laminacion del cortex,
la formacién de oligodendrocitos o la sinaptogénesis. EI FGF-10, en concreto, se ha
descrito que mantiene la funcion de las células madre/progenitores en tejido no nervioso
(Mailleux et al. 2005; Yokohama-Tamaki et al. 2006; Nyeng et al. 2007) y que regula la
formacion de la glia radial cortical (Sahara & O’Leary 2009). Haan et al. describe al
tanicito FGF-10+ como una célula neurogénica y gliogénica, localizada en la EM, asi
como en nuestra recién establecida franja ventral de la RCV. En el 3V, nosotros
constatamos que FGF-10 se expresaba en la RCV en general de forma puntual, aunque
de forma més intensa en las invaginaciones laterales del receso infundibular (Figura
370).

S100B8 y CD24

Por ultimo, dado que la pared del 3V tiene una importante presencia de células
ependimarias, utilizamos los marcadores de células ependimarias S1008 y CD24. La
primera proteina es expresada tanto por células ependimarias como por astrocitos y
ciertos tanicitos (Figura 37P). Estos tanicitos S1003+ se sitian en el extremo ventral de
la franja dorsal (Figura 37Q, punta de flecha grande), y en la zona “overlap” de forma
discontinua (Figura 37R). Algunas células subependimarias de la franja ventral y de la
EM también son S100B+ (Figura 37Q, puntas de flecha pequefias). El marcaje anti-
CD24 mostro un patron similar a S1008 en la region multiciliada dorsal, dado que las

células multiciliadas expresan CD24 (Figura 37S).

4.2.2 Marcaje con oro coloidal para el estudio molecular a nivel

ultraestructural

Sabiendo qué zonas del 3V expresan unos u otros marcadores moleculares, el marcaje
con oro coloidal nos ha permitido correlacionar cada uno de ellos con un tipo celular de

los descritos anteriormente.
Nestina

La nestina es expresada por todos los tanicitos del 3V excepto los tanicitos tipo 2 y 2&M
(Figura 38A). Al ser células tan interdigitadas, podemos ver cémo entre el citoplasma de
tanicitos tipo 3 aparecen expansiones oscuras negativas de células tipo 2 (Figura 38B).

Los tanicitos tipo 5 expresan intensamente nestina (Figura 38C). Los tanicitos tipo 1
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presentan también un marcaje intenso, pero menor que el de los tipo 5. Este patrén
coincide con la ausencia de marcaje en la franja ventral observada en la

inmunoflourescencia. Las células ependimarias no expresan nestina.

Figura 38. Marcaje con oro coloidal del anticuerpo anti-nestina. A) Imagen al TEM del marcaje anti-
nestina donde se observan dos citoplasmas muy interdigitados. El menos electrodenso corresponde a un
tanicito tipo 3, y el mas electrodenso, a uno tipo 2. Nétese que el marcaje, visto como precipitados opacos
para los electrones, se restringe al tanicito tipo 3. B) detalle del marcaje negativo para el tanicito tipo 2 y
positivo para el tipo 3. C) Detalle del citoplasma de un tanicito tipo 5, los cuales presentan un intenso
marcaje. Barra de calibracion en A, 5 ym; B, 1 um; C, 2 pm.

GFAP

La expresion en el 3V se caracteriza por un marcaje muy intenso al inicio (ventral) de la
franja dorsal, como se observo en fluorescencia. Las células que muestran este marcaje
tan intenso se corresponden con las células tipo 5 (Figura 39A). Estas células son muy
ricas en filamentos intermedios tanto en el proceso basal (Figura 39, flechas) como en el
soma (Figura 39B) donde podemos observar el marcaje en un citoplasma con los
caracteristicos anillos comunicantes de este tipo celular. Las células tipo 2 y tipo 3 son
negativas, y las tipo 4 dorsales ligeramente positivas, con lo que la franja intermedia
presenta un marcaje leve (Figura 39C). Las células tipo 5, intensamente marcadas,
observadas en “whole mount” (en face) aparecian muy interdigitadas con las células
circundantes (Figura 39D). En muchas ocasiones se observaron dos cilios 9+2 con
corpusculos basales prominentes partiendo juntos de la célula (Figura 39E). Se
observaron incluso células GFAP+ tetraciliadas (Figura 39F). Curiosamente, muchas
células multiciliadas localizadas junto al tipo 5 son positivas para GFAP siempre
coincidiendo con un citoplasma electroltcido (Figura 39G).
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Figura 39. Inmunomarcaje con oro coloidal del anticuerpo anti-GFAP. A) Porcién ventral de la Fd
donde se observa el intenso marcaje anti-GFAP para los tanicitos tipo 5. Las flechas indican el fuerte
marcaje de los procesos basales. B) Detalle del citoplasma de un tanicito tipo 5 que contiene un anillo
comunicante tipico de estas células. D) Inmunodeteccién de la proteina GFAP con oro coloidal en “whole
mount”, la seccién en “en face” de esta preparacion, revela la morfologia en pétalos de flor de las células
GFAP+. E) Los tanicitos tipo 5 son mayoritariamente biciliados, la reconstruccién muestra uno de estos
tanicitos, GFAP+, con sus dos prominentes corplsculos basales reconstruidos, de los que parten dos cilios
de estructura 9+2. F) En ocasiones hemos encontrado células GFAP+ tetraciliadas (comprobado mediante
reconstruccion tridimensional). Se muestra una imagen representativa, donde las flechas indican los cuatro
cilios. G) Las células multiciliadas cercanas a la Fd fueron habitualmente GFAP+. T3, tanicito tipo3; T4,
tanicito tipo4. Barra de calibracion en A; 5 um; B; 200 nm; Cy G, 1 ym; Dy F, 2 pm.
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GLAST (ACSA1 monoclonal/ EAATL policlonal)

Se marcaron los tanicitos tipo 3 y 4 con un marcaje escaso, y muy intensamente el tipo
1y 5 (Figura 40A y B). Por el contrario, el tipo2 no mostré marcaje para GLAST. El
marcaje se restringia a la membrana celular, aunque con el anticuerpo policlonal, en las
células de la EM vy las células tipo 5 el marcaje era de membrana y citoplasmico. Los
astrocitos subependimarios y sus expansiones también fueron positivos para GLAST
(Figura 40C, flechas). Las células ependimarias nunca expresaron GLAST.

Figura 40. Inmunodeteccién con oro coloidal del anticuerpo anti-GLAST. A) Tanicitos de tipo 1
intensamente marcados con GLAST. B) En la imagen se muestran dos citoplasmas, uno correspondiente a
un tanicito tipo 5, intensamente marcado, y otro a un tanicito tipo 3, no marcado. Estos Ultimos solian
mostrar un débil marcaje. C) Cabe destacar el marcaje intenso de los astrocitos subependimarios para
GLAST. También los parenquiméticos se encontraban marcados, lo que explica el ruido de fondo
encontrado en las inmunofluorescencias para este marcaje. T5, tanicito tipo 5; T3, tanicito tipo 3. Barra de
calibracibonen Ay C, 1 um; B, 2 um.

4.2.3 El caso particular de la expresion de vimentina

Desde la primera descripcion molecular del 3V, la vimentina ha sido el marcador mas
utiizado y ampliamente aceptado de tanicitos (Rodriguez et al. 2005). La
inmunofluorescencia contra vimentina muestra un marcaje universal de los tanicitos, que
son células vimentina+. Nuestro trabajo aceptaba esta premisa como cierta. Sin
embargo, en ocasiones, parecia que algunas regiones de la franja ventral del 3V
guedaban vacias de marcaje, pero lo atribuiamos a un artefacto de la técnica (Figura
42A, flechas). La inmunofluorescencia sobre semifinos de 1,5 micras de grosor

confirmaba la existencia de células no marcadas (Figura 42B).

La inmunofluorescencia doble anti-vimentina/anti-gammatubulina en “whole
mount” nos dio una vision de la superficie del ventriculo (Figura 42C). La gammatubulina
es parte integrante de los corpusculos basales de los cilios. Esta técnica nos permitia

asociar la presencia de vimentina con el nimero de corpusculos pudiendo distinguir
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entre células E1, E2 o E3. La vimentina se expresaba en células ependimarias de la
region dorsal multiciliada del 3V y constituia un nido de filamentos en la regién apical de
dichas células (Figura 42D, circulo), que ademas presentaban multiples corpusculos
basales, como corresponde a una célula multiciliada. Las células con dos o cuatro
corpusculos basales gruesos presentaban unos penachos vimentina+ menos
prominentes. En regiones ventrales se aprecian regiones con un corpusculo basal con

escaso o nulo marcaje para vimentina (Figura 42E, circulos).

Finalmente, al realizar marcaje con oro y observar los ultrafinos consecutivos al
TEM, confirmamos que existian células que no se marcaban con vimentina que se
correspondian en todos los casos con el tanicito tipo 2 (Figura 42F). La célula tipo 5 se
marcaba intensamente, y las células tipo 3 y 4 eran un fenotipo intermedio con marcaje
tenue para vimentina. Dado que los procesos basales de estas células también eran
vimentina+, comprobamos que los procesos de estas células contactaban con neuronas
de los nucleos hipotaldmicos subyacentes. En general, el marcaje de vimentina era mas
intenso en los procesos basales (Figura 41A y B). En muestras procesadas para
marcaje con oro sobre “whole mount”, en corte “en face”, observamos células

vimentina+ uni- y biciliadas (Figura 42G y H).

Dado que la existencia de tanicitos que no expresan vimentina es un resultado
gue difiere de lo descrito hasta el momento, decidimos comprobar este dato mediante
dos experimentos adicionales: a) la deteccion ultraestructural de mRNA de vimentina;
técnica realizada por la estudiante Laura Cubas Nufez b) el estudio de animales
transgénicos con creERT bajo el promotor de vimentina. a) Tras la optimizacién y puesta
a punto del protocolo de RT-PCR in situ con anticuerpos de oro coloidal, se realiz6 la RT
sobre el tejido para convertir mMRNA en cDNA, y en un segundo paso, se llevo a cabo la
PCR con cebadores de vimentina (disefiados sobre regiones exdn-exdn) y nucledétidos
marcados con biotina. Posteriormente se realiz6 inmunomarcaje con oro coloidal contra
biotina y se procesaron las muestras de forma convencional para TEM. Las imagenes
mostraron células tipo 1 y 5 con marcaje de oro (Figura 42l), mientras que las células
tipo 2 no se marcaron. En segundo lugar, utilizamos un raton transgénico
Vim::CreERT;mtdTom-mGFPflox/+ (que para abreviar hemos llamado, Vim::CreER™).
Este animal, tras la administracion de tamoxifeno, expresaba GFP asociado a
membrana (MGFP) en las células que estaban transcribiendo activamente vimentina, y
RFP (Tomato) en el resto de células. A tiempo corto tras administracion de tamoxifeno,
la fluorescencia de GFP se correspondia de forma indirecta, a la expresion de
vimentina, como comprobamos con fluorescencia doble GFP/vimentina (Figura 43A). La

inmunodeteccion de la proteina GFP con anticuerpos conjugados con oro para su
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estudio bajo el microscopio electronico confirmaron lo observado reiteradamente, los

tanicitos tipo 5 eran los que mayor expresion de vimentina presentaban (Figura 43B) y

los tanicitos tipo 2 no expresaban vimentina (Figura 43C).
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Figura 42. El marcaje particular de la vimentina. A) Imagen de confocal de la Fv donde se aprecian
pequefias zonas con aparente ausencia de marcaje. B) Inmunofluorescencia “postembedding” sobre
semifino. El semifino presenta muy poco grosor (1,5um) por lo que el resultado se asemeja a una imagen
de confocal. A la izquierda se localiza el semifino anterior al semifino donde se realizd la inmunodeteccion
con el fin de correlacionar el marcaje con las células existentes. La gran interdigitacion existente en el
epéndimo del 3V, no nos permite identificar la célula poseedora real de la expresion de la proteina
detectada. Las puntas de flecha indican dos espacios libres de marcaje. C) Imagenes de confocal de
inmunofluorescencia en “whole mount” de vimentina y y-tubulina, contiguas en el eje dorsoventral, desde la
RDM hasta la EM. En la fotografia correspondiente a la RDM se aprecia la practica exclusividad de células
ependimarias (multiciliadas) que cubren la superficie del ventriculo. Ventralmente a ésta, la Fd,
perteneciente a la RCV, presenta una mayoria de células E2, sin poder distinguir entre E2-1 y E2-2, pues
s6lo se marcan los corpusculos basales. Recordemos que los tanicitos tipo 5 son en su mayoria E2-2 y se
localizan exclusivamente en esta franja. Son de morfologia prominente, lo que nos permite diferenciarlos
de las células uniciliadas E3. En esta franja se intercalan células ependimarias (recuadro D), intensamente
positivas para vimentina. La Fi, contigua a la Fd, también se encuentra tapizada por células E2, que como
vimos en el TEM se trata de tanicitos tipo3 y 4 exclusivamente. Aqui encontramos células de intensamente
positivas para vimentina, intercaladas con células de escaso marcaje. Por ultimo, la Fv se continua con al
EM, que por su disposicién, nos permite ver los procesos basales de los tanicitos vimentina+. Al igual que
en las franjas anteriores, se aprecian grupos de células de marcaje débil o nulo para vimentina. Aqui las
células son principalmente E2. D) Detalle de la Fd donde se observa una célula ependimaria (circulo) que
muestra un intenso marcaje para la proteina vimentina. El resto de células presentan gruesos corpusculos
basales, correspondientes a células E2. E) Detalle de la Fv donde se observa la composicion en células E2
(corpusculos gruesos, cuadrado blanco) y E3 (corpuUsculos pequefios, cuadrado amarillo). Los circulos
blancos muestran células escasamente marcadas con vimentina. F) Detalle de un tanicito tipo 2 negativo
para vimentina (a la derecha), al lado de uno tipo 3 vimentina+ (célula de la izquierda). G) Inmuno-oro anti-
vimentina en “whole mount” seccionada en “en face”, donde se observa una célula uniciliada vimentina
positiva, correspondiente a un tanicito E2-1. Al inicio los cilios son 9+0, y adquieren el par central unos
nanometros tras la salida. H) En la imagen se muestra en este caso, mediante la misma técnica anterior,
una célula biciliada (E2-2) vimentina+. N6tese que uno de los cilios todavia presenta una estructura 9+0. I)
Tanicito localizado en la Fi que muestra marcaje mediante la técnica de RT-PCR in situ con el cebador de
vimentina y deteccién del marcaje con oro coloidal. EM, eminencia media; Fd, franja dorsal; Fi, franja
intermedia; Fv, franja ventral; RDM, regién dorsal multiciliada. Barra de calibracion en A, 50um, B, 25um;
C,DyE 100um; F, Gy H, 1um; I, 2um.

Figura 41. Tanicito en contacto con neurona. A) Imagen panoramica en la que se observa una neurona
(N) con expansiones que expresan el marcaje vimentina (flechas), por lo tanto correspondientes a un
tanicito, rodeandola. B) Detalle en el que se observa el contacto directo de una expansién vimentina+ con la
membrana de la neurona. Barra de calibracién en A, 2pmy B, 500nm.
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Z-116.14 ym Z-116.14 ym

Figura 43. VImCrER a tiempo corto. A) Confirmacion de que las células vimentina+ expresaban GFP a
tiempo corto. B) Tanicito tipo 5 que muestra un intenso marcaje GFP revelado con oro coloidal. C) Detalle
de la Fv donde se encuentran los tanicitos tipo 2, negativos para vimentina, y por tanto para GFP a tiempos
cortos. Entre ellos se intercalan citoplasmas de otros tanicitos, tanicitos tipo 3, que si expresan GFP, y que
en fluorescencia dan la apariencia de positividad en los tanicitos tipo 2. Barra de calibracion en A, 10um, B
y C, 2um.
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En la figura 43 se recoge la informacion ultraestructural anterior (Figura 44).

RCV

Caracterizacion molecular

Nest. ++ - + ++ +++
GFAP - - - - +++
Glast  +++ - + + +++
Vim. +++ - ++ ++ +++

Aparato ciliar

E2-1 Si No Si (frecuente) Si (frecuente)  Si(menos frec.)
E2-2 No No Si (menos frec.) Si(menosfrec.)  Si(frecuente)
E3 No Si (frecuente) No No No

Figura 44. Resumen de las caracteristicas ultraestructurales de cada tipo celular. En la l[amina se
recoge la localizacion en primer lugar, la caracteristica mas destacada de la superficie celular (SEM), la
morfologia observada al TEM, la expresion molecular y el aparato ciliar, en ocasiones méas de uno, que
presenta cada tipo celular. EM, eminencia media; Fd, franja dorsal; Fi, franja intermedia; Fv, franja ventral,
Nest, nestina; RCV, regién caudoventral no multiciliada; Vim, vimentina.
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4.3 EIl 3V es un nicho proliferativo

4.3.1 Las células derivadas del 3V proliferan in vitro y poseen

autorrenovacion

Inicialmente, y basandonos en estudios de otros nichos neurogénicos como la SVZ,
decidimos realizar el cultivo de células derivadas del 3V para la obtencion de
neuroesferas. El cultivo de células de 3V ventral completo, con factores de crecimiento
produjo clones de neuroesferas. Como sabemos que en la SVZ las células que
proliferan son uniciliadas, optamos por cultivar por separado las dos regiones que
contienen células uniciliadas, la regién rostroventral (RRV) y la region caudoventral
(RCV). Esta separacion fue posible tras diseccionar en primer lugar el 3Vv por completo
y seccionarlo en dos partes con un microbisturi a nivel del quiasma 6éptico. De este
modo, la seccién posterior (3Vp) recogia la RCV, pero también la amplia extension de
multiciliadas que se sitla dorsalmente, mientras que la seccion anterior (3Va), recogia la
RRV, y también parte de la RDM (Figura 45). Como control de proliferacién se cultivaron

las SVZ de los mismos ratones.

3Va 3Vp

Figura 45. Diseccion del 3V para cultivos. Imagen de SEM de la pared del 3V donde se ha indicado
mediante una linea roja discontinua el lugar de corte con un microbisturi para separar el 3Va, que contiene
la RRV, del 3Vp que contiene la RCV, que cultivamos por separado. C, caudal; D, dorsal; EM, eminencia
media; R, rostral; RCV, region caudoventral no multiciliada; RDM, region dorsal multiciliada; RRV, region
rostroventral no multiciliada; QO, quiasma 6ptico; V, ventral; 3Va, tercer ventriculo anterior; 3Vp, tercer
ventriculo posterior. Barra de calibracion 500 nm.
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Tasa de amplificacién

Como medida de proliferacion se utilizé la tasa de amplificacion. En diez cultivos
diferentes, calculamos la tasa de amplificacion entre pases celulares como el cociente
entre el recuento de células obtenidas al dia 7 in vitro (DIV) y las células sembradas tras
el pase anterior comenzando el calculo de dicha tasa en el 2° pase. El estudio se
prolong6 hasta el 5° pase para obtener tres tasas de crecimiento. La siembra siempre se
realizaba a una densidad de 10.000 células/cm? para evitar el efecto de la densidad
celular sobre la proliferacion. Tras estos estudios, determinamos en primer lugar, que el
3Va crece a una tasa de amplificacion 0,78 + 0,16, es decir menos crecimiento del
necesario para el mantenimiento del cultivo (la tasa necesaria para el mantenimiento
seria, al menos 1) (Figura 46, 3Va). Una tasa muy baja que hacia que los cultivos se
agotaran alrededor del 4° pase. Se observaban junto a escasas neuroesferas,
abundantes células individuales que no formaban clones, y “debris” sugestivo de muerte
celular. Por el contrario, el 3Vp se amplificaba a una tasa similar a la de la SVZ (3Vp:
1,9+0,3 vs SVZ: 1,4+0,13. Games-Howell, p=0,279) (Figura 46A, 3Vp/SVZ). Sin
embargo, a pesar de que el crecimiento era similar, la SVZ siguié amplificAndose en
pases consecutivos mientras que el 3Vp fue perdiendo capacidad de crecimiento con los

pases (Figura 46B).

Mediante el ANOVA de un factor se analiz6 si existian diferencias en la tasa de
amplificacién entre grupos, determinando que si (p=0,011). De modo que, utilizando el
test post hoc de Games-Howell, al no poder asumir la igualdad de varianzas (Test de
Levene, p=0,033), se hicieron comparaciones entre grupos gue mostraron diferencias en
la tasa de amplificacién entre la porcién rostroventral y la caudoventral (3Va vs. 3Vp,
p=0,005). Comparando los resultados del 3V con el control (SVZ), encontramos el 3Vp
crecio con una tasa de amplificacion similar a la SVZ (3Vp vs. SVZ, p=0,279), mientras
gue el 3Va, crecid con una tasa de amplificacion significativamente menor (3Va vs. SVZ,
p=0,017) (Figura 46A).

El tamafio de las neuroesferas generadas también nos informaria del crecimiento
celular de forma indirecta, de modo que hicimos mediciones del area de diferentes
neuroesferas, sobre fotografias aleatorias en los distintos cultivos a pase 4. El 3Va
presentaba neuroesferas de un tamafio medio de 128 + 25 pym? (n=28). Por el contrario
el 3Vp es capaz de generar neuroesferas de un tamafio medio 6 veces mayor, 857 +
157um? (n=24) (3Va vs 3Vp; p=0,00012) y similar al de las generadas por la SVZ, 929 +
123um? (n=71) (3Vp vs SVZ; p= 0,931). Todas estas comparaciones se realizaron
utilizando el test post hoc de Games-Howell; al no poder asumir, de nuevo, la igualdad

de varianzas (Test de Levene, p=0,000) (Figura 46C-D).

107



Resultados

Autorrenovacion

Para conocer la autorrenovacién, es decir, la capacidad de las células que formaban
una neuroesfera para generar nuevos clones en pases subsiguientes, caracteristica de
las células madre, se hizo un ensayo clonal mediante el cual se sembraban células
procedentes de neuroesferas disgregadas a densidad de una célula por pocillo de una
placa de 96-wells y se constataba si se habia formado una neuroesfera o no. El
resultado mostré que, de media, aproximadamente en la mitad de pocillos si que se
habia formado una neuroesfera, es decir, las células derivadas del 3V, en este caso
completo, poseian capacidad de autorrenovacion (tasa= 0,43) (Figura 46E).
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Figura 46. Medida de la tasa de amplificacion in vitro del 3V respecto a la SVZ. A) La gréafica muestra
la tasa de amplificacion media segun el origen del cultivo, 3Vp, 3Va y SVZ, durante 4 pases sucesivos, a
partir del pasel. Calculada a partir del cociente entre las células obtenidas tras 7DIV y las células
sembradas tras el pase anterior, un valor de 1 significaba el mantenimiento del cultivo. Valores por debajo
de 1 significaban un crecimiento negativo y por encima, positivo. Mediante la ANOVA de un factor, se
determiné que existian diferencias entre la tasa de amplificacion segun el origen del cultivo (p= 0,011,
*P<0,05). Comparando por parejas, mediante el test de Games-Howell, al no poder asumir igualdad de
varianzas (test de Levene, p=0,033; *P=0,05), se determin6 que el 3Vp y la SVZ crecieron a una tasa
similar (3Vp: 1,9+0,3 vs SVZ: 1,4+0,13. p=0,279, *P<0,05), mientras que el 3Va obtuvo una tasa de
amplificacion media de 0,78 + 0,16, significativamente menor a la del 3Vp (3Vp: 1.9+0.3 vs 3Va: 0,78 +
0,16. p=0,005, *P<0,01) y a la SVZ (SVZ: 1,4+0,13 vs 3Va: 0,78 + 0,16. p=0,017, *P=0,05). B)
Seguimiento de la tasa de crecimiento durante los 4 primeros pases. El 3Vp, a pesar de tener una tasa de
amplificacion media similar a la de la SVZ, iba disminuyendo con la evolucion del cultivo. Tras el primer
pase, sufria una ampliacion muy grande y a partir de ahi, la tasa de amplificacién disminuia, intuyéndose
un agotamiento del cultivo en los sucesivos pases a partir del 4°. La SVZ, sin embargo, experimentaba un
descenso de la tasa de crecimiento hasta el pase 3°, para remontar a partir del pase 4°. El 3Va mostraba
una tasa de amplificacion inferior a 1 en cada pase y a pase 4° se encontraba practicamente agotado. C)
Tamafio medio de las neuroesferas de cada tipo de cultivo. El tamafio medio de las neuroesferas derivadas
de la SVZ y del 3Vp era practicamente idéntico (3Vp: 857 + 157um2 (n=24) vs SVZ: 929 + 122um? (n=71)
p= 0,931, *P<0,05). Por el contrario, el 3Va presenté un tamafio medio de neuroesfera significativamente
muy inferior al de los dos anteriores, 3Va: 128 + 25um2 (n=28) (3Va: 128 + 25um2 (n=28) vs. 3Vp: 857 +
157um2 (n=24); p=0,00012 (***P<0,001); 3Va: 128 + 25um2 (n=28) vs SVZ: 929 + 122um2 (n=71) p=
1.24025E-08, ***P<0,001), analizado mediante el test post hoc Games-Howell, al no poder asumir igualdad
de varianzas (test de Levene, p=0,000; *P=0,05). E) Mediante el ensayo clonal medimos la capacidad de
autorrenovacion de las células con capacidad proliferativa provenientes del 3Vp. El estudio consiste en
sembrar células procedentes de neuroesferas disgregadas a densidad de una célula por pocillo de 96-wells
y se constata si se forma una neuroesfera 0 no tras 7DIV. Se sembraron 10 pocillos por cultivo y se
hicieron cuatro réplicas. Tras este tiempo, observamos que, de media, la mitad de las células sembradas
formaron neuroesferas. (y=0.43). Rojo: 0 neuroesferas tras 7DIV; verde, 1 neuroesfera tras 7DIV; 3Va,
porcién anterior del tercer ventriculo a partir hasta el quiasma éptico. Contiene la regién rostroventral no
multiciliada. 3Vp, porcidon posterior del tercer ventriculo a partir del quiasma 6ptico. Contiene la region
caudoventral no multiciliada; SVZ, zona subventricular. Barra de calibracion en D, 50 um.

4.3.2 Proliferacion in vivo en el 3V

El epitelio del 3V se ha considerado una region que retiene capacidad proliferativa,
aunque con cierta controversia dado que lo hace a tasas muy bajas en condiciones
basales. Los estudios in vivo al respecto, analizan el 3V habitualmente bajo los efectos
de un estimulo proliferativo, ya sea la administracion de factores de crecimiento
mitogénicos, como la administracién de dietas ricas en grasa, el ejercicio o tras lesion.
En este trabajo, hemos analizado el 3V en su estado fisioldgico y, por tanto, la
proliferacién, aunque existe, es minima. Los estudios de capacidad proliferativa in vivo
del 3V se realizaron mediante la deteccién de marcadores de proliferacion endégenos
(Ki67) y exdégenos, BrdU y S3H-timidina. Hay que destacar que en ningln caso se
observaron células marcadas en la region dorsal multiciliada, y que, sin embargo, se
observaron multiples células parenquimales positivas para los diferentes marcadores en
nucleo ARC y en EM.
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Ki67

El marcador Ki67 fue estudiado al optico mediante inmunofluorescencia combinado con
el marcador vimentina. Detectamos entre 1-2 células Ki67+ en contacto con la luz
ventricular por serie estudiada (rango de profundidad= 170 um). El marcaje encontrado
se localizé en todos los casos en la franja ventral o intermedia ventral y en la EM (Figura
47). No pudimos confirmar o descartar que el marcaje de vimentina se daba en las
células Ki67+, debido a las limitaciones de la inmunodeteccién al 6ptico de las que
hablamos anteriormente (Figura 47Ay B).

Se realiz6 inmunocitoquimica sobre cortes semifinos del 3V (1,5 um). En este
caso, al ser cortes tan finos, la probabilidad de encontrar células marcadas se reducia.
Pese a ello, se detecté una célula Ki67+ en el limite entre las franjas ventral e
intermedia. La ventaja de esta técnica era que podia re-incluirse el semifino y asi,
estudiarse la ultraestructura de dicha célula marcada. Esta célula presentaba un nucleo
alargado, con cromatina condensada, citoplasma electrodenso, con abundantes
interdigitaciones en la porcién apical (Figura 47C, TEM). Ultraestructuralmente y por
localizacién se trataba de un tanicito tipo 2 y se encontraba flanqueada por células tipo
3.

Para aumentar el rendimiento de la inmunohistoquimica de Ki67 realizamos
cultivo de cortes organotipicos con medio al que afiadimos el factor de crecimiento FGF.
El marcaje de Ki67 se generalizé a la region ventral en 24 horas de tratamiento (EM,
franja ventral), indicando que las células en esta regién estaban preparadas para entrar
en el ciclo ante el estimulo (Figura 47D). Cabe destacar, que a pesar de que en
condiciones basales, s6lo hemos encontrado tanicitos tipo 1 y 2 en proliferacion, en el
caso de estimulacion con los factores de crecimiento, parece que mas tipos de tanicitos
puedan activar su proliferacién, ya que, parece que todos los tanicitos expresen
vimentina. Por otro lado, hay que recordar que por la intensa interdigitacion de los

tanicitos, células vimentina negativas pueden parecer positivas.

Figura 47. Proliferacion in vivo en el 3V. Detecciéon mediante el marcador endégeno, Ki67. A) Célula
Ki67+ localizada en la pared de la EM. B) Célula Ki67+ localizada en la Fv. C) Deteccién de la proteina Ki67
en cortes semifinos. La imagen de arriba a la izquierda muestra el semifino tras la inmunodeteccion y
revelado con DAB de la proteina Ki67. Debajo, se encuentra el semifino contiguo al que se realizo la
inmunodeteccion, utilizado, a partir del cual se obtendran ultrafinos para la identificacion de la célula al TEM.
A la derecha se muestra una imagen de la célula positiva para Ki67, identificada como tanicito tipo2. D)
Estimulacién con FGF del 3V in vitro. Se realiz6 un cultivo organotipico de una seccién coronal del 3V al que
se le administré con el medio de cultivo FGF. Tras 24h, se fijé y realiz6 la inmunodeteccion de la proteina
Ki67 y vimentina, viendo que todas las células de la pared en la Fi, Fv y EM, fueron positivas para Ki67 y
alguna célula parenquimatica (puntas de flecha), es decir, se produjo una hiperactivacion. Encontramos
células formando parejas en paralelo a la superficie del 3V (flechas) que recuerdan a una divisién
asimétrica. Nétese la especificidad del marcaje Ki67 puesto que la mayoria de las células parenquimaticas
fueron negativas para Ki67. Barra de calibracién en Ay B, 50 pm; C, semifinos, 20 um; C, TEM, 1 um; D, 20
pm.
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Brdu

En cuanto a los marcadores exdgenos, en primer lugar estudiamos la incorporacién de
la BrdU. Mediante un unico pulso de 50 mg/Kg de BrdU vy sacrificio tras una hora, no
detectamos ninguna célula BrdU+ en contacto con la cavidad ventricular. Ampliando el
espectro de caza (4 inyecciones en 8h, una cada 2h con sacrificio 2h tras la Ultima
inyeccion) solo detectamos 1 célula BrdU+ junto al 3V. Esta expresaba GFAP y se
localizaba en el extremo ventral de la franja intermedia (Figura 48A). Con el objetivo de

ampliar méas el rango de tiempo de deteccion de células en fase S, incrementamos el

Figura 48. Proliferacion in vivo. Deteccion mediante el marcador exégeno BrdU. A)
Inmunofluorescencia anti-BrdU y anti-GFAP. El protocolo de pulso y caza en este caso fue de 4 inyecciones
cada 2h durante 8h. En la imagen se muestra una célula BrdU+ localizada en la Fi GFAP+. B) Mediante el
protocolo de inyecciones de 10 dias de inyecciones, una cada 12h, y sacrificio 12h después de la Ultima
inyeccion. El nimero de células marcadas en contacto con la cavidad ventricular aumento cuatro veces con
respecto al protocolo anterior. Todas las células se localizaban en la EM y Fv. Barra de calibracionen Ay B
50 pm.

namero y tiempo de administracién de la BrdU, similar a protocolos de inyeccién de
otros trabajos publicados (Lee et al. 2012; Pérez-Martin et al. 2010). Seguimos dos
protocolos distintos, donde, en el primero, administramos BrdU durante 5 dias mediante
una inyeccion de 50 mg/kg cada 12h y sacrificamos a las 12h después de la dltima
inyeccion. Aqui no encontramos células marcadas en contacto con el 3V. El segundo
protocolo ampliaba el rango de 5 a 10 dias de inyecciones, 1 cada 12 horas. En este
caso se encontraron 4 células marcadas en contacto con el 3V, solo localizadas en la
EM (Figura 48B).
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3H-timidina y mitosis

Tras los protocolos de administracién de 3H-timidina cada dos horas, durante 8 horas y
sacrificio dos horas tras la dltima inyeccion (3H-timidina 1d S0), no se observaron
células marcadas tapizando el 3V. En protocolos de inyeccién de 10 dias, siguiendo el
protocolo de una inyeccién cada 12 horas y sacrificio a las 12 horas, solo localizamos
una célula en contacto con la luz ventricular en la EM y se trataba de la célula tipo 1
central (Figura 49).

np

Figura 49. Proliferacion in vivo. Deteccion mediante el marcador exégeno 3H-timidina. A) Semifino del
3V de un ratén inyectado con H-timidina durante 10 dias, (una inyeccion cada 12 horas y sacrificio 12 horas
tras la ultima inyeccion), donde se realizé autorradiografia para revelar las células que habian incorporado la
3H-timidina, por encontrarse en fase S en el momento de la .administracion de la misma. Con este protocolo
de inyecciones, esta fue la Gnica célula marcada con granos de plata en contacto con la luz ventricular. Se
encontraba en la pared de la EM y se trataba de una célula alargada con un grueso proceso basal (flechas).
B) Imagen al TEM de la célula marcada con 3H-timidina. Se trataba de un tanicito tipol, con la tipica
morfologia alargada y nucleo alargado que presentaba una profunda invaginacion, viéndose en como dos
porciones separadas de nucleo. La cromatina se encontraba condensada en grandes grumos y adherida a
la membrana. C) Detalle de la porcion proximal del proceso basal, repleto de microtibulos, vesiculas y
cisternas de RER, tipico de un tanicito tipol. EM, eminencia media; 3V, tercer ventriculo. Barra de
calibracién en A, 10 um; B, 5 um; C, 1 um.

En todos los ejemplares estudiados con microscopia electronica, sélo se
encontré una célula en fase M (mitosis), y ésta se localizaba en la EM, muy cerca de la
cavidad ventricular, peri sin llegar a contactar con ella (Figura 50). Esta célula se

marcaba con particulas de oro con anticuerpos primarios contra la proteina vimentina.
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Figura 50. Mitosis en la EM. A) Seccion semifina del marcaje con oro de la deteccion de la proteina
vimentina. En ella se encontré la Gnica mitosis detectada en la totalidad del presente estudio. Esta se
localizé en la EM, muy proxima al lumen del 3V (circulo). B) Imagen al TEM de la célula en mitosis. Se
aprecia un tenue marcaje de oro, resultado de la deteccion con anticuerpos de la proteina vimentina. 3V,
tercer ventriculo. Barra de calibracion en A, 100 um; B, 2 pm.

Estudios de supervivencia

Dado que la capacidad proliferativa de la pared del 3V reviste mucha controversia, a qué

tipo o tipos celulares es capaz de generar esta todavia mas discutido.

Siguiendo el protocolo de administracién durante diez dias de administracion
(dos inyecciones por dia separadas entre ellas por 12 horas) de los marcadores
exdgenos de la proliferacion antes utilizados, BrdU, para los estudio
inmunohistoquimicos, o 2H-timidina, para los estudios de autorradiografia, y esperando
diez dias tras la ultima inyeccion (respectivamente BrdU d10 s10 y *H-timidina d10 s10),
protocolos que denominamos como “de tiempo largo de supervivencia”, podiamos
aproximarnos a la progenie de las células que habian incorporado los marcadores. Con
la BrdU, se triplicé el nUmero de células marcadas en contacto con la luz ventricular,
pero siempre en la EM. Con S2H-timidina no se identificaron células marcadas en
contacto con la luz ventricular, sino que encontraban en el parénquima de la EM, en
concreto eran células similares a tanicitos tipo 1 centrales, las que denominamos
previamente como “células indeterminadas”. Esta células se caracterizaban por tener

una morfologia alargada, contenian un nlcleo ovalado de cromatina condensada en
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grumos y su citoplasma contenia una densa red de microttbulos (Figura 51A). También
se marcaron a tiempos abundantes células de microglia que acompafiaban a neuronas

de los distintos nucleos hipotalamicos de alrededor (Figura 51B).

L ‘ AR . T RO A7
Figura vo. A) Tras diez dias de inyecciones (una inyeccion cada 12h)
y sacrificio diez dias después de la Ultima inyeccion, detectamos abundantes células marcadas en el
parénquima de la EM. A’) Al observarlas al TEM, muchas de ellas correspondian a las células
indeterminadas de la EM, de soma alargado y nucleo ovalado, que muestran caracteristicas similares a los
tanicitos tipo 1, sin contactar con la cavidad ventricular. A”) Cuando las observamos en detalle, se hace
patente el parecido con dichos tanicitos, pues presentan una gruesa prolongacion citoplasmatica que
comienza con una densa red de microtibulos donde se intercalan cisternas de RER, vesiculas y
mitocondrias. B) El otro tipo mayoritario detectado fueron pequefias células (flecha) que acompafiaban a las
neuronas del ndcleo ARC (N) que identificamos como microglia. B’) Se trata de células oscuras de
morfologia fusiforme. B”) Estas presentan un escaso citoplasma oscuro, en el que resulta dificil distinguir
organulos, apenas contienen pequefias mitocondrias, cuerpos densos y polirribosomas. El nucleo es
alargado y de cromatina condensada en pequefios grumos y adherida a la membrana nuclear. N, neurona.
Barra de calibracion en Ay B, 10 ym; A’, 5 um; C, 1 ym; B’, 25 ym; B”, 2 um.

4.4 Trazado genetico del linaje celular en 3V

Sabiendo que existia proliferacion, aunque en pequefia magnitud, y que existian
distintos tipos de tanicitos distinguibles por morfologia y marcadores moleculares,
consideramos de gran interés utilizar animales transgénicos para realizar un trazado
genético del linaje celular. Basandonos en lo que sabemos de otros nichos
neurogénicos, como la SVZ, parece que la naturaleza de las células madre neurales
adultas es glial, concretamente se trata de astrocitos GFAP+.
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En el 3V, las células GFAP+, expresan intensamente vimentina y GLAST. En
animales Vim::CreER"™, a tiempos cortos de supervivencia tras induccién de mGFP con
tamoxifeno, detectamos que las células que activamente expresaban vimentina, eran los
tanicitos tipo 1 y 5 (Figura 52A) y las células multiciliadas (Figura 52B) en gran cantidad
(VimH), los tipo 3-4, en menor cantidad (Vimt©), y nada los tanicitos tipo 2 (Figura 52C).
En las células Vim", aunque mGFP se asociaba a membrana plasméatica, también
encontrabamos particulas de oro en el citoplasma. En las células ependimarias,
ademas, el marcaje se encontrd en los cilios. Comparando tiempos cortos (5 dias) con
tiempos largos (30 dias post-induccion) intentamos predecir el curso del linaje celular. A
tiempos largos, el marcaje disminuia, pero todavia era posible observar que las células
VimH!' continuaban estando marcadas (Figura 52D), aunque existia un aumento de la
marca en la franja intermedia, donde se ubicaban las células tipo 3-4, como si se diera
un movimiento descendente de las células marcadas intensamente en tiempos cortos.
Las células tipo 2 continuaban sin presentar marcaje GFP a tiempos largos (Figura
52E). Segun este analisis y, segun los tiempos de “pulso y caza” utilizados, las células

tipo 2 no procederian de la célula vimentina+ (VimH' o Vim-©) (Figura 52F).
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Figura 52. Trazado genético del linaje celular Vim+. A) Tras un periodo corto (TC) de induccion, los
tanicitos T5 se encuentran intensamente marcados. B) Tras el mismo periodo, las células ependimarias
también resultaban GFP+, mostrando un intenso marcaje en los cilios, algo que ya era visible en
fluorescencia. (puntas de flecha). C) Mientras, los tanicitos T2 fueron negativos para GFP. D) Tras un
periodo de tiempo largo (TL) después de la induccion, los tanicitos T5 permanecian marcados, y aumentaba
el nimero de tanicitos T3 y T4 marcados. E) Por el contrario, los tanicitos T2 continuaban sin mostrar
marcaje GFP. F) Representacion gréafica del marcaje obtenido el TC vs TL. Destaca la mayor intensidad en
marcaje en la Fi donde se situarian los tanicitos T3 y T4, y la reduccion en la intensidad de marcaje
dorsalmente, desde el inicio de la Fd, donde se encuentran los tanicitos T5. G) El ratén Vim::CreERT™
expresa GFP en las células dénde y cuando se expresa la proteina vimentina en el momento de inducir con
tamoxifeno. T3, tanicito tipo 3; T4, tanicito tipo 4; T5, tanicito tipo 5, TC, tiempo corto tras la induccién; TL,
tiempo largo tras la induccién, Vim-, ausencia de marcaje GFP; Vim'©, marcaje débil de GFP; VimH
marcaje intenso de GFP; 4-OHT, tamoxifeno. Barra de calibracion en A, B, C, Dy E, 2 pm.
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Para confirmar estos datos mediante otro enfoque, utilizamos un ratén
transgénico RaxCreRT. Rax es un factor de transcripcion implicado en la formacion de
neuronas de los nucleos ARC y VMH durante el desarrollo (Lu et al. 2013). Segun Lu et
al., su expresion se limita a los dominios | y Il del 3V durante el desarrollo, siendo el
dominio Il la RCV en el adulto (Miranda-Angulo et al. 2014), mientras que el dominio |
en el adulto, queda fuera del hipotdlamo tuberal, en el limite de entre el tdlamo y el
hipotdlamo. Se hicieron experimentos de “pulso y caza” y se estudio la expresion de
GFP mediante el marcaje con particulas de oro en los diferentes tipos de tanicitos a
tiempos cortos (3 dias) y largos (30 dias post-induccién). A tiempo corto, las células que
expresaban Rax activamente se localizaban en la RCV, siendo el fenotipo mayoritario el
tipo 1 y 5 (Figura 53A y B), muy débil o escaso en las células 3 y 4, y ausente en las
células tipo2 (Figura 53C), resultados superponibles a la expresiéon de vimentina. A
tiempos largos, se marcaron los tanicitos tipo 3-4 (Figura 53D), células ependimarias
ventrales de la franja dorsal (Figura 53E), neuronas yuxtaventriculares (ya presentes a
tiempos cortos) pero no se observd marcaje en las células tipo 2, al igual que en los
transgénicos Vim::CreER™. En ningin caso se observé nuevo marcaje de neuronas a
tiempos largos. Cabe destacar, que se observé una traslacion de la marca del

citoplasma al nicleo en algunas células.

La interpretacibn que nos sugieren estos datos es la siguiente, la célula
VimHl/Rax"" a tiempos cortos es la célula tipo 5. Esta célula, que posee expresion de
Rax, es fuente de células ependimarias y podria ser de las células de fenotipo
intermedio, las tipo 3-4, aunque con los datos que tenemos no es posible descartar que
sea la célula tipo 3 la que vaya adquiriendo una mayor expresion de vimentina, y se
diferencie a célula tipo 5. La célula tipo 2 no expresa Vimentina ni Rax, ni procede de las
células que lo expresan. Este experimento, tal y como lo hemos explicado, implica que
la célula vimentina+ sea probablemente una célula precursora gliogénica y
ependimogénica, pero no neurogénica, aunque posteriormente discutiremos este

apartado ampliamente.
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Figura 53. Trazado genético del linaje celular Rax+. A) El tanicito tipo 5 expresa GFP a tiempo corto de
induccion ya que expresan la proteina RAX. B) Los tanicitos tipo 1, son junto con los tipo 5, los mas
intensamente marcados a tiempo corto. C) Por el contrario, los tanicitos tipo 2 no expresaban GFP a tiempo
corto, con lo que se deduce que tampoco expresan RAX. D) A tiempo largo tras la induccion, las células
ependimarias mas proximas a los tipo 5 presentan el marcaje con oro que detecta la GFP. Estas células a
tiempo corto eran negativas, por lo que parece que derivan de una célula que fue RAX+. E) A tiempo largo,
el marcaje GFP comienza a encontrarse en los tanicitos tipo 3 y 4 con mayor frecuencia. En la imagen se
muestra el detalle del citoplasma de un tanicito tipo 3 marcado con particulas de oro. F) Diagrama en el que
se muestra la evolucién del marcaje de GFP bajo el promotor de RAX, desde el tiempo corto tras la
induccion, hasta el tiempo largo. A tiempo corto, como hemos visto, los tanicitos tipo 5 y 1 son los que mas
GFP expresan. Las multiciliadas y los tipo 2 quedan sin marcaje. Sin embargo, a tiempo largo, mayor
namero de tanicitos tipo 3 y 4 presentan el marcaje GFP, y algunas multiciliadas cercanas a los tipo 5. G) El
raton Rax::CreER™ expresa GFP en las células dénde y cuando se expresa la proteina RAX en el momento
de inducir con tamoxifeno. TC, tiempo corto tras la induccion; TL, tiempo largo tras la inducciéon, Rax-,
ausencia de marcaje GFP; Rax'®, marcaje débil de GFP; Rax", marcaje intenso de GFP; 4-OHT,
tamoxifeno. Barra de calibracion en Ay D, 1 um; B, Cy E, 2 pm.
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4.5 Perfil morfolégico de los tanicitos del 3V durante
el desarrollo postnatal y envejecimiento

Tras los datos obtenidos previamente, y establecida una hip6tesis de linaje celular
consideramos de interés el estudio de dos momentos de la vida del raton, la etapa
postnatal temprana, y el envejecimiento, por ser el principio y el fin del proceso que
estudiamos en el cerebro adulto.

4.5.1 Desarrollo postnatal

Las células multiciliadas en la RCV continlan generandose a dia 4-7 postnatal (P4-P7).
Datos obtenidos del mutante Lhx2, en los que la ausencia de expresion del gen a partir
de P4 inducia un aumento de células multiciliadas en regiones ventrales, sugeria que
podia estar implicado en el mantenimiento del fenotipo de tanicito frente al de célula
ependimaria (Salvatierra et al. 2014). Lhx2 y Rax son genes relacionados, estando Lhx2
se permite la expresiéon de Rax a partir de P1, y Rax se encararia de mantener a su vez
al tanicito como tal mediante inhibicion de genes ciliogénicos (FoxJ1) o
ependimogénicos (Rarres2). Por tanto, el periodo postnatal se trata de un periodo
dinamico en el que se estan constituyendo las poblaciones futuras del 3V adulto.

Al estudiar animales a dias P7 y P15 observamos que el 3V de raton se
desarrolla en direccion caudo-rostral, ya que a P7, los niveles mas maduros (mas
parecidos al adulto) eran caudales, no siendo hasta P15 cuando se observaba en
regiones rostrales el alcance de la madurez. La madurez implica una mayor diversidad
celular, una disminucién de células de aspecto indiferenciado y un aumento de células
comparables a los tanicitos descritos en adultos. En la RCV y EM de P7 observabamos
gradaciones fenotipicas. Las células, dispuestas a modo de epitelio pseudoestratificado,
eran extremadamente electrondensas, con pequefias expansiones citoplasmaticas hacia
la luz ventricular, largas cisternas de RER y abundantes polirribosomas libres, lo que
nos indicaba una gran actividad de sintesis de proteinas. El nucleo, de borde irregular
pero sin invaginaciones, es rico en heterocromatina, sobre todo adherida a la envoltura
nuclear (Figura 54A). Presentaban cortas uniones estrechas y uniones adherentes en el
extremo mas apical del soma quedando el resto libre de uniones (Figura 54B). El
proceso basal es rico en microtubulos y mitocondrias alargadas (Figura 54C) y contacta
con los vasos sanguineos fenestrados del sistema porta. En definitiva, estas células, si

pudiéramos equipararlas con el adulto, serian comparables al tanicito tipo 2, aunque con
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mayor cantidad de RER. Del mismo modo, las células de las invaginaciones laterales
son iguales a las centrales, y presentan un fenotipo oscuro, parecido al descrito como
tipo 28M. Conforme avanzamos dorsalmente, aunque este tipo celular se distribuye
ampliamente en el 3V, se puede observar un citoplasma mas claro y una cromatina
menos condensada (Figura 54D, asterisco negro). Aparecen cuerpos densos en el
citoplasma (Figura 54E, puntas de flecha) que se hardn muy abundantes en las células
ya cercanas a la region multiciliada. Lo mas destacable es la aparicion de las anillos
comunicantes (Figura 54E, asterisco) y su aumento en namero y tamafio cuanto mas
dorsalmente nos encontramos, como ocurre en el adulto con los tanicitos tipo3, 4 y 5. El
RER, en estos tipos sigue siendo abundante (Figura 54E, flechas).

>
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Figura 54. Caracterizacion ultraestructural de los tanicitos de los tanicitos a los 7 dias de desarrollo
postnatal (7). A) Los tanicitos localizados ventralmente a P7 destacan por lo altamente electrodensas que
son. Son de morfologia alargada, al igual que su nucleo. Este es de cromatina condensada y bordes
irregulares pero carentes de invaginaciones. B) Detalle de este tipo celular en el que se aprecian las
uniones adherentes (flechas) y estrechas (punta de flecha). Contienen abundantes polirribosomas en su
citoplasma. C) Detalle del proceso basal de este tipo celular, no muy grueso como en el adulto, pero ya
contiene la maquinaria necesaria para el trafico vesicular. D) Las paredes laterales de la RCV también se
encuentran tapizadas por células muy electrodensas, aunque van apareciendo menos electrodensas
conforme ascendemos en el eje dorso ventral. El nacleo de estas células es de cromatina mas laxa que el
anterior en algunas células (asterisco). E) Conforme ascendemos adquieren nuevas caracteristicas aparte
de la pérdida de oscuridad de sus citoplasmas. Comienzan a aparecer los anillos comunicantes (asterisco) y
abundantes cuerpos densos (puntas de flecha). Contienen largas cisternas de RER (flechas). Barra de
calibracionen Ay D5 um, By E, 1 um; C, 500 nm.
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En P15, la morfologia celular es muy similar a la del adulto, pero se mantienen
largas cisternas de RER y abundantes cuerpos densos en algunas células. Las células
tipo 1 de la EM ya tienen todas las caracteristicas propias del adulto y es frecuente que
presenten el ndcleo profundamente invaginado (Figura 55A). Las células tipo 2
mantienen las caracteristicas ultraestructurales mostradas a P7, es decir, células muy
electrodensas, de nucleo con borde irregular pero escasamente invaginado y cromatina
condensada. Ademas, mantienen el contacto con los capilares fenestrados, es decir,
carentes de barrera hematoencefalica, localizados en el ndcleo ARC. Estas
caracteristicas se mantienen en el adulto como ya vimos (Figura 55B). Dorsalmente a
los tipo 2, encontramos células reconocibles como tanicitos tipo 3, de citoplasma oscuro,
pero nunca llegando al nivel de los tipo 2, (Figura 55C, asterisco blanco) y tipo 4, de
citoplasma mas claro (Figura 55C, asterisco negro). Cercanas a las células multiciliadas,
los tanicitos tipo 5 son mas abundantes, generandose frecuentemente un

engrosamiento del epitelio que desaparece en el adulto (Figura 55D).
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Figura 55. Caracterizacion ultraestructural de los tanicitos a los 15 dias de desarrollo postnatal (P15).
A) La EM ya muestra los tanicitos tipo 1 completamente diferenciados. Presentan las caracteristicas
ultraestructurales del tipo 1 en el adulto, donde destaca su morfologia triangular, el grueso proceso basal y
su gran aparato de Golgi (flecha). El nucleo presenta ahora bordes redondeados y se encuentra en
ocasiones profundamente invaginado, como en la imagen, en la que parece que la célula presente dos
nucleos. B) Las células tipo 2, sin embargo, continGan invariables y asi seguiran hasta el adulto. Son células
alargadas generalmente, de contorno irregular y muy electrodensas. Su nucleo, también de contorno
irregular, contiene cromatina altamente condensada. Mantiene el contacto con los capilares fenestrados (V)
localizados en el nucleo ARC. C) Dorsalmente a los tipo 2 encontramos los tanicitos tipo 3 y 4, de
caracteristicas ultraestructurales como las encontradas en el adulto. D) Las tipo 5 también estan presentes y
forman al lado de las células ependimarias multiciliadas, un engrosamiento a modo de punto de intenso
crecimiento. 3V, tercer ventriculo; C, capilar fenestrado. Barra de calibracion en Ay C, 2 um; By D, 5 pm.

Por tanto, parece ser gque una variante indiferenciada de la célula tipo 2 se
encuentra ya presente y de forma mayoritaria tapizando el 3V postnatal temprano, para
posteriormente ir apareciendo el resto de tipos celulares.

4.5.2 Envejecimiento

Estudiamos ratones con 22 meses de edad (660 dias). En P660 el epitelio del 3V esta
ocupado por células ependimarias dorsales y en la porcién ventral, correspondiente a la
RCV, por células en su mayoria muy claras. Presentan un citoplasma muy pobre en
organulos y acumulacién de grandes gotas lipidicas, probablemente por efecto de la
edad (Figura 56A y B), deduciéndose un envejecimiento de los tanicitos en una forma
mas fibrosa. Se intercalan muy puntualmente células oscuras que no presentan gotas
lipidicas, y si grandes aparatos de Golgi y abundantes mitocondrias, como en el animal
adulto joven, las cuales aparentemente mantendrian su funcién (Figura 56C). Los
tanicitos tipo 2 practicamente han desaparecido. Podemos resumir que, en general, se
produce una fibrosis de la pared ventricular donde los tanicitos parecen volverse
estructurales, perdiendo su funcion normal en el ratén adulto. Por otro lado, los tanicitos

tipo 2, de aspecto més indiferenciado, van perdiéndose con la edad.
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Figura 56. Caracterizacion ultraestructural de los tanicitos en el envejecimiento. A) La porcion mas
ventral de la RCV apenas presentan tanicitos tipo 2. Abundan los tanicitos tipo 3 y 4. Pero sobretodo, estos
Ultimos aparecen mas electrolicidos que en el adulto, con abundancia en cuerpos densos (flechas) y gotas
lipidicas. B) Detalle de las gotas lipidicas encontradas frecuentemente en las células de citoplasma mas
claro. C) Todavia es posible encontrar células electrodensas en la pared del 3V, pero son muy poco
frecuentes. Estas todavia presentan grandes aparatos de Golgi, con lo que al parecer, mantendrian su
funcién de transporte vesicular. Barra de calibracion en Ay C, 2 um; B, 500 nm.

4.6 Simetria

La simetria es una caracteristica de la mayoria de organismos pluricelulares. En
reconstrucciones bidimensionales del 3V destacaba la presencia de simetria, que al
reproducirse en varios animales, consideramos digna de mencion. La simetria regional
es un hecho generalizado en el SNC, pero en este caso encontramos simetria a nivel de
células individuales. Al igual que los nlcleos neuronales se encuentran a ambos lados
del 3V, no se espera que sean simétricos célula a célula, ni por supuesto, cada célula de

cada hemisferio, como astrocitos, microglia, etc.

Al estudiar cortes coronales del 3V siempre nos encontramos con una luz
ventricular con dos paredes epiteliales enfrentadas que tienen su base en la EM. Ambas
paredes, en regiones dorsales (franjas intermedia y dorsal) establecen contacto directo
guedando la luz del ventriculo convertida en una cavidad virtual donde se entremezclan
cilios y microvellosidades de lados opuestos. Al estudiar cortes ultrafinos reconstruidos,
observamos una correspondencia célula-célula entre todos los tipos de tanicitos
estudiados en la pared lateral del 3V, de modo que a una célula tipo 5 en un lado, le
correspondia, una célula tipo 5 en el lado opuesto (Figura 57). La mayor simetria celular
se encontraba en las zonas de fusion entre paredes opuestas. Los tanicitos tipo 2 0 3
ventrales (muy oscuras) en ocasiones aparecian asociados en parejas sin

correspondencia con el lado opuesto (Figura 57).
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Figura 57. Simetria. Ultrafino de la RCV donde se han coloreado las células en funcién del tipo para facilitar
la visualizacién de la simetria. Las zonas donde se fusionan las paredes siempre muestran una simetria
mayor. Conforme descendemos, esta simetria se mantiene en cierto grado, pero desplazada como
muestran las lineas discontinuas. Fd, franja dorsal; Fi, franja intermedia; Fv, franja ventral; EM eminencia
media; T1central, tanicito tipo 1 central; T1lat, tanicito tipo 1 lateral; T2, tanicito tipo 2; T3, tanicito tipo 3; T4,
tanicito tipo 4; T5, tanicito tipo 5; RCV, region caudoventral no multiciliada.
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5 Discusion

En este trabajo hemos descrito de forma exhaustiva las poblaciones celulares que
constituyen el 3V. Proponemos una nueva clasificacion de los tanicitos basada en una
caracterizacion ultraestructural y molecular, que las diferencia, morfologicamente y
pudiera ser que incluso, funcionalmente. Destacamos la descripcion de un tipo de
tanicito, el tipo 2 en la clasificacibn propuesta en este trabajo, por presentar unas
caracteristicas morfolégicas y moleculares que no se corresponden a ninguno de los
cuatro tipos descritos hasta el momento. Por dltimo, y mediante el estudio de la
proliferacibn y el uso de animales transgénicos, hemos intentado dilucidar el
controvertido rol neurogénico y gliogénico del 3V. A continuacién pasamos a discutir los

distintos hallazgos.

5.1Los tanicitos no son A + B. Una nueva
clasificacion
El epéndimo del 3V de raton adulto esta formado por células ependimarias multiciliadas
y por los tanicitos. Los tipos de tanicitos establecidos clasicamente se describieron como
a1, a2, B1 y B2, segun el lugar que ocupaban en la pared ventricular y hacia donde
proyectaban sus procesos basales (Akmayev & Popov 1977; Rodriguez et al. 1979).
Ultraestructuralmente, los tanicitos B1 y 2 eran distinguidas por otros autores debido a
su ubicacion diferencial en la region central de la EM o en las invaginaciones laterales
del receso infundibular respectivamente. Sin embargo, los tanicitos a1 y a2, los
describian como morfolégicamente similares, y la distinta nomenclatura se basaba en
que los tanicitos a1 expandian su proceso basal hacia el nucleo arcuato (ARC), mientras
que los a2 lo enviaban hacia el nucleo hipotaldmico ventromedial hipotalamico (VMH)
(Millhouse 1971). Esta clasificacion ha sido la utilizada por la comunidad cientifica, a
pesar de que ha habido otras caracterizaciones algo mas confusas (Mathew 2008) que
no han sido adoptadas en estudios posteriores. Es comun que en distintos trabajos,
localicen a los tanicitos en regiones diferentes. Se habla incluso en estudios recientes

de subtipos de tanicitos a2, dorsales y ventrales (S C Robins et al. 2013).

Una parte de este trabajo la hemos dedicado a establecer una nueva

clasificacion de los tipos de tanicitos que hay en el 3V. En nuestro andlisis hemos
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encontrado en la region caudoventral (RCV) hasta cinco tipos de tanicitos con
caracteristicas propias, y células con fenotipos intermedios, independientemente de
hacia donde enviaran estas células el proceso basal, rompiendo pues una de las
premisas de las clasificaciones anteriores. La correspondencia por localizaciéon seria:
célula tipo 1 central (82), célula tipo 1 lateral (1), célula tipo 2 (B1 y a2 ventral), células

tipo 3, 4 y 5 (a2 dorsal y a1). Pasamos a explicar el porqué de esta nueva clasificacion.

Basandonos en nuestro andlisis, los tanicitos B1 y B2 clasicos, no presentaban,
suficientes diferencias ultraestructurales y moleculares como para distinguirlos en dos
tipos celulares, por lo que decidimos fusionarlos en un mismo tipo 1. Sin embargo, para
facilitar la descripcion, los hemos clasificado en central y lateral en funcion de su
posicion con respecto a la EM. Clasicamente, los tanicitos B1, se definian como células
gue emitian expansiones citoplasmaticas hacia la luz ventricular (Akmayev 1969), a
diferencia de las células B2, que no las presentaban. Sin embargo, nosotros no hemos
observados esas expansiones en estas células, solo pequefios pliegues de la
membrana apical debidos a la compresioén por las células adyacentes, ya que disponen
de menor espacio en la zona mas angulada de la invaginacién. Otra caracteristica
distintiva era la presencia en los tanicitos 2 de dictiosomas del aparato de Golgi
unicamente en el proceso basal, mientras que los tanicitos 1, también los mostraban
en el soma (Rodriguez et al. 2005). Nosotros hemos observado dictiosomas en soma y
proceso basal con igual frecuencia en ambos tipos celulares. La ausencia de gotas
lipidicas en los tanicitos B2, presentes en células 1 tampoco hemos podido confirmarla,
ya que nosotros si hemos observado gotas lipidicas en los tanicitos 2. Quiza, estas
diferencias que nosotros no observamos se deban a caracteristicas propias de las
especies estudiadas, dado que los estudios previos se realizaron en rata y nosotros
hemos estudiado el raton. La Unica diferencia que encontramos estaba en relacién con
los contactos con vasos sanguineos que, en el tanicito B1 eran capilares con BHE,
mientras que en los 2 se trataba de capilares fenestrados (Rodriguez et al. 2010). A las
similitudes que hemos encontrado, se afiadié la expresibn por ambas poblaciones
celulares de marcadores especificos como zo-1 (zonula occludens), a-catenina
(Rodriguez et al. 2010), y el FGF-10 (Haan et al. 2013). Todos estos datos apoyaban la

similitud entre esos dos tipos clasicamente separados.

Al contrario, los autores clasicos no encontraban diferencias ultraestructurales
entre los tanicitos a (al y a2) como ya introdujimos, salvo por sus proyecciones, donde
los tanicitos a1 expandian su proceso basal hacia el nucleo arcuato (ARC), mientras que
los a2 lo enviaban hacia el nucleo ventromedial hipotalamico (VMH) (Millhouse 1971).

Nosotros, si que hemos encontrado fenotipos muy distintos, y entre ellos, células con
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caracteristicas intermedias. Por un lado, células claras muy electrollicidas (tipo 5) mas
dorsales, con escasos organulos, pero abundantes filamentos intermedios. Y por otro,
las tipo 3, localizadas ventralmente, mas electrodensas, con microtabulos, dictiosomas
del aparato de Golgi y mitocondrias en su proceso basal, que ya comienzan a mostrar
uniones GAP y anillos comunicantes, aunque son escasos. Pero la mayoria de las
células, entre ellas presentan caracteristicas intermedias (tipo 4), mostrando cada vez
mas uniones GAP y menos microtubulos, dictiosomas y mitocondrias. Desconocemos si
pertenecen a estados fisiologicos diferentes, o si se trata de una transformacién
progresiva de una a otra. Por ultimo, existen células en regiones ventrales, localizadas
entre las tipo 1 y 3, muy electrodensas (tipo 2), con microtibulos, grandes aparatos de
Golgi y abundantes mitocondrias, que no presentan uniones GAP, pero si estrechas y

contactan con vasos fenestrados.

Los estudios clasicos tampoco hacian descripciones precisas acerca de la
estructura ciliar, ni siquiera si los tanicitos eran uni- o biciliados o si carecian de cilio. El
cilio tiene actualmente mucha importancia por su relacion como antena receptora de
sefales extracelulares. En nuestro trabajo, en todas los tanicitos que hemos
reconstruido, hemos podido detectar al menos un cilio y en ocasiones dos cilios. Por
primera vez en el 3V, hemos determinado que existen cuatro tipos de aparatos ciliares
gue subclasifican a las células que integran la pared del 3V en: E1 o multiciliadas, que
no corresponden a ningdn tipo de tanicito sino a la célula ependimaria. E2-1, uniciliadas,
y E2-2, biciliadas, los tanicitos tipo 1, tipo 3, tipo 4 y tipo 5. Por el contrario, el aparato
ciliar de la célula tipo E3, con un unico cilio con centriolo perpendicular y proximo al
corpusculo basal del mismo, se encuentra exclusivamente en el tanicito tipo 2. A este
respecto, es de destacar la implicacion que podria tener el cilio en la funcién que cada
tipo de tanicito realiza, ya que, por definicion, la estructura ciliar tipo E3, de cilio 9+0, es
la que caracteriza a las células madre y glia radial. Por otro lado, las células biciliadas,
de cilios 9+2, pueden tener a su vez un papel en el movimiento del LCR (como las
multiciliadas) y poseer caracteristicas de “antena”, tipica del cilio de las células madre
clasicas. A estas células biciliadas, en la SVZ, no se les ha dado un significado. Sin
embargo, en el canal de la médula, donde se ha descrito este tipo celular, se les
atribuye un papel proliferativo para aumentar la pared del canal, es decir, para formar
células ependimarias durante el crecimiento en longitud en la etapa postnatal (Alfaro-
Cervello et al. 2012). Curiosamente, en nuestros estudios de desarrollo, observamos un
engrosamiento de la pared ventricular donde se acumulaban células similares al tipo 5,
formando un epitelio pseudoestratificado. En estudios anteriores estos engrosamientos

también fueron observados y atribuidos a una proliferacién que generaba el crecimiento
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de la cavidad ventricular (Walsh et al. 1978). Por tanto, podemos sugerir que los
tanicitos tipo 5 biciliados, podrian estar implicados en la generacion de nuevas células
ependimarias en el desarrollo postnatal temprano del 3V, relacionado con el crecimiento
del lumen ventricular, y mantener esta capacidad en el adulto. Esto estaria apoyado,
como veremos mas adelante, por los experimentos de linaje celular, que sugieren gque

los tanicitos tipo 5 podrian estar incrementando la poblacion de células multiciliadas.

Es posible que estas diferencias de clasificacion, en algunos casos, sean
debidas a que los tipos de tanicitos establecidos se estudiaron inicialmente en cerebro
de rata y se describieron como ya hemos indicado en a1, a2, 1 y B2 (Akmayev &
Popov 1977; Rodriguez et al. 1979; Rodriguez et al. 2010; Rodriguez et al. 2005). Es
importante destacar que existen sustanciales diferencias entre el 3V de ratas y ratones,
no sélo en cuanto a la morfologia, sino también en la distribucion de elementos

funcionales (Nehmé et al. 2012).

5.2 La naturaleza glial de los tanicitos y ruptura del
dogma de la vimentina

Ademas de definir las nuevas poblaciones por su ultraestructura y el namero y tipo de
cilios, hemos podido definir su naturaleza mediante marcadores moleculares. Aunque en
principio todas las células que tapizan el 3V procederian de un ancestro de glia radial
comun, durante el desarrollo postnatal los progenitores van diferenciandose y
madurando, generandose células multiciliadas, células de aspecto glial y células con
caracteristicas especificas, las dos primeras expresando vimentina. Los tanicitos por
definiciébn han sido considerados células que expresan vimentina debido a su origen en
la glia radial (Fanny. Langlet et al. 2013; Sarah C. Robins et al. 2013; Niwa et al. 2015).
La expresion diferencial de vimentina que nuestro trabajo demuestra en los tanicitos ha
supuesto un desafio de este dogma. Comprobando este hallazgo por multiples enfoques
y técnicas experimentales, podemos asegurar que el tanicito tipo 2 no expresa

vimentina.

La explicacion del por qué hemos sido capaces de mostrar este fendmeno, se
encuentra en la complejidad estructural de los tanicitos. La ultraestructura del 3V nos ha
mostrado, que los tanicitos son células muy interdigitadas, hasta el extremo de que
cortes transversales muestran células dificiles de delimitar individualmente. Los estudios
de expresion de vimentina se han realizado con inmunofluorescencia y, a los aumentos
obtenidos, con la resolucién que la fluorescencia otorga (sin posibilidad de visualizar las

membranas celulares), el aspecto del 3V es el de una expresion universal, cuando
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realmente se trataba de capas superpuestas de células distintas. La deteccién de
vimentina con anticuerpos conjugados con oro coloidal mostr6é células no marcadas, y
posteriormente, el uso del animal Vim::CreR™ confirmé los resultados obtenidos con
anticuerpos anti-vimentina. En este caso, detectamos la expresion de vimentina de
forma indirecta, donde la fluorescencia GFP traducia la expresién del gen de vimentina.
En este raton, tras la induccion con 4-OHT, las células que expresaban vimentina,
expresaban también GFP. Sin embargo, continudbamos teniendo el problema de la baja
resolucion al 6ptico, la cual no nos permitia ver las interdigitaciones de células positivas
entre las negativas, dando un falso positivo. EI empleo de la técnica de inmuno-oro
resolvié este problema, ya que pudimos delimitar las células contiguas a pesar de sus
interdigitaciones. La deteccion de GFP mediante en la inmuno-oro confirmé que no era
un problema de reconocimiento del anticuerpo anti-vimentina a la proteina, apoyando
nuestros resultados. No tenemos una explicacion clara para la funcionalidad de esta
poblaciéon celular, ya que el resto de marcadores utilizados no mostraron marcaje. Sin
embargo, las caracteristicas ultraestructurales si permitian observar caracteristicas
especificas, como el contacto con los vasos fenestrados formando una barrera

hematoencefalica (BHE).

En el otro extremo, existian poblaciones celulares con una fuerte expresién para
vimentina, como son el tipo 1 en la EM y el tipo 5 en franja dorsal. Los tipos 3 y 4,
también expresan vimentina, aunque mas débilmente. Gracias a esta caracteristica,
pudimos determinar que estos tipos de tanicitos, clasicamente conocidos como a-
tanicitos, contactaban con neuronas de los nlcleos hipotaldmicos adyacentes, algo que
no se ha confirmado hasta el momento con datos morfoldégicos, aunque si se
presuponia mediante estudios funcionales (Rodriguez et al. 2005; Frayling et al. 2011).
La célula tipo 5 era una célula mayoritariamente biciliada, aunque en alguna ocasion
fueran también tetraciliadas, tenia la matriz citoplasmatica muy clara y su ultraestructura
se aproximaba mas a los astrocitos. Trabajos recientes se refieren a estas células
GFAP+/GLAST+ como tanicitos (12 dorsales (S C Robins et al. 2013). Los tanicitos tipo
3 y 4, débilmente positivas para vimentina, también expresaban débilmente GLAST,
pero que no expresaban GFAP. Es interesante resaltar que las células multiciliadas
expresaban vimentina y, las multiciliadas cercanas a la franja dorsal, ademas GFAP, a
diferencia de las células ependimarias de la SVZ (Mirzadeh et al. 2008). En base a estos
datos, una hip6tesis a comprobar seria el posible origen de las células ependimarias a

partir del tanicito tipo 5.

El hallazgo de estos tipos de tanicitos tan distintos nos lleva a la siguiente

pregunta: ¢pertenecen las células tipo 2 y tipo 5 a linajes distintos? ¢Proceden de un
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ancestro celular comun (glia radial)? ¢ Son células capaces de transformarse de una en
otra? Los estudios de desarrollo del 3V, en efecto, apuntan a un ancestro comun, con
posterior compartimentalizacién en tres dominios determinados por la expresion de Rax
(Lu et al. 2013), siendo el dominio |, origen de las células ependimarias multiciliadas, el
Il el de la transicion de multiciliadas y tanicitos y, finalmente, el dominio I, el mas

ventral, la futura RCV.

5.3 ¢ Existe proliferacion en el 3V? ¢Qué tanicito
prolifera?

Numerosos trabajos consideran al 3V como una zona proliferativa con poca actividad
basal, que experimenta un aumento de la proliferacion en respuesta a estimulos como
factores de crecimiento, el fotoperiodo o la dieta (Huang et al. 1998; Lee et al. 2014, Lee
et al. 2012; Pérez-Martin et al. 2010).

Se han obtenido neuroesferas a partir de disecciones del 3V (S C Robins et al.
2013; Xu et al. 2005; Hourai & Miyata 2013), cultivadas en medios con factores de
crecimiento. Nosotros obtuvimos neuroesferas cuando cultivamos la RCV, encontrando
una alta proliferaciébn, al menos en respuesta a factores de crecimiento. Nuestros
cultivos de 3V posterior (3Vp), que contenia la RCV, crecieron a una tasa similar a la de
la SVZ y sus neuroesferas fueron idénticas. Sin embargo, en base a estos experimentos
no podiamos afirmar que las neuroesferas derivasen de tanicitos, ya que
encontrabamos con frecuencia células marcadas en las proximidades del epéndimo tras
inyecciones de BrdU o 2H-timidina. Otros estudios si lo han demostrado anteriormente,
cultivando de forma separada los tanicitos del parénquima, éstos fueron capaces de
generar neuroesferas en cultivo (Xu et al. 2005; S C Robins et al. 2013).

En nuestro estudio, hemos detectado proliferacion en contacto con el 3V pero, a
tasas muy bajas sin estimulacion, por lo que hemos podido estudiar pocas células
ultraestructuralmente. Los tanicitos proliferativos encontrados se ubicaban enla EM y la
pared mas ventral del 3V, coincidiendo con las regiones donde encontrdbamos tanicitos
tipo 1 y tipo 2 (28M y 2). Los tanicitos tipo 2 presentan un cilio corto asociado a un
centriolo ortogonal en su base (E3) de estructura microtubular 9+0, considerado el cilio
presente en células madre. Al contrario de los que piensan que la neurogénesis debe
atribuirse a un tipo de tanicito o a otro, nosotros pensamos que varios tipos tienen la
capacidad, pero pueden responder a factores distintos. En el Gnico caso en el que
estimulamos la proliferacion con factores de crecimiento en los cultivos organotipicos, la

expresion de Ki67 fue generalizada a las 24h, en ambas regiones, sugiriendo una
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capacidad proliferativa quiescente de estas células, a la espera de una activacion ¢ por
requerimiento de una pronta respuesta hipotalamica ante cambios en el metabolismo
energético? (Lee et al. 2012; Huang et al. 1998), ¢dafio neuronal tras lesién, como
ocurria con el glutamato monosédico? (Rodriguez et al. 2005). La célula Ki67+
analizada al TEM en la franja ventral era ultraestructuralmente un tanicito tipo 2. El
estudio del desarrollo postnatal, que muestra una mayoria de tanicitos tipo 2-like en
etapas tempranas y una disminucion progresiva y ventralizacion indicaria que podrian
estar por delante en el linaje del 3V. Por el contrario, nosotros hemos visto, que el tipo 2
es una poblacién minoritaria en el ratdn viejo, coincidiendo con el envejecimiento celular,
donde abundan tanicitos ricos en filamentos intermedios, dando la sensacion de células
fibrosas, asi como gotas lipidicas.

Algunos autores, no sin cierta controversia, hablan del tanicito en el adulto como
célula progenitora con capacidad para dar neuronas y glia. Sin embargo, no llegan a un
consenso en la localizacion o el tipo de tanicito. Unos consideran que las proliferantes
se encuentran tapizando la eminencia media (EM) y otros en la pared lateral del 3V.
Robins y colaboradores consideran a la célula GLAST+ como la célula madre, a la que
ubican en la franja dorsal y denominan tanicito a2 dorsal, localizado en la pared lateral
frente al nucleo ARC, que se corresponde espacial y molecularmente con nuestro
tanicito tipo 5. En este trabajo, utilizaron el ratén transgénico GLAST::CreER™, en el que
tras la induccion con tamoxifeno, las células que expresaban GLAST en el momento del
pulso, expresarian GFP quedando la marca de forma permanente (S C Robins et al.
2013). Tras 9 meses de supervivencia encontraron la marca de GFP en tanicitos
ventrales a los a2 dorsal, asumiendo una generacion y migracién ventricular de nuevos
tanicitos (S C Robins et al. 2013). Para conocer qué tanicito ejercia de célula madre,
realizaron ensayos tanto in vivo como in vitro. In vivo, administraron FGF-2
intraventricularmente junto con BrdU, durante 7 dias consecutivos y sacrificio al dia
siguiente, encontrando marcaje en el tanicito a2 dorsal aunque otros tanicitos también
se activaban. Este protocolo conllevaba una activacion de la proliferacion mediante el
factor de crecimiento, no siendo extrapolable a las condiciones basales. Ademas, la
administracién prolongada de BrdU (7 dias) no aseguraba estar marcando la célula
progenitora exclusivamente, porque también se marcaria la progenie temprana.
Concluian que el tanicito a2 dorsal era el generador de tanicitos, porque era el “mas
activado”, lo que en definitiva implica que no eran datos irrebatibles. In vitro, cultivaban
de forma separada los tanicitos o2 dorsales (GLAST+), de los B y células
parenquiméticas, no obteniendo neuroesferas de estos Ultimos. Nosotros, como
comentdbamos, no hemos visto, en condiciones basales in vivo, tanicitos tipo 5, ni

cualquier otro tipo de tanicito en esta localizacién (tipo 3 o 4), marcados con H-timidina

135



Discusion

0 BrdU a tiempos cortos de supervivencia, ni con Ki67, ni en mitosis. Sin embargo, por
los inconvenientes de la deteccion de proliferacion en el 3V que explicaremos mas

adelante, es posible gue no la hayamos detectado.

Por el contrario Haan et al. ubicaban a las células madre en la franja ventral (que
ellos identifican como tanicito B1, pero en base a nuestra nueva clasificacion,
seguramente se trate de tanicitos tipo 2) y en la region de la eminencia media (tipo 1),
como células FGF-10+/GLAST-. Las células FGF10+ se localizan en la porcién ventral,
donde nosotros encontramos los tanicitos tipo 1 y tipo 2, aunque en algunos animales
gue estudiamos, los tipo 1 eran sustituidos por tanicitos tipo 28M. Dado que no realizan
inmuno-oro, no podemos determinar a qué caso se corresponde o si es a ambos. En
cualquier caso, nunca se trata de los tipos 3, 4 o 5, ni las células ependimarias.
Demuestran con trazado genético en animales FGF10:CreER™ mediante estudios de
pulso y caza a tiempo largo (induccion de expresion de GFP bajo el promotor de FGF-10
mediante la administracion de 4-OHT, y sacrificio a tiempo largo de supervivencia desde
la administracion), la formacién de neuronas del nicleo ARC, aunque lo realizan en
ratén joven (P28), donde existe mayor tasa proliferativa que en P60 (Haan et al. 2013) a
partir de los tanicitos ventrales. el grupo de Seth Blackshaw ha demostrado proliferaciéon
mediante la administraciéon de BrdU en los tanicitos de la EM, coincidiendo con la
localizacién del trabajo de Haan y colaboradores, en animales adultos, aunque a tasa
muy lenta (Lee et al. 2012).

El problema principal para estudiar la capacidad proliferativa del 3V de ratones
adultos en condiciones basales, es que es extremadamente baja. Los diferentes autores
se han visto obligados a seguir dos estrategias. En primer lugar, administrar mayor
cantidad de marcador exdgeno de la proliferacion y durante periodos mas largos. Por lo
tanto, para la deteccion de proliferacion por autorradiografia, administramos, durante 10
dias, 3H-timidina via i.p y obtuvimos sélo una célula en contacto con el ventriculo
marcada, correspondiente a un tanicito tipo 1. EI mayor inconveniente de este protocolo,
es que no podemos asegurar que no se trate de una célula hija, sin embargo, este
protocolo o similares, son los utilizados por los diferentes autores que estudian
proliferacién en el 3V (Haan et al. 2013; Lee et al. 2012; Pérez-Martin et al. 2010;
Kokoeva et al. 2007).

Ademas, estos protocolos tienen otros inconvenientes derivados de la gran dosis
acumulada que soportan los animales. Si la sustancia estd muy accesible, la célula la
capta, a pesar de no entrar en fase S, dando falsos positivos. Por este motivo se
recomienda no realizar administraciones de dosis muy altas, evitando por ejemplo la

administracion por el agua de bebida (Rakic 2002). Otro inconveniente de utilizar altas
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concentraciones de BrdU o 3H-timidina, es que pueden ser téxicas y dafiar las células
(por ejemplo, la *H-timidina es un producto radiactivo), y frente a ese “dafno” activan su
proliferacién (Rakic 2002). En el trabajo de Haan y colaboradores tienen en cuenta este
fenébmeno y comparan el marcaje de BrdU y de EDU, otro marcador exdgeno de la
proliferacidén, que resulta menos téxico para las células, y corroboran que el marcaje es
mucho menor en los animales a los que se les ha administrado EDU (Haan et al. 2013).
Por otro lado, existe un problema en el uso de marcadores exdgenos de proliferacion
gue solo afecta a los 6rganos circunventriculares, y por tanto, al 3V dado que contiene a
la EM, considerado organo circunventricular. Siguiendo una revision de Cifuentes,
debemos tener en cuenta la diferente localizacion del marcaje encontrado por los
diferentes autores, segun la via de administracion (Cifuentes et al. 2011). Cuando la via
de administracion del analogo de timidina empleado era sistémica, incluida i.p, se
encuentra el marcaje restringido a los tanicitos de la EM, los cuales contactan con vasos
fenestrados, es decir, los tipo 1 y 2. Por el contrario, cuando la administracion es via
i.c.v, el marcaje abarca todo el epéndimo de la cavidad, ademas de cursar con un
aumento enorme del nimero de células marcadas, tanto en la pared del 3V como
parenquimaticas. Como se vio en la introduccion, la EM forma una estructura estanca
debido a las uniones estrechas entre los tanicitos que la tapizan y por otro lado entran
sustancias a ella con mayor facilidad pues contiene vasos fenestrados (Brightman &
Reese 1969; Peruzzo et al. 2000). Dado que los tanicitos externos a la EM no estan
accesibles al marcador si la administracion ha sido sistémica, no se marcarian a pesar
de proliferar. Por otro lado, cuando la administracién es sistémica (como cuando
administramos via i.p), la sustancia se acumula en la EM pudiendo ser captada de
manera inespecifica por cualquier tanicito y ser toéxica, activando la proliferacién o
incorporandose al ADN en el proceso de su reparacion.

Para complementar el estudio y salvar estas dificultades, decidimos utilizar el
marcador enddégeno Ki67. Ademas la Unica mitosis encontrada en todo el estudio se
localiz6 en la EM. Al igual que con el uso de marcadores exdgenos, las células
marcadas eran las ventrales, confirmando nuestros resultados. El estudio de este
marcaje al TEM reveld que se trataba de tanicito tipo 2, células E3, como ya hemos
indicado, de estructura microtubular 9+0, considerado el cilio presente en células madre
(Alvarez-Buylla et al. 1998; Doetsch et al. 2002). Es curioso resaltar que, utilizando el
marcaje con Ki67 para la deteccién de proliferacion, no encontrasemos mucho mayor
marcaje como ocurre en la SVZ.

Utilizar factores de crecimiento u otros factores externos como la dieta
hipercaldrica, es la segunda estrategia utilizada para facilitar el estudio del 3V como

nicho proliferativo, ya que sus células responden intensamente a estos factores,
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incrementando la proliferacion. Sin embargo, estas estrategias tienen inconvenientes.
En el caso del uso de factores de activacion de la proliferacion en el 3V, estariamos
acelerando artificialmente el proceso, que en otros casos seria muy lento. Por otro lado,
con el uso de cada tipo de factor, podemos estar seleccionando diferentes poblaciones
de tanicitos a proliferar, dando resultados sesgados. En estudios recientes en la SVZ, se
ha demostrado que administrando VEGF se dividen células ependimarias
(CD133+/GFAP-) que en condiciones normales no se dividen, y en cambio el factor
FGF, activaria a las células subependimarias (CD133+/GFAP+) (Luo et al. 2015).

Por ultimo, cuando habldbamos de simetria, bastante conservada en regiones
dorsales, aparecian células tipo 3 o incluso tipo 2-like, intercaladas o en parejas sin
correspondencia en la pared opuesta. La simetria en el resto de tipos celulares podria
implicar que el 3V no es un sistema azaroso, que se encuentra ordenado, y que el
dinamismo de los tipos que conservan la simetria, si existe, debe ser muy lento. En esta
misma linea, en los animales analizados existia una variabilidad significativa en cuanto
al nimero y distribucion de las células tipo 2, encontrando animales con células tipo 2
gue abarcaban las franjas ventral e intermedia sin encontrar practicamente fenotipos
intermedios. Incluso, hemos analizado ratones cuya EM estaba Unicamente tapizada por
células tipo 2. En ratones tratados con glutamato monosddico (tdéxico para el ndcleo
ARC) es espectacular la transformacion del 3V hacia el fenotipo tipo 2 (comunicacién
personal del Prof. Blackshaw). Esta plasticidad que atribuimos a las células tipo 2 podria
tener que ver con esa quiescencia y quiza una posicion mas indiferenciada en el linaje, y

con el contacto permanente e invariable con los vasos fenestrados del sistema porta.

5.4El linaje celular en el 3V ¢Gliogénesis,
neurogenesis o ambos?

Segun nuestros datos, existe una célula esencialmente gliogénica, el tanicito tipo 5, que
gracias al trazado genético de la proteina Rax, nos ha permitido observar que son
capaces de generar células ependimarias. Ademas, encontramos células ependimarias
multiciliadas, cercanas a los tanicitos tipo 5, que expresan intensamente GFAP,
marcador no expresado (o débilmente) por las células ependimarias multiciliadas mas
dorsales en el 3V. Esto podria sugerir que la célula multiciliada GFAP+ se tratase de un
fenotipo intermedio entre el tipo 5 y la célula multiciliada madura. Estas nuevas células
se deben de generar muy lentamente, pues con nuestros protocolos, no observamos
proliferacién del tipo 5. Lo que no pudimos determinar con los animales transgénicos es

si las células tipo 5, a su vez procedian de otras células (las tipo 2, el fenotipo
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intermedio 3 y 4), ya que a tiempos cortos ya partiamos de un marcaje intenso de
vimentina y Rax en la célula tipo 5. Ademas el tiempo largo utilizado, de 30 dias, nos
permite apreciar un descenso del marcaje hacia ventral, pero debe ser un proceso tan
lento que no podemos descartar que se trate de un efecto aleatorio. Apoyando la teoria
gliogénica, Robins et al., estudian el linaje de células GLAST+ y a los 9 meses detectan
células marcadas en el epéndimo (dorsalmente) y en la regién intermedia

(ventralmente).

Tanto en el caso de este estudio como en otros estudios que se han basado en
animales CreER™, hay que tener en cuenta las limitaciones de esta tecnologia como la
ausencia de promotores o potenciadores (enhancers) que recapitulen el perfil de
expresion de vimentina o Rax, o que la insercion del transgén ocurra en una zona del
genoma donde la expresion de Cre siga un patron en mosaico. Ante estas limitaciones
estamos prevenidos a la hora de extraer conclusiones. Por otro lado, las células
mantienen relaciones intercelulares intensas, en las que se intercambian moléculas. En
el caso de los tanicitos tipo 3, 4 y 5, existen estructuras que hemos denominado como
“bocados” de clatrina o, de mayor tamano, los “anillos comunicantes”, en los que es
visible el traspaso de citoplasma de unas células a otras. De este modo, la proteina GFP
puede estar siendo traspasada de unos tanicitos a otros, y no estar generandose
nuevos tanicitos. Estas estructuras, justamente se encuentran en los tanicitos

implicados recientemente en la generacién nuevos tanicitos.

Respecto a la neurogénesis, aunque hemos observado un cierto grado de
proliferacién, en ningln momento hemos observado neuronas marcadas a tiempos
largos de supervivencia/caza con los métodos utilizados. De hecho, Robins y
colaboradores, que estudiaban el linaje derivado de los tanicitos GLAST+, se detectd un
porcentaje muy pequefio de células con marcadores neuronales maduros. En
contrapunto a estos trabajos, Hann y colaboradores, si han demostrado la existencia de
neurogénesis (Haan et al. 2013). Utilizando el ratén FGF-10::Cre', combinado con
marcadores especificos de neuronas del 3V, tras 6 meses desde la induccion con 4-
OHT, encuentran neuronas marcadas, demostrando que los tanicitos FGF-10, que
localizaban en la porcibn ventral, son neurogénicos. Nosotros, hemos detectado
proliferacién en esta localizacién, como vimos en el punto anterior, pero en ningin caso
neurogénesis. Una de las causas puede ser que nosotros realizamos una pauta de
inyeccion de marcadores exogenos de la proliferacion, donde sélo el marcador esta
presente durante un tiempo limitado, a unas dos horas post-inyeccion de cada vez que
inyectamos es decir, estaria presente durante dos horas cada 24 horas, durante 10 dias,

mientras que el trabajo de Haan y colaboradores, utiliza 4-OHT, por lo que tiene
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marcadas una mayor franja de células, aunque no hace referencia al niamero de
neuronas que obtiene, presumiblemente porque sea bajo. No pudimos identificar un
marcador especifico de las células tipo 2, aunque podrian expresar, basandonos en su
expresion ventral, shh, BLBP o fgfl0 (marcaje con oro coloidal en proceso en el
momento de la redaccién de estas lineas) (Haan et al. 2013). Estos genes se relacionan
con la formacion de nuevas neuronas del ARC a partir de los tanicitos, y por tanto, si
pudieran detectarse en las células tipo 2 podriamos establecer un rol potencial de estas

células en la neurogénesis.

Es curioso el hecho de haber encontrado células de aspecto similar al tanicito
tipo 1 en el parénquima de la EM, “células indeterminadas”, que presentaban marcaje
con ®H-timidina a tiempos cortos y largos de supervivencia. Esta célula podria tratarse
de una célula hija del tanicito tipo 1 o 2, o, no podemos descartarlo, un tanicito tipo 1
desplazado. Estas células aparecen en algunos casos como “desprendidas”,
yuxtapuestas a los tanicitos de la EM aunque sin tocar la luz del 3V. ¢Podrian ser
células generadas a partir de la pared de la EM? En estudios de tiempo corto (de
expresion) del animal FGF-10:CreR™, aunque los autores no hacen mencion, se
observa una gran cantidad de células marcadas en el parénquima de la EM, indicando
gue estas células expresan FGF-10+, de igual manera que la expresan los tanicitos
ventrales. Seria interesante poder explicar el por qué estas células incorporan SH-
timidina con mas frecuencia que los tanicitos tocando ventriculo, pero nuestros datos no
nos lo han permitido. Estas células parenquimaticas similares a tanicitos presentan un
cilio orientado siempre en direccién ventral y pocos contactos con células vecinas. Se
podria pensar que son células en estado de migracion, similar a las células tipo A de la
SVZ de los ventriculos laterales, que son los neuroblastos que migran a los bulbos
olfatorios (Lois et al. 1996). Estas células en la SVZ, se caracterizan por presentar
contactos focales entre ellas, y poseer un cilio cuya orientacion indica su direccion de
migracion. En el 3V, las “células indeterminadas” podrian estar migrando en direccion

ventral hacia los capilares porta, segun estas caracteristicas.

5.5 El cilio en constante remodelacion

Actualmente numerosos estudios asocian el cilio a la correcta funcionalidad del
hipotalamo (Davis et al. 2007; Oh et al. 2015; Seo et al. 2009), incluida la expresion de
receptores para moléculas relacionadas con el control de la funcion hipotalamica, como,
por ejemplo, la leptina (Oh et al. 2015). El estudio tridimensional de los cilios nos ha

permitido afinar en la clasificacion de los tanicitos, y confirmar las diferencias entre
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tanicitos que observabamos a nivel citosolico y nuclear. El hecho de que estemos
hablando de células que puedan ser progenitoras de otras, como comentdbamos para
las células tipo 5, implicaria una remodelacion de los cilios. En el caso de la célula tipo 5
gue diera lugar a células ependimarias, la célula tendria que sintetizar nuevos cilios. De
hecho, existian células tipo 5 uniciliadas junto a células tipo 5 biciliadas y de forma
ocasional, células tetraciliadas con intenso marcaje GFAP, lo que podria indicar una
transformacion de la célula GFAP+, aumentando el nimero de cilios o disminuyéndolo si
la direccién fuera en sentido contrario. A este respecto, hemos encontrado estructuras
gue bien podrian relacionarse con este fendmeno de remodelacion. Hemos encontrado
cilios cortos internalizados en el citoplasma apuntando en direccibn al nucleo, o
atravesando el citoplasma de la membrana lateral y proyectdndose hacia el espacio
intercelular. Podriamos pensar que se trata de cilios en involucién, aunque, pese
haberse descrito este hallazgo en la literatura (Rodriguez et al. 2005), nunca se ha
explicado su funcionalidad. También hemos encontrado corpusculos basales con una
vesicula asociada a uno de los extremos, igual a las descritas como “vesiculas ciliares”
implicadas en la ciliogénesis (Figura 58) (Sorokin 1962; Lu et al. 2015). En el caso de la
transformacién a tipo 3 y 4, si nuestra hipotesis fuera cierta, deberian perderse cilios.

Toda esta diversidad encontrada podria deberse a una intensa remodelacién entre los

distintos aparatos ciliares.

Figura 58. Cilio en formacion. Corpusculo basal de cilio
asociado a una vesicula ciliar. Estas se han relacionado
con la formacién del cilio.

Las células E1, E2-1, E2-2 presentan estructuras ciliares morfolégicamente
similares entre ellas (Mirzadeh et al. 2008), con corpusculos basales idénticos, muy
desarrollados y con raicillas ciliares partiendo de uno de los extremos de cada uno, lo

gue podria indicar que puedan transformarse unas células en otras remodelando su
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sistema ciliar. Durante la ependimogénesis es habitual encontrar en el citoplasma de la
célula ependimaria en formacion unas estructuras llamadas deuterosomas (Spassky et
al. 2005), sin embargo, no apreciamos su existencia en los tanicitos del 3V del ratdon
adulto. Las células E3, en cambio, a pesar de ser uniciliadas, presentan un corpusculo
basal no muy desarrollado del que parte un cilio, y un centriolo sin estructura proteica en
corona asociada ni raicillas, colocado en la base del corpusculo basal y perpendicular a
este. Tenemos dudas de gue esta estructura ciliar sea intercambiable con la del resto de
células E1 o E2. Por ultimo, algunos autores han observado tanicitos carentes de cilios
con SEM, pero nosotros en nuestro estudio no hemos encontrado ninguna célula

carente de cilio.

5.6 EI papel del tanicito ventral en Ila funcién
hipotalamica en relacion con el fotoperiodo

El hecho de encontrar una importante variabilidad interindividual en la proporcién y
distribucion de tanicitos tipo 2, nos hizo plantearnos si esta plasticidad atendia a una
causa funcional. En la literatura se ha descrito que diferentes factores metabdlicos y/u
hormonales como el ciclo reproductivo, el sexo, el fotoperiodo, la alimentacién o los
ciclos circanuales (Bruni et al. 1977; Migaud et al. 2014; Prevot et al. 1999; Huang et al.
1998; Hazlerigg & Lincoln 2011) alteran la proliferacion del 3V. Un ejemplo, es el caso
de la hormona tiroidea que, a través de su interaccién con el hipotalamo medio basal,
juega un papel critico en la respuesta de las génadas al fotoperiodo. Esta interaccion
estda mediada por las enzimas DIO2 y DIO3, de acciones opuestas, que se ha visto se
expresan en los tanicitos ventrales. DIO2 transforma la hormona tiroidea T4
(prohormona) en T3 (triyodotironina) implicada en la secrecién de GnRH, y por tanto en
el control de la reproduccion, aunque también en el balance energético, mientras que
DIO3 transforma T3 en T4 (forma inactiva). Estudios de gendémica funcional han
demostrado que la luz del dia, a través de la melatonina, que actia sobre receptores de
la EM, induce la producciéon de hormona estimulante de la tiroides (TSH), que actla
sobre los tanicitos aumentando la expresion de DIO2. De esta forma, cuanto mas largos
son los dias (14h luz/10h oscuridad), mayor es la cantidad de DIO2 y por tanto mayor
cantidad de T3 (Hanon et al. 2008; Nakane & Yoshimura 2014). Durante los
fotoperiodos cortos (10h luz/14h oscuridad), por tanto, se estimula en menor medida la
produccion de TSH y por lo tanto de DIO2, coincidiendo con un aumento en la

proliferacién del 3V (Hazlerigg & Lincoln 2011). Un aumento en la proliferacion se ha
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correlacionado con un aumento en el peso corporal, explicado como un mecanismo de

adquisicion de reservas como preparacion al invierno (Huang et al. 1998).

Hemos analizado el 3V de algunos animales cuya EM y franja ventral estan
compuestos mayoritariamente por células tipo 2 y 28M. Ademas, este hecho confiere a la
pared ventricular una apariencia caracteristica, ya que estas células poseen grandes
espacios intercelulares y, como comentabamos previamente, dan una imagen de
“desprendimiento” hacia el parénquima (Figura 25). Desafortunadamente, aunque seria
muy interesante para relacionar al tanicito tipo 2 con una funcién hipotaldmica, no
podemos saber qué factores pudieron influir en esos cambios pues los animales se
estabulaban en las mismas condiciones durante todo el afio con fotoperiodos constantes
e intermedios (12h dia/12h noche). Seria muy interesante comprobar en el futuro,
basandonos en nuestra hipotesis, si el aumento de tanicitos tipo 2, y supuestamente, de
la proliferacion en el 3V, estuviera relacionada con fotoperiodos cortos. Otros factores
como el acceso a la alimentacién, la estabulacion junto a hembras, o factores que
desconocemos, podrian influir en esta variabilidad y se requieren nuevos ensayos para

darle solidez a esta idea.

5.7¢,Como se comunican los distintos tipos de
tanicitos? ¢CoOmo ejercen su funcion? Una vision
desde la ultraestructura

La morfologia peculiar de los distintos tipos de tanicitos, podria estar relacionada con
cdmo se comunican con el parénquima subyacente y la circulacion sistémica para
ejercer su funcibn como receptores y/o liberadores de sefales neuroquimicas y
neuroendocrinas. Gracias al proceso basal radial, los tanicitos pueden contactar con los
vasos sanguineos y relacionarse con las neuronas de los nucleos en vecindad. La
formacion de la BHE va a ser fundamental en este proceso, ya que supone un
aislamiento de ciertas estructuras. En este contexto, en el 3V, la BHE se dispone
englobando a la EM (Akmayev 1969), formando un microambiente diferente al resto del
hipotalamo mediobasal (Guerra et al. 2010). Paraddjicamente, la EM esta sembrada de
vasos fenestrados que permiten la comunicacion entre los tanicitos que tapizan el 3V a
ese nivel y el torrente sanguineo. Esto hace de la EM una regién privilegiada, capaz de
regular la funcion hipotalamica controlando dicha comunicacién. Relacionando lo dicho
con nuestro trabajo, los tanicitos recién descritos encargados de constituir la BHE, y por
tanto, “reguladores directos” son el tipo 1, central y lateral, y los tipo 2.

Ultraestructuralmente, estos tanicitos presentan un potente proceso basal que contacta

143



Discusion

con los vasos fenestrados, repleto de toda la maquinaria celular necesaria para el
transporte vesicular, refiriéndonos al alto contenido en microtibulos, mitocondrias,
dictiosomas del aparato de Golgi y vesiculas. Hay estudios que demuestran ambos
sentidos del transporte, tanto de los vasos sanguineos hacia el LCR como al revés, pero
en ambos casos el transporte requiere de receptores especificos (Balland et al. 2014).
También llevan a cabo transporte desde el LCR hacia las neuronas mediante contactos
sinaptoides (Feng et al. 2011).

Por otro lado, los tanicitos tipo 3, tipo 4 y tipo 5, hemos observado en este
estudio que poseen estructuras que facilitan la captacion de sefiales del LCR como
microvellosidades abundantes, expansiones celulares o blebs, y cilios. Estudios
demuestran que estas estructuras pueden aumentar en numero o disminuir, en
respuesta a diversos fendémenos, como por ejemplo, el ciclo estral. Tras la
administracion de estrogenos aumentaba la cantidad de microvellosidades y de blebs,
de los tanicitos aumentando la superficie expuesta (Kobayashi et al. 1970; Bruni et al.
1977; Mestres 1981). Por el contrario, el transporte vesicular en estas células debe ser
escaso, ya que carecen de un proceso basal desarrollado, y el que presentan posee
menor cantidad de microtibulos, mitocondrias y carece de grandes cisternas de Golgi, a
diferencia de los tanicitos tipo 1 y 2. Algunos autores describen a los tanicitos de las
franjas intermedia y dorsal, los tipo 3, 4 y 5, como células capaces de iniciar y transmitir
un impulso nervioso al entrar en contacto con sustancias activadoras del LCR (Vigh et
al. 2004; Andrew 1988). En esta linea, se ha demostrado que los tanicitos utilizan la via
de sefializacién de Ca?*/ATP, igual que los astrocitos (Frayling et al. 2011) para generar
impulsos tras despolarizar su membrana, y que utilizan uniones GAP para amplificar la
sefial (Andrew 1988). Relacionandolo con la morfologia, nosotros encontramos que los
tanicitos tipo 3, 4 y 5 cumplen todos los requisitos para ejercer esta funcion, ya que
contienen abundantes uniones GAP y las estructuras especializadas de uniones GAP,
que hemos denominado anillos comunicantes, a las cuales se le atribuye la funcién de
transmision del impulso nervioso (Piehl et al. 2007). Estas estructuras habian sido
descritas por Walsh en 1978 como anillos de uniones comunicantes completamente
independientes de la membrana plasmatica, “flotando” en el citoplasma (Walsh et al.
1978). Sin embargo, mediante tridimensionalizacién, hemos observado diferentes
estadios que van desde un simple abombamiento de la membrana hasta una esfera de
unos 500 nm unida por un pequefio apéndice a la membrana citoplasmatica. Al no
encontrar nunca una esfera completamente aislada en el citoplasma, pensamos que
debia tratarse de interdigitaciones rodeadas de uniones GAP, cortadas
transversalmente. Sin embargo, un trabajo basado en la formacion de estos anillos, los

cuales denominan como annular GAP junctions, han demostrado que su formacién esta
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mediada por moléculas de clatrina que estiran de la porcion de membrana con la unién
GAP, hasta que forman una gran vesicula que finalmente se desprende de la
membrana. Lo novedoso de este estudio para nosotros, es que la funcién que atribuyen
a estos anillos, es la degradacion de las conexinas que forman las uniones GAP, es
decir, realmente es un mecanismo para deshacer una unién GAP (Piehl et al. 2007).
Estas grandes vesiculas, annular GAP junctions, una vez aisladas en el citoplasma, se
degradan muy répidamente, por lo que la probabilidad de encontrar un anillo
comunicante en este estadio es muy baja, lo que explicaria que no lo hayamos
detectado en nuestros estudios de tridimensionalizacion. La funcion principal de los
anillos, seria regular la remodelacion de las uniones GAP de membrana, pues son las
encargadas de su degradacion.

Para esta transmision eléctrica que comentdbamos, es necesario el contacto
directo con las neuronas hipotalamicas, algo que hasta la fecha no habia sido posible
visualizar. Tan sélo existia un unico estudio morfolégico, mediante la técnica de Golgi
Cox donde veian la intima relacion entra las neuronas vy, los entonces, tanicitos a, sin
llegar a demostrar su contacto (Bleier 1971) y algunas aproximaciones funcionales que
postulaban la necesidad de estos contactos, descritos como sinaptoides, puesto que
mediante ATP transmitian la sefial eléctrica a las neuronas (Frayling et al. 2011).
Nosotros, aprovechando la caracteristica de que los tanicitos tipo 3, 4 y 5, candidatos a
ser transmisores eléctricos, expresan vimentina, demostramos en inmuno-oro, el
contacto directo entre los procesos basales de dichos tanicitos, vimentina+, con

neuronas de los nucleos hipotalamicos adyacentes.

5.8 La pared del 3V se distribuye en franjas y no en
“‘pinwheels”

Los tanicitos no se distribuyen formando “pinwheels” como en la SVZ (Mirzadeh et al.
2008). Como hemos visto, los diferentes tipos de tanicitos se distribuyen formando
franjas horizontales que se manifiestan tanto al SEM cuando observamos la superficie
ventricular, como al TEM con la manifiesta distribucion en el eje vertical de las franjas
descritas. Ademas, a pesar de encontrar células uni-, bi- y multiciliadas dentro de una
Unica franja, la dorsal, éstas no parecian mostrar ninguna distribucién organizada.

En la regién caudoventral encontramos varios tipos celulares segun la superficie
mostrada a la cavidad. Células de superficie lisa y uniciliadas, uniciliadas de penachos
repletos de pequefias protrusiones o blebs, células de abundantes microvellosidades
uniciliadas, otras biciliadas, y células que presentan un unico bleb grande y esférico que

también pueden ser uniciliadas o biciliadas; al contrario de trabajos previos que
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aseguran que la mayoria de los tanicitos localizados en la RCV, los clasicos a, carecen
de cilios No encontramos una distribucién en “pinwheel” como el descrito en la SVZ
(Mirzadeh et al. 2008), por el contrario, se distribuyen en tres franjas, aproximadamente
paralelas, donde, en cada una predomina un tipo celular de superficie determinada.

La franja ventral estd formada principalmente por células que muestran un
penacho central de pequefias y abundantes protrusiones citoplasméticas o blebs, en la
base del cual surge un cilio largo.

La franja intermedia, compuesta principalmente de células uniciliadas repletas de
microvellosidades en su superficie. Aqui es mas frecuente que en la franja anterior
encontrar células biciliadas, y ademas son distintas a las anteriores ya que estan
repletas del microvellosidades. Parecen los mismos tipos celulares que pueden
presentar uno o dos cilios en funcion del requerimiento funcional.

La franja dorsal por ultimo, presenta los tipos celulares encontrados en la F2,
pero aparece un nuevo tipo caracterizado por presentar un Unico gran bleb esférico en
superficie. Estas pueden ser también uniciliadas o biciliadas. Aparecen mas o menos
agrupadas pero sin seguir ningun patrén aparente. Estas células con protrusiones han
sido descritas previamente pero fueron identificadas como neuronas en contacto con la
luz ventricular (Vigh & Vigh-Teichmann 1998). Sin embargo, en nuestro estudio
ultraestructural mediante tridimensionalizacién, ninguna célula en contacto con el LCR
presentd caracteristicas morfolégicas neuronales. Dada la cantidad de células que
muestran este tipo de blebs bajo el MEB, deberian haberse podido observar numerosas
neuronas en contacto con la cavidad ventricular.

Dentro de cada franja no hemos reconocido estructuras en “pinwheel”. Por la
constitucion de las franjas, en las que las células E3 se encuentran en una franja
concreta, no existiria la posibilidad de la formacion de “pinwheels” entre células E3 y
otros tipos, como las E2-1 o E2-2. No hemos visto si en las franjas intermedia y dorsal,
donde existe mayor variedad celular existe alguna organizacion. En la zona de “overlap”,
entre la franja dorsal y la region dorsal multiciliada, aparecen célula E1, pero no E3, asi
gque de haber alguna estructura en “pinwheel’, nunca implicaria una célula E3

(comparable a la B1).
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6. Conclusiones

1. El tercer ventriculo estd formado por tres regiones, las regiones rostroventral y
caudoventral, formadas por tanicitos, y la region dorsal, formada por células

multiciliadas.

2. La region caudoventral es capaz de producir neuroesferas a una tasa de
amplificacién y tamafio similar a la SVZ, mientras que la region rostroventral tiene

una menor capacidad para producir neuroesferas en cultivo.

3. La region caudoventral estad formada por una pared lateral dividida en tres franjas:
la franja ventral, intermedia y dorsal; y un suelo, constituido por la pared que

tapiza la eminencia media.

4, Los tanicitos de la region caudoventral se dividen en 5 tipos que hemos nombrado
como tipo 1, 2, 3, 4 y 5, en base a su ultraestructura, y caracterizados por su

patron distintivo de expresién de marcadores moleculares.

5. El tipo 1 se localiza en la eminencia media, el tipo 2 en la franja ventral, los tipos 3
y 4 en las franjas intermedia y dorsal. En esta ultima, ademas, comparten espacio
con el tipo 5. En determinados individuos, el tipo 2 ha sido localizado tapizando la

eminencia media.

6. Hemos caracterizado cuatro estructuras ciliares distintas en las células del tercer
ventriculo: la estructura E1, que contiene mudltiples cilios de estructura 9+2,
presente en las células ependimarias; la estructura E2-1, formada por un cilio 9+2
de grueso corpusculo basal y un corpusculo basal sin cilio; la estructura E2-2, de
iguales caracteristicas al anterior, pero que presenta dos cilios. Las estructuras
E2-1 y E2-2 estdn presentes en los tanicitos tipo 1, 3, 4 y 5. Por dltimo, la
estructura E3, con cilio 9+0, con corpusculo basal pequefio y centriolo

perpendicular al mismo, caracteristico de los tanicitos tipo 2.

7. Los tanicitos tipo 1 y 2 contactan con capilares fenestrados. Presentan un grueso

proceso basal especializado en el transporte de vesiculas y uniones estrechas, lo
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11.

12.

gue favorece la formacién de una barrera hematoencefélica que aisla la eminencia

media.

Los tanicitos tipo 3, 4 y 5 presentan un proceso basal poco desarrollado, que
contacta con neuronas de los nicleos hipotaldmicos adyacentes. Muestran en su
membrana apical estructuras de amplificacion de la superficie, como son
microvellosidades y grandes blebs. Carecen de microtibulos o son muy escasos.
Entre estos tipos de tanicito se da una gradacion fenotipica (de tipo 3 a tipo 5),
donde van adquiriendo cada vez mas anillos comunicantes, “bocados” de clatrina
y filamentos intermedios. Ademds, los tipos 3 y 4 suelen presentar un cilio
mientras que el tipo 5, dos.

Los tanicitos tipo 2 no expresan vimentina, al contrario que el resto de tipos. Sin
embargo, los tanicitos tipo 5 expresan fuertemente vimentina, ademas de Rax y
GFAP. El linaje con Rax mostr6 que existe regeneracion dorsalmente en direccion

tanicito tipo 5 a multiciliada.

La proliferacion constitutiva del tercer ventriculo in vivo es infima. Las células
detectadas con marcadores de proliferacion corresponden al tipo 2 y al tipo 1. No

se ha podido confirmar la existencia de neurogénesis en esta region.

La adicién de FGF en secciones de tercer ventriculo, activa la proliferacion de los

tanicitos localizados en la franja ventral y eminencia media.

Basandonos en los resultados ultraestructurales, moleculares y el trazado del
linaje vimentina y Rax, hemos establecido dos poblaciones bien diferenciadas de

tanicitos, la formada por los tipos 1y 2, y la formada por los tipos 3, 4 y 5.
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