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Resumen

El cerebro adulto de los mamiferos se caracteriza por la persistencia de dos nichos neurogénicos, la
zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, donde se producen
durante toda la vida nuevas neuronas que se integran en los circuitos cerebrales. La formacién del
nicho neurogénico hipocampal comienza en la etapa embrionaria tardia y finaliza en la etapa posnatal.
Durante este periodo, las células madre neurales van a generar progenitores y estos a su vez neuronas
granulares. Ademas, las células madre embrionarias se trasforman en células madre neurales adultas,
las cuales entran en un estado de arresto del ciclo celular denominado quiescencia. En la edad adulta,
las células madre quiescentes son capaces de activarse para generar nuevas neuronas granulares
funcionales. Las vias de degradacién de proteinas son esenciales para mantener la homeostasis celular
y tisular. En concreto, la via autofagia-lisosoma esta implicada en la regulacidn de la neurogénesis y en
el control de la calidad del proteoma de las células madre.

En este trabajo, hemos tratado de elucidar el papel de la via autofagia-lisosoma en el establecimiento y
mantenimiento de la quiescencia y en la regulacion de la proteostasis de las células madre neurales de
la zona subgranular del hipocampo. Para ello, se realizaron experimentos in vitro utilizando cultivos
celulares de células madre quiescentes y activas, y experimentos in vivo con ratones en los que se
bloqueo la autofagia mediante una aproximacién genética. Los resultados in vitro mostraron que las
células madre quiescentes poseen un mayor contenido proteico acumulado en forma de agregados, a
pesar de tener disminuida la traduccién y tener incrementada la maquinaria autofagica. Los resultados
funcionales in vitro sugieren que la autofagia puede tener un papel relevante en la regulaciéon del
estado de quiescencia. Por otro lado, los experimentos in vivo con ratones knockout condicionales
(cKO) para el gen Atg7, necesario para la via autofagica, mostraron un efecto sobre la poblacién de
células madre. La delecidon de Atg7 en la etapa posnatal redujo la capacidad de entrada en quiescencia
de las células madre y promovid su agotamiento. Ademas, la deleciéon de Atg7 en ratones adultos antes
de la exposicion a ejercicio voluntario, redujo la poblacién de células madre en el nicho hipocampal.

En conjunto, estos resultados indican que en la etapa posnatal la autofagia es una via esencial para la
correcta formacion del nicho neurogénico hipocampal, siendo necesaria para el establecimiento de la
quiescencia de las células madre neurales. Un defecto en esta via produce una sobreactivacién de las
células madre que puede conducir a su agotamiento. Por el contrario, en la edad adulta, la via
autofagica parece no ser esencial para el mantenimiento de la quiescencia en condiciones basales. Sin
embargo, en condiciones pro-neurogénicas, como es el ejercicio fisico voluntario, parece ser
fundamental para el mantenimiento de la poblacién de células madre. Estos resultados sugieren que la
funcion de la via autofagia-lisosoma en la regulacion de las células madre neurales del hipocampo
depende de la edad, siendo esta via necesaria para el correcto establecimiento de la quiescencia
durante el desarrollo posnatal.
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En los ultimos afios, los avances en la investigacion en Neurociencias han
permitido conocer en mayor medida el funcionamiento del sistema nervioso y
sus enfermedades asociadas. El proceso de division y diferenciacién de las células
madre neurales es esencial para la formacién de nuevas neuronas y el
mantenimiento de las propias células madre. El entendimiento de este proceso
sienta las bases para comprender cémo se pueden generar nuevas neuronas
funcionales en el contexto de un cerebro maduro, y nos da herramientas que
pueden servir para el desarrollo de estrategias terapéuticas en envejecimiento y
en enfermedades neurodegenerativas.

Neurogénesis

1. Neurogénesis embrionaria

La neurogénesis se define como el proceso de formaciéon de nuevas neuronas funcionales a partir de
células madre neurales (NSCs, del inglés Neural Stem Cells) y progenitores. Durante el proceso de
gastrulacidon del embrién se distinguen tres capas germinales que dardn lugar a los tejidos y 6rganos:
ectodermo, mesodermo y endodermo. El ectodermo es la capa germinal mas externa y esta formada
por progenitores neuroepiteliales, los cuales daran lugar al sistema nervioso. Durante el proceso de
embriogénesis, los progenitores neuroepiteliales proliferan, el ectodermo se engrosa y aplana, y se
forma la placa neural. Esta a su vez se transforma en una estructura tubular denominada tubo neural,
en la que se distinguen las vesiculas prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo (Purves et al, 2001).
Las células neuroepiteliales son NSCs altamente proliferativas y se dividen simétricamente para
expandir el tejido. Los nucleos de estas células migran durante el ciclo celular, situdndose en el lado
apical mas cercano al lumen del tubo neural durante la mitosis, y en la parte basal durante la fase S.
Tras varias rondas de division, las células neuroepiteliales pasan a denominarse células de glia radial.
Los somas y los procesos apicales de estas células se localizan en la zona ventricular, mientras que los
procesos basales se extienden hacia la superficie externa. Estos procesos son utilizados por las
neuronas recién nacidas como guias de migracidon hasta la superficie pial, donde se diferencian y
forman las conexiones. (Bjornsson et al., 2015). Las NSCs radiales embrionarias realizan divisiones
asimétricas para renovarse y generar nuevas neuronas, ya sea de manera directa o a través de
progenitores intermedios que proliferan y se diferencian. Este proceso de proliferacion y
diferenciacion resulta en la expansién del prosencéfalo, que dard lugar al telencéfalo vy,
posteriormente, se convertira en el cerebro y los bulbos olfatorios. Tras la etapa neurogénica, las NSCs
también dan lugar a las células gliales del cerebro. Las NSCs de la mayoria de las regiones del sistema
nervioso central desaparecen durante el desarrollo después de haber dado progenie. Sin embargo, en
el cerebro adulto de diferentes especies, una poblacién de NSCs prevalece restringida a dos areas: la
zona subventricular (SVZ) y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (SGZ) (Mira y
Morante, 2020) (Figura I1).
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Figura I1: Nichos neurogénicos.
[lustracién de un corte sagital del cerebro
adulto de ratén donde se representan dos
principales nichos neurogénicos adultos, la
zona subventricular adyacente a los
ventriculos laterales (SVZ) y la zona
= subgranular del giro dentado del
SGZ . OB hipocampo (SGZ) (lineas rojas). La flecha
representa el canal migratorio rostral
(RMS) que conecta la SVZ con el bulbo
olfatorio (OB).

SVZ"""'H.--I““'

2. Historia de la neurogénesis adulta

Durante gran parte del siglo XX, el dogma central de la neurobiologia se basaba en los estudios de
Ramon y Cajal, considerando la neurogénesis como un proceso embrionario que cesaba después del
nacimiento (Colucci-D’Amato et al., 2006). De hecho, no fue hasta los afios 60 cuando aparecieron los
primeros estudios que evidenciaban la posibilidad de que existiera neurogénesis en individuos
adultos. Estos trabajos mostraban como, después de la administracién de timidina tritiada a ratas,
para marcar la replicacidon del ADN, se encontraban neuronas granulares marcadas en la zona granular
del hipocampo, lo que hacia suponer que células indiferenciadas adquirian la marca al dividirse y
migraban a la capa granular (GCL) del hipocampo (Altman y Das, 1965, 1966, 1967). Sin embargo,
estos trabajos fueron ignorados durante afios y no fue hasta la década de los 80 cuando se volvié a
plantear la existencia de la neurogénesis adulta.

El primer trabajo publicado mostraba cémo se generaban nuevas neuronas granulares en el
hipocampo de ratas adultas que se incorporaban a las ya existentes en la GCL (Bayer et al, 1982).
Estas neuronas granulares marcadas con timidina tritiada eran capaces de prolongar sus axones a
través del hipocampo (Stanfield y Trice, 1988). En 1983, se demostrd la formacion de células madre en
la capa subependimaria de cerebro adulto de primates (Kaplan, 1983). Ese mismo afo, otro trabajo,
mostroé la existencia de precursores neuronales en el niucleo de control de la voz cercano a la zona
ventricular de las aves, al estudiar como los canarios hembra aumentan el tamafio este nticleo como
respuesta a la administraciéon sistémica de testosterona. La administraciéon de timidina tritiada
permitié observar que se generaban, entre otros tipos celulares, nuevas neuronas marcadas alrededor
de este nucleo (Goldman y Nottebohm, 1983). Durante los afios siguientes, se sucedieron distintos
trabajos donde se detallaba la existencia de neurogénesis en dos zonas del cerebro de roedores
adultos, la SVZ o subependimaria adyacente a los ventriculos laterales y la SGZ del giro dentado del
hipocampo. Por un lado, se observd que células aisladas del estriado eran capaces de dividirse y
diferenciarse a neuronas y astrocitos in vitro, (Reynolds y Weiss, 1992) lo que permiti6 identificar
células de la SVZ como precursores neuronales (Lois y Alvarez-Buylla, 1993). Ademas, mediante
estudios in vivo, se determind que las células de la SVZ de ratones adultos migraban grandes distancias
a través del canal migratorio rostral y se diferenciaban a neuronas en el bulbo olfatorio (Lois y
Alvarez-Buylla, 1994). Por otro lado, se encontré que la mayoria de las células nacidas en la SGZ del
hipocampo se diferenciaban a neuronas y migraban a la GCL (Cameron et al., 1993). Este proceso de
neurogénesis, aunque esta presente en el cerebro adulto de roedores se ve drasticamente reducido
con la edad (Kuhn et al,, 1996). A finales del siglo XX, se publicaron los trabajos que desencadenaron
un cambio de paradigma (Sierra et al, 2011). En 1997, se logré identificar el proceso de neurogénesis
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adulta en el hipocampo de tres especies de primates distintas (Gould et al., 1997) y al afio siguiente en
humanos (Eriksson et al., 1998).

Actualmente, la existencia de neurogénesis adulta estd ampliamente aceptada en una gran variedad de
especies que incluyen peces, reptiles, aves y mamiferos (Ghosh, 2019). Sin embargo, existe una gran
controversia entre los investigadores sobre la extensidon de la neurogénesis en el cerebro humano
adulto. Sanai y colaboradores (2011) demostraron que la SVZ y el canal migratorio rostral contienen
gran cantidad de neuronas inmaduras durante los 18 primeros meses de edad que no estan destinadas
Unicamente al bulbo olfatorio, sino que existe una corriente migratoria hacia la corteza prefrontal. A
partir de ese momento, la actividad neurogénica de la SVZ disminuye hasta ser practicamente
inexistente en el cerebro adulto (Sanai et al., 2011). Por su parte, en el hipocampo, se generan nuevas
neuronas granulares en la edad adulta que renuevan a las existentes (Spalding et al., 2013).

En el afio 2018 se publicaron dos trabajos con resultados contradictorios sobre la actividad
neurogénica del hipocampo en el cerebro adulto. El primer trabajo indicaba que, aunque el proceso de
neurogénesis se reduce con la edad, persiste en humanos de edad avanzada a pesar de la disminucién
en el numero de NSCs, la angiogénesis y la neuroplasticidad (Boldrini et al., 2018). Unas semanas mas
tarde, se publicd otro trabajo que ponia en entredicho la existencia de neurogénesis hipocampal
adulta. El andlisis de progenitores neurales mostraba una reduccién exacerbada de los progenitores
proliferantes y neuronas jovenes durante los primeros afios de vida, siendo aparentemente
inexistentes en la edad adulta (Sorrells et al, 2018). Este estudio apoyaba otro trabajo anterior en el
que se observaba una disminucién generalizada de la neurogénesis en los dos nichos durante los
primeros afos de vida. Este fendmeno desaparecia en el cerebro adulto, siendo las células de la
microglia las tnicas que proliferaban en ambos nichos neurogénicos (Dennis et al., 2016).

A pesar de la drastica reduccidn de la neurogénesis con la edad, numerosos estudios han identificado
neuronas inmaduras en cerebros humanos a lo largo de la vida (Knoth et al, 2010; Mathews etal,,
2017; Moreno-Jiménez et al, 2019). Moreno-Jiménez y colaboradores (Moreno-Jiménez et al.,, 2019)
encontraron neuronas en diferentes estados de maduraciéon en muestras obtenidas en condiciones
altamente controladas. Este fendmeno también era detectable en muestras de pacientes de Alzheimer
que, aunque presentaban neurogénesis en menor medida (Tobin et al.,, 2019), las neuronas mostraban
un desarrollo morfolégico aberrante y cambios en la expresiéon de marcadores de diferenciacion
(Terreros-Roncal etal, 2021). Un andlisis bioinformatico de expresion de ARN, analizando la
expresion diferencial de marcadores neurogénicos, también apoyd la existencia de neurogénesis
hipocampal minima pero persistente en humanos adultos (Kumar et al,, 2020).

A pesar de que en los ultimos afios se ha propuesto que tal vez pueda existir neurogénesis adulta en
otras regiones del cerebro, todavia es un campo de estudio muy controvertido. Por lo que continua en
debate si en el hipotalamo, el tronco del encéfalo, el estriado, la amigdala y la sustancia negra se
mantiene el proceso de neurogénesis en individuos adultos (Jurkowski et al., 2020).

3. Formacion de los nichos neurogénicos y establecimiento de la
guiescencia
Como se ha comentado, las NSCs adultas en mamiferos se localizan en dos regiones concretas del

cerebro: la SVZ y la SGZ del hipocampo. Las NSCs adultas de la SVZ se encuentran a lo largo de la pared
de los ventriculos, en contacto con el lumen del ventriculo y el liquido cefalorraquideo mediante un
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proceso apical que atraviesa la monocapa de células ependimarias. Dan lugar principalmente a
interneuronas del bulbo olfatorio y oligodendrocitos. Por otro lado, las NSCs de la SGZ del hipocampo
generan neuronas granulares y en menor medida astrocitos. Las nuevas neuronas generadas en ambos
nichos pueden integrarse en la red neuronal y procesar informacién con relevancia funcional.

Las NSCs de ambos nichos se pueden encontrar en un estado activo, cuando son capaces de proliferar
y dar progenie, y en un estado inactivo de arresto del ciclo celular conocido como quiescencia (Morales
y Mira, 2019; Urban et al,, 2019). Ademas, trabajos recientes han descrito dos subpoblaciones de NSCs
quiescentes. En la SVZ, Llorens-Bobadilla y colaboradores describen, en base al perfil molecular de un
analisis de ARN de célula unica, dos estados de quiescencia. Por un lado el estado dormant o de
quiescencia profunda (deep quiescence) y el estado de primed-quiescence o preactivacion (Llorens-
Bobadilla et al., 2015). Por otro lado, Harris y colaboradores encontraron que en la SGZ adulta las NSCs
que se dividieron volvieron a un estado de quiescencia mas superficial que las que nunca se habian
dividido. Identificaron una poblacion de NSCs que nunca habia proliferado en la etapa adulta,
denominadas de nuevo células quiescentes dormant o de quiescencia profunda (deep quiescence) y por
otro lado, células que después de haberse activado vuelven a un estado de quiescencia, aparentemente
menos profunda (shallow quiescence) denominadas quiescentes resting. Las células resting pueden
activarse mas rapidamente que las dormant y mantener la proliferacidn y la neurogénesis a largo plazo
(Harris et al., 2021).

Las NSCs quiescentes se distinguen de las activas, ademas de por encontrarse fuera del ciclo celular,
por su transcriptoma y estado metabdlico. Mientras que las activas estan enriquecidas en ARN
mensajeros de genes implicados en transcripcion, traduccién, y reparacion del ADN, las quiescentes lo
estdn en genes relacionados con la adhesién celular, la matriz extracelular, la comunicacién célula-
célula y el lisosoma (Morales y Mira, 2019). En relacion al estado metabdlico, las células quiescentes
muestran, en general, una menor actividad metabdlica, una baja tasa de transcripciéon de ARN y de
sintesis de proteinas, y altos niveles de -oxidacién de acidos grasos (Knobloch et al, 2017). Por otro
lado, tienen suprimida la diferenciacion terminal y previenen la senescencia, mantienen la capacidad
de reentrada en el ciclo celular y son capaces de activarse como respuesta a distintos estimulos (Urban
etal,2019).

La formacion de los nichos neurogénicos adultos y el establecimiento de la quiescencia de las NSCs
ocurren de manera distinta en cada uno de los nichos. La formacion del nicho y el establecimiento de la
quiescencia en la zona ventricular suceden en la etapa embrionaria. En el modelo de ratén, alrededor
del dia embrionario (E) E13,5-E15, una parte de la poblacion de NSCs radiales embrionarias de la zona
ventricular se divide y diferencia, mientras que la mayoria de las células se dividen lentamente y
entran en un estado quiescente hasta su posterior reactivacién principalmente en la etapa posnatal
(Bond et al,, 2021; Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al,, 2015).

Las células radiales embrionarias que dan lugar a las NSCs adultas, también forman las células
ependimarias diferenciadas que recubren los ventriculos y que son esenciales para la estructura del
nicho y el contacto con el liquido cefalorraquideo. Las NSCs radiales embrionarias sufren divisiones
simétricas y asimétricas para formar el nicho neurogénico adulto (Ortiz-Alvarez et al., 2019; Redmond
etal, 2019). Durante el desarrollo, las células ependimarias se forman por divisién asimétrica célula
ependimaria-célula madre adulta y por divisién simétrica célula ependimaria-célula ependimaria. Sin
embargo, la poblacién de NSCs adulta se forma principalmente por division asimétrica célula
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ependimaria-célula madre adulta y un porcentaje muy pequefio por divisién simétrica célula madre
adulta-célula madre adulta (Bond et al., 2021; Ortiz-Alvarez et al., 2019).

En cambio, la formacién del nicho neurogénico hipocampal adulto es un proceso que se inicia en el
desarrollo embrionario y contintia durante la etapa posnatal (Berg etal, 2019). Alrededor del dia
E10,5 aparecen los primeros precursores en el neuroepitelio dentado, también denominada matriz
primaria. Se trata de una pequefia region del palio medial flanqueada por el neuroepitelio aménico en
la parte dorsal y el cortical hem en la zona ventral. Los neuroepitelios dentado y amoénico generan
neuronas del giro dentado y el cuerno de Amoén (CA), respectivamente (Bond et al,, 2021).

El cortical hem se ha propuesto como un centro de sefializacidn esencial para la correcta organizacion
del hipocampo. A través de produccion de las seniales Wnt y BMP (proteina morfogénica osea),
promueve la proliferacion de los progenitores neurales y su especificacion (Caronia-Brown etal.,
2014; Caronia etal, 2010). Ademas, el cortical hem es el origen de las neuronas de Cajal-Retzius,
células que, posteriormente, migran tangencialmente hacia la zona marginal de la corteza (Meyer,
2010). Las neuronas de Cajal-Retzius constituyen la fuente principal de la proteina reelina en la
corteza y el hipocampo de mamiferos (D’Arcangelo et al., 1995). En ratén, en los estadios embrionarios
entre E12 y E14, el hipocampo muestra una intensa expresion de reelina en estas células (Choi et al,
2006). En el hipocampo, la reelina tiene un papel fundamental en la correcta orientaciéon de la glia
radial, en la migracion de los progenitores y la estabilizacion de las células granulares del giro dentado
en su posicion definitiva (Haas et al., 2002; Weiss et al., 2003). Por lo tanto, el cortical hem se considera
una estructura clave para el correcto desarrollo del hipocampo y la reorganizacion cortical.

Tras la formacion de la matriz primaria, todavia durante el desarrollo temprano del cerebro
embrionario, los precursores del giro dentado proliferan y se extienden formando la matriz secundaria
adyacente a la fimbria. Sobre dia embrionario E15,5 se produce la primera ola de migracion tangencial
desde la pared del ventriculo donde se localiza la matriz secundaria hasta el giro dentado primitivo. En
esta migracidn, los neuroblastos avanzan por el canal migratorio dentado hasta establecerse en el giro
dentado primitivo donde se alinean para formar la capa externa de la futura GCL del giro dentado.
Después del nacimiento, se produce la segunda ola de migracién tangencial que da lugar a la capa
interna de la GCL del hipocampo y a la matriz terciaria. Los neuroblastos de la matriz terciaria migran
radialmente para formar la zona mas interna de la GCL (Bond et al,, 2021) (Figura 12A). Por tanto, el
hipocampo se forma de manera invertida siguiendo un patrén outside-in, donde se establecen primero
las capas externas de giro dentado y posteriormente las internas(Mathews et al., 2010). Este proceso
es contrario a estratificaciéon de las neuronas en la corteza, donde las neuronas mas antiguas se
localizan en capas internas y las nuevas neuronas migran hasta situarse en las capas mas externas
siguiendo un patroén inside-out (Angevine y Sidman, 1961).

Posteriormente, durante la primera semana posnatal los progenitores de la matriz terciaria sufren una
transicion a NSCs neurales adultas, las cuales adquieren su morfologia caracteristica dotada de un
proceso radial, con su soma localizado en la SGZ. El pico maximo de proliferaciéon sucede a dia 3
posnatal (P3) y a partir de ese momento comienza una disminucién de la proliferaciéon asociada a la
entrada en quiescencia (Berg et al, 2019; Morales y Mira, 2019). Alrededor de P7, las NSCs muestran
la orientacion radial pero no es hasta después de P14 cuando se considera que la formacién del giro
dentado se ha completado (Nicola et al., 2015).

Se ha descrito que tanto las quimiocinas reelina y SDF-1 como sus receptores estan implicadas en la
migracion de los progenitores (Frotscher et al, 2003; Mimura-Yamamoto et al., 2017). Durante las
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oleadas de migracion, ademas de las células de Cajal-Rezius, existe un andamiaje glial que facilita la
migracion de los progenitores neurales. Parte de este andamiaje conecta el neuroepitelio dentado con
el giro dentado en formacion a través de la fimbria y sirve para la migracién de la matriz primaria,
secundaria y terciaria (Barry etal, 2008; Caramello etal, 2021). Por otro lado, el andamiaje glial
supragranular se origina en el neuroepitelio dentado y facilita la migracion de las células de la matriz
terciaria y la distribucion de las neuronas granulares en el brazo superior e inferior del giro dentado
(Heng etal, 2012; Li etal, 2013; Noguchi etal, 2019). Ademas, también se ha visto un aporte de
progenitores que depende de Sonic Hedgehog y que se relocalizan a partir de E17,5 desde el
hipocampo ventral hacia el dorsal, contribuyendo a la poblacién final de NSCs de la SGZ adulta.

A Embrién Posnatal temprano Adulto

Neuroepitelio 22 migracion tangencial Capa granular externa
12 migracion tangencial Matriz dentada terciaria Capa granular interna
® Matriz secundaria Migracién radial SGz
B
CAl

@(} GD MCL

CA2 Gt sez

CA3 Hilus

Figura I2: Formacion y estructura del giro dentado del hipocampo.

(A) Esquema de la formacién del giro dentado del hipocampo. Se representan las tres olas de migracién. En primer lugar se
forma la capa externa de la capa granular del giro dentado y finalmente la capa interna siguiendo el patron outside-in. Figura
adapatada de Piatti et al., 2006. (B) Estructura del hipocampo y ampliacién del giro dentado. GD, giro dentado; CA1, CA2, CA3,
cuerno de Amén 1. 2, 3; MCL, capa molecular del hipocampo; GCL,capa granular del hipocampo; SGZ, zona subgranular del
hipocampo.

Finalmente, una vez concluido el desarrollo posnatal, en el hipocampo adulto se distinguen tres
estructuras: el subiculo (area de transicion entre el hipocampo y la corteza entorrinal), el cuerno de
Amon (con tres regiones denominadas CA1, CA2, CA3) y el giro dentado, en el que distinguimos a su
vez la GCL (donde se localizan las neuronas granulares), la capa molecular (a la que llegan las
dendritas de las neuronas granulares) y el hilus. Es en la SGZ, limitrofe con la GCL y el hilus, donde se
localizan el soma o cuerpo celular de las NSCs neurales adultas, que extienden su proceso radial a
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través de la GCL hasta llegar a la capa molecular (Figura 12B). Por su morfologia caracteristica, similar
ala de la glia radial embrionaria, se denominan también NSCs radial glia-like (RGLSs).

4. Neurogénesis adulta en los nichos

Las NSCs neurales adultas pueden dar lugar a nuevas neuronas funcionales. Cuando las NSCs, que se
encuentran en un estado quiescente, se activan, producen progenitores intermedios con capacidad de
amplificarse y diferenciarse a neuroblastos durante el proceso de neurogénesis adulta. A su vez, los
neuroblastos pueden dividirse y diferenciarse a neuronas, generando neuronas granulares en el
hipocampo o interneuronas en el bulbo olfatorio (Morrens et al., 2012). Las NSCs adultas se regulan
principalmente por su microambiente o nicho. Los nichos neurogénicos adultos poseen una
citoarquitectura caracteristica donde la comunicacién celular se realiza a través de contactos
intercelulares y de moléculas secretadas como pueden ser factores de crecimiento, citoquinas y
hormonas, entre otras (Batiz et al., 2015).

La nomenclatura que hace referencia a los estados de diferenciacion de las NSCs y su progenie celular
es especifica para cada uno de los nichos neurogénicos (Martinez-Cerdefio y Noctor, 2018). En la SVZ,
las NSCs son denominadas células tipo B1 y se localizan en la pared de los ventriculos laterales. La
morfologia caracteristica que poseen les permite estar en contacto con el liquido cefalorraquideo y los
vasos sanguineos a través de su proceso apical y basal, respectivamente. Estas células dan lugar a
progenitores intermedios, también conocidas como células C, que tras tres-cuatro divisiones van a
generar, principalmente, neuroblastos o células A. Los neuroblastos se localizan en el canal migratorio
rostral donde se dividen alrededor de dos veces y migran desde la SVZ hacia el bulbo olfatorio (Ponti
etal, 2013). Una vez en el bulbo olfatorio, se diferencian a interneuronas inhibitorias de tipo granular
o periglomerular (Lim y Alvarez-Buylla, 2014) (Figura 13A). Estas interneuronas, resultantes de la
neurogénesis adulta de la SVZ, estan relacionadas con el procesamiento de la informaciéon olfativa
(Sakamoto et al,, 2014).

Por otro lado, las NSCs de la SGZ del hipocampo se denominan células de tipo glia radial (RGLs) o
células tipo 1. Estas células son heterogéneas distinguiendo, en base a criterios morfoldgicos, una
poblaciéon mayoritaria de células de tipo 1a (76%) y una poblacién de células de tipo 18 (24%). Las
células tipo 1a poseen un proceso radial que atraviesa la GCL y se ramifica en la capa molecular. Estas
células proliferan y dan lugar a neuronas, astrocitos y células tipo 1. Sin embargo, las células tipo 13
no proliferan y pueden representar un estado intermedio entre las a y astrocitos (Gebara et al,, 2016).

Estudios de trazado de linaje, empleando lentivirus y retrovirus, han demostrado que las NSCs que
expresan el factor de transcripcion Sox2 son multipotentes, tanto a nivel de poblacién como de célula
Unica, de forma que pueden dar lugar no solamente a neuronas sino también a astrocitos (Suh etal.,
2007). Ademas, las NSCs expresan el gen proneural Ascll que regula multiples genes diana para
promover la salida del ciclo celular y la diferenciaciéon neuronal y es necesaria su degradacién a nivel
de proteina para que las NSCs vuelvan a quiescencia (Castro etal., 2011; Urban etal, 2016). En la
cascada neurogénica, las células tipo 1la generan progenitores neurales (NPCs) intermedios, que se
denominan primero células de tipo 2a y después, células tipo 2b cuando el linaje neuronal esta
determinado. A partir de éstas ultimas surgen los neuroblastos migratorios o células tipo 3, que
migran una distancia muy corta hacia la GCL, donde salen de ciclo y se diferencian a neuronas
granulares (Hastings y Gould, 1999; Kempermann et al., 2015; Markakis y Gage, 1999) (Figura I3B).
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Figura I3: Nichos neurogénicos adultos.

(A) A laizquierda, se representa esquematicamente del nicho neurogénico de la zona subventricular (SVZ). La SVZ se localiza
debajo de una capa de células multiciliadas (E) que recubre los ventriculos. Las NSCs tipo B contactan con el lumen del
ventriculo, el liquido cefalorraquideo y los vasos sanguineos (VS). También se representan otros tipos de células de la cascada
neurogénica (células tipo C y tipo A). Los cuadros de color lila indican marcadores especificos para cada tipo de célula de la
cascada neurogénica. A la derecha, se representa la migracién tangencial de los neuroblastos a través del canal migratorio
rostral (RMS) hacia el bulbo olfatorio (OB). En el OB las células migran radialmente y se diferencian en distintos subtipos de
interneuronas maduras. (B) Ilustracién del nicho neurogénico de la zona subgranular (SGZ). El soma de las NSCs (células tipo
1) se localiza en SGZ, region inferior de la capa granular (GCL). Su proceso radial cruza la GCL y se ramifica en la capa
molecular (ML). Se representan otros tipos celulares de la cascada neurogénica. En los cuadros de color lila se indican
marcadores de cada tipo celular.

Durante la transicién de progenitor intermedio a neuroblasto, la mayoria de células mueren por
apoptosis durante los cuatro primeros dias y son eliminadas rapidamente mediante fagocitosis por la
microglia del nicho neurogénica. Por tanto, inicamente una pequefia proporcién de neuroblastos sera
capaz de dar neuronas funcionales que se integren en el circuito hipocampal (Sierra et al., 2010). Las
neuronas granulares extienden las dendritas a la capa molecular y el ax6n a la capa CA3 del
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hipocampo. Tienen un crecimiento dendritico y axonal rdpido durante los 21 dias posteriores al
nacimiento, y después, sigue un crecimiento mas lento durante los siguientes dos meses (Sun etal,,
2013; Zhao etal, 2006). Las nuevas neuronas finalmente forman sinapsis funcionales con sus
neuronas diana, quedando completamente integradas en los circuitos hipocampales (Toni et al., 2008).

El hipocampo estd asociado a funciones de aprendizaje, memoria, procesamiento espacial, y
comportamiento emocional. Estd descrito que tareas de aprendizaje potencian la neurogénesis
hipocampal adulta (Gould et al., 1999). Algunas de estas funciones se han asociado a una localizaciéon
espacial en el hipocampo. De hecho, las regiones dorsal y ventral del hipocampo muestran diferencias
en la expresion génica de genes asociados a distintas funciones hipocampales (Lee etal, 2017). A
grandes rasgos, el hipocampo dorsal es responsable del procesamiento cognitivo mientras que el
ventral estd implicado en el procesamiento emocional. Sin embargo, existen funciones como el
procesamiento espacial en las que el hipocampo funciona como una unica estructura (Lee et al., 2019).
El giro dentado se ha descrito como estructura esencial para la discriminacién de patrones, lo que
permite diferenciar representaciones o recuerdos similares (Bakker etal, 2008). Sin embargo,
trabajos mas recientes sugieren que el giro dentado aunaria distintos tipos de informacién sensorial
que lleguen al hipocampo (Lee y Jung, 2017).

El giro dentado es el componente principal del circuito trisinaptico hipocampal y recibe informacién
de la corteza entorrinal a través de la proyeccién principal de la corteza entorrinal denominada via
perforante. Las neuronas de la corteza entorrinal envian sus proyecciones a las neuronas granulares
del giro dentado, las cuales a su vez proyectan los axones hacia las neuronas piramidales de la CA3
formando la denominada via de las fibras musgosas. Los axones de las células piramidales de la CA3
proyectan a las neuronas piramidales de la CA1 mediante las colaterales de Schaffer. Por ultimo la
informacién pasa al subiculo y de nuevo a la corteza entorrinal. Ademas, la corteza entorrinal a través
de la via perforante también proyecta al giro dentado y a la CA1 a través de la via temporoammaonica o
de la via perforante (Basu y Siegelbaum, 2015) (Figura 14)

Durante el proceso de neurogénesis, las NSCs pueden activarse y autorrenovarse o dar progenie
destinada a diferenciarse. En cada una de las etapas, las células poseen unas caracteristicas propias del
estado en el que se encuentran, que se refleja en la expresion de distintos marcadores. Sin embargo,
identificar un linaje celular con inico marcador es complicado ya que la expresion de los marcadores
es un proceso gradual que abarca mas de un estadio de diferenciacion. En este sentido, las células tipo
1 se distinguen por la expresion entre otros marcadores de GFAP, Sox2, Nestina y GLAST. Las células
tipo 2 expresan Tbr2, pero las células tipo 2a expresan ademas SOX2 y Nestina, y las células tipo 2b,
Nestina, NeuroD1 y doblecortina (DCX). Las células tipo 3 expresan DCX, NeuroD1 y calretinina. Las
neuronas inmaduras expresan DCX, NeuroD1, calretinina y Prox1, y las neuronas granulares maduras
expresan NeuNlN, Tujl y Calbindina. Por ello, es necesario basarse en combinaciones de marcadores y
cambios morfoldgicos para identificar las distintas etapas del proceso neurogénico (Zhang y Jiao,
2015) (Figura I3A, B)

5. Mantenimiento de las NSCs en los nichos adultos

Coémo se dividen las NSCs radiales, cémo se diferencian y dan progenie, y como se mantienen son
puntos de interés que se han abordado empleando distintas estrategias experimentales (Denoth-
Lippuner y Jessberger, 2021). Sin embargo, uno de los aspectos controvertidos que contintia en debate
es la dindmica de las NSCs en el cerebro adulto y la contribucién de su capacidad de autorrenovacion al



16 |} Introducciéon

mantenimiento de un reservorio de estas células, a pesar de la reduccién en nimero asociada al
envejecimiento.
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Figura I4: Circuito trisinaptico del hipocampo.

Esquema simplificado del circuito que conectan la corteza entorinal con el hipocampo. La corteza entorinal proyecta al giro
dentado (GD) a través de la via perforante. El giro dentado proyecta a la CA3 a través de las fibras musgosas y la CA3 ala CA1
mediante las fibras colaterales de Schaffer. A su vez, la CA3 y la CA1l reciben sefiales directamente de las neuronas
piramidales de la corteza entorrinal a través de la via perforante. negro-via perforante, azul-fibras musgosas, verde-fibras
colaterales de Schaffer, rojo-sefalizacién subitulo-corteza entorrinal.

En el caso de la SGZ, en el afio 2011, se propusieron dos modelos contrarios que explicaban el
mantenimiento de una parte de la poblaciéon de NSCs y el agotamiento de la mayoria de estas células
con el paso del tiempo en el hipocampo del cerebro adulto, utilizando las técnicas de rastreo de linaje.
Por un lado, se describié el modelo de células madre desechables (“disposable stem cell model”), segtn el
cual una célula madre que sale del estado de quiescencia produce una serie limitada de divisiones
asimétricas. Estas divisiones generan progenie destinada a convertirse en neuronas y, tras un nimero
reducido de divisiones, se desencadena el agotamiento de la célula madre activa que posiblemente se
diferencia terminalmente a astrocito o da lugar a un tipo de célula madre presuntamente senescente
(Encinas etal, 2011; Martin-Sudrez etal, 2019). Por otro lado, se publicé el modelo de
autorrenovacion a largo plazo (“long-term self-renewal model”) segtn el cual las NSCs pueden dividirse
de manera simétrica y asimétrica. Mediante estos dos tipos de divisiones se generan clones de células
destinadas a dar progenie diferenciada y clones de NSCs que se autorrenuevan, dando dos NSCs. Estas
células serian capaces de volver al estado de quiescencia y compensar la pérdida de NSCs. De esta
manera, el balance entre los dos tipos de divisiéon impide el agotamiento total de las NSCs (Bonaguidi
etal,2011).

Por otra parte, un trabajo mas reciente sugiere que las NSCs de la SVZ utilizan dos tipos de divisiones
para mantener el conjunto de NSCs. Mediante técnicas de marcaje clonal, observaron que entre un 20-
30% de las células tipo B se autorrenuevan mediante divisiéon simétrica antes de diferenciarse. Sin
embargo, el 70-80% de las células se dividen simétricamente para generar progenitores tipo C, lo que
produce un agotamiento de las NSCs a largo plazo (Obernier et al., 2018).

Por ultimo, cabe destacar que la utilizaciéon de la microscopia de dos fotones ha permitido obtener
imagenes longitudinales de cerebro de un ratén vivo a lo largo del tiempo. Con esta técnica se ha
demostrado que durante la etapa adulta en la SGZ existe una poblaciéon de NSCs residual con gran
heterogeneidad, que se dividen tanto simétrica como asimétricamente (Pilz etal, 2018). La
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combinacién de este tipo de microscopia con el marcaje genético de las NSCs a través de la
recombinacién condicional dirigida por los elementos reguladores de distintos factores de
transcripcion (animales Glil-CreER72 y Ascll-CreER72), identificd dos poblaciones de NSCs con un perfil
transcripcional muy similar, analizado mediante RNAseq de célula tnica, pero con un comportamiento
diferente. Por un lado, una poblacién de NSCs radiales marcadas con Ascl1-CretR’2 la cual una vez
activada genera principalmente células no radiales, las cuales a su vez amplifican mediante divisiones
simétricas y diferencian terminalmente a los tres meses de su activacién. Y, por otro lado, una
poblacién de NSCs marcadas con Gli1-CreERT2 con capacidad de autorrenovacion a largo plazo (Bottes
etal, 2021; Pilz et al,, 2018). El rastreo clonal ha permitido proponer un nuevo modelo secuencial para
explicar la rapida caida del nimero de NSCs en la etapa posnatal y la reduccién ralentizada con el
envejecimiento. Este modelo sugiere un cambio en el comportamiento de las NSCs con la edad (Harris
etal, 2021). Se ha descrito que con la edad las NSCs quiescentes se comportan de distinta manera. Por
un lado, en animales jovenes hay poco retorno a quiescencia por lo que las NSCs que se activan se
agotan mas rapido. En cambio, a partir de los 6 meses de edad, las NSCs que se activan son mas
propensas a volver al estado resting y se ralentiza su agotamiento, pero aun asi eventualmente
terminan agotandose. Por otro lado, las dormant NSCs cada vez se vuelven mas quiescentes,
resultando mucho mas dificil su activacion. Este fendmeno resulta en una alteracién de la homeostasis
del nicho hipocampal durante el envejecimiento(Ibrayeva et al., 2021).

6. Regulacion de la neurogénesis hipocampal adulta

La neurogénesis en el hipocampo adulto se regula tanto por sefiales intrinsecas de las propias NSCs,
como por sefiales procedentes de otros tipos celulares del nicho, por sefiales circulantes que alcanzan
el cerebro a través de la vasculatura, por la actividad neuronal y por estimulos externos (Choe et al.,
2015; Urban etal, 2019). En relacién a estos ultimos, el ejercicio fisico voluntario es uno de los
métodos mas efectivos para promover la neurogénesis hipocampal adulta. En ratones, el ejercicio
mediante una rueda de correr produce un aumento de la neurogénesis en el hipocampo, favoreciendo
la proliferacidn, supervivencia y diferenciacién. Ademas, mejora el aprendizaje y la memoria en tareas
dependientes del hipocampo (van Praag et al, 1999). En un estudio realizado empleando animales
transgénicos Sox2-GFP para visualizar la poblacion de NSCs, se ha visto que este ejercicio produce una
activacion de las NSCs radiales, que a su vez provoca un aumento de precursores neuronales DCX*. Sin
embargo, el numero de células SOX2+ se mantiene constante. Por tanto, se produce un incremento de
la divisién celular asimétrica de las NSCs, de manera que se logra mantener el reservorio de NSCs (al
menos durante el tiempo de duracion del ejercicio) a la vez que se forman nuevas neuronas (Suh et al.,
2007).

Correr también tiene un efecto en la supervivencia y maduracién de las nuevas neuronas (Snyder
etal, 2009). Por un lado, aumenta la longitud dendritica y la complejidad en el giro dentado asi como
la densidad de espinas dendriticas (Eadie et al., 2005). Por otro lado, combinando el marcaje retroviral
con el marcaje retrégrado trans-sindptico facilitado por el virus de la rabia se ha visto que se
reorganizan nuevos circuitos neuronales con el objetivo de facilitar la codificacién de informacién
contextual, espacial y temporal. Ademas, se ha descrito que correr incrementa la neurogénesis
solamente en la parte dorsal del hipocampo (Vivar etal, 2016). A pesar de que con la edad la
neurogénesis adulta se ve drasticamente reducida, el ejercicio fisico aiin es capaz de aumentar la
proliferacién y generar un mayor nimero de neuronas maduras (Kronenberg et al., 2006).



18 |} Introducciéon

Existen otros condicionantes ambientales que regulan positiva y negativamente la neurogénesis. Un
entorno enriquecido, con mayor interaccion social y ambiental, favorece la formaciéon de nuevas
neuronas, aumenta el tamafio del giro dentado y mejora las tareas de aprendizaje espacial. Sin
embargo, el estrés disminuye el nimero de neuronas en el giro dentado a través de la sefializacion por
corticoesteroides (Toda y Gage, 2017). Ademas, el deterioro cognitivo asociado a la edad, la
enfermedad de Alzheimer, los trastornos depresivos y de ansiedad, y la epilepsia pueden afectar a la
neurogénesis pudiéndose explicar algunos de los sintomas de estas enfermedades por este motivo
(Toda etal, 2019). Trabajos en los que utilizan modelos de estas enfermedades indican que el
enriquecimiento ambiental podria ser beneficioso (Laviola et al., 2008).

A nivel de sefalizacion celular, la regulacion de la neurogénesis hipocampal adulta estd mediada por
numerosas moléculas como son BMPs, Wnt, Notch o Sonic Hedgehog a través de multiples receptores.
Las BMPs son un subgrupo de la familia de citoquinas del factor de crecimiento transformante 3 (TGF
) altamente expresadas en el cerebro adulto que ejercen acciones principalmente de manera local y
cuyo efecto depende del momento del desarrollo, del tipo celular diana y del equilibrio entre las BMPs
y sus antagonistas. Las BMPs pueden actuar a través de las proteinas Smad (via canénica) o de manera
independiente a ellas (via no canénica) (Choe et al, 2015).

Las BMPs son esenciales en la regulacién de la proliferacién/quiescencia de las NSCs (Bonaguidi et al.,
2008; Bond et al,, 2014; Mira et al., 2010). Experimentos in vitro establecieron que la adicién de BMP4
al medio inducia la quiescencia en cultivos de NSCs al activar la via candnica de las BMPs a través del
receptor BMPR1A (Mira etal, 2010). La sefalizaciéon endégena de BMPs limita la proliferacion y
autorrenovacion en cultivos de NSCs (Bonaguidi etal, 2008). In vivo, se demostr6 que las NSCs
radiales expresan BMPR1A y que las NSCs quiescentes tienen activa la via candnica de BMPs,
sugiriendo que la activacion de esta via promueve la quiescencia. De hecho, la infusién del antagonista
de BMPs Noggin durante 7 dias, la delecién de Bmprla en las NSCs que expresan Sox2 mediante
lentivirus y la delecion condicional de Smad4 en las células madre que expresan GLAST incrementé la
proliferacion de las NSCs. La infusién con Noggin no increment6 el nimero total de NSCs pero si el de
las proliferantes que habian adquirido la marca de 5-bromo-2’desoxiuridina (BrdU) (un analogo de la
timidina que se incorpora en las células que se encuentran en fase S del ciclo celular cuando se
administra) sugiriendo que Noggin promueve la divisiéon asimétrica de las NSCs. El efecto a largo plazo
de la infusion de Noggin durante 7 dias, se evaliio con un doble marcaje con los analogos de timidina
CldU e IdU. Este analisis permiti6 detectar el destino de las células marcadas con CldU tras la infusion
con Noggin y el estado proliferativo de las células marcadas con IdU a los 21 dias de la infusién. Los
resultados mostraron que la infusién de Noggin, en primera instancia, produce un incremento de la
proliferacion y de la diferenciacion. Sin embargo, a largo plazo resulta en un agotamiento de las NSCs
y en la reducciéon de la neurogénesis (Mira et al., 2010). Por el contrario la sobreexpresiéon de BMP4
con un lentivirus no solo redujo el nimero de progenitores Sox2 activos sino que previno que la
poblacién de neuroblastos DCX+ se activara, sugiriendo que la sefializacién por BMPs activa la
quiescencia en progenitores tempranos y saca de ciclo a los progenitores tardios (Bond et al, 2014),
tal vez para favorecer su diferenciacion terminal.

Se cree que las BMPs son generadas de manera local por las NSCs mientras que las células de la GCL
secretan Noggin. Se ha propuesto que las sefiales ambientales regulan la neurogénesis mediante el
incremento o disminuciéon de Noggin y BMPs, que produce cambios en el balance entre las dos
moléculas. (Bonaguidi et al., 2008). Por ejemplo, se ha descrito que el ejercicio voluntario que activa la
neurogénesis lo hace a través de la regulacion de la via de BMPs. Después de cuatro dias de exposicion
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a ejercicio voluntario, se reduce la expresiéon de BMP4 en el hipocampo y se incrementa la expresion
de Noggin, lo que resulta en una potenciacién de la proliferacién y de la neurogénesis. Ademas,
experimentos de comportamiento en ratones transgénicos que sobreexpresan Noggin o a los que se les
infundia Noggin en el cerebro mostraban mejoras en los test cognitivos en comparaciéon con los
ratones en los que se sobreexpresaba BMP4 (Gobeske et al., 2009).

La via de las BMPs también tiene un papel en el envejecimiento. Con la edad, se produce una
desregulacion de la via de las BMPs, aumentando la expresion de BMPs y de las proteinas Smad en el
hipocampo, lo que explica, al menos en parte, la disminucién de la neurogénesis asociada a la edad
(Meyers et al.,, 2016; Yousef et al, 2015). De hecho, tanto el silenciamiento de Smad1 con un vector
lentiviral como la delecion de Bmprla mediante un lentivirus de Cre recombinasa potencié la
activacion de las NSCs, y por tanto la neurogénesis (Yousef etal, 2015), y la inhibicién de la
sefalizacion por BMPs mejord las tareas cognitivas dependientes de hipocampo (Meyers et al., 2016).

A nivel de receptores, las células quiescentes se caracterizan por un incremento en la expresion de
multiples receptores de membrana al menos a nivel de ARN mensajero (Shin et al, 2015), que ha sido
interpretada como un mecanismo que permitiria una rapida respuesta por parte de las NSCs ante
cambios que requieran, por ejemplo, una activacién de las células. Sin embargo, uno de los marcadores
clasicos de activacion de las NSCs, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se acumula
en las NSCs activas y progenitores tempranos. Mediante distintas cascadas de sefializacion, este
receptor promueve la proliferacién y la supervivencia de las NSCs y reprime la diferenciacion,
regulando asi a las NSCs y los progenitores (Urban et al., 2019).

La utilizacion de los ligandos EGF y FGF2 ha permitido el aislamiento y expansién de las NSCs in vitro,
tanto en cultivos en monocapa en sistemas adheridos como en suspension en forma de neuroesferas.
En estos cultivos, la quiescencia puede ser inducida eliminando EGF del medio y suplementandolo con
BMP4. La presencia de BMP4 activa al receptor BMPR1A, que fosforila a la proteina SMAD1 la cual
interacciona con SMAD4 y se transloca al nticleo para activar genes diana que provocan la entrada en
quiescencia. Este efecto se puede revertir eliminando la BMP4 del medio, lo que desencadena la
reactivacion de las células quiescentes (Mira et al, 2010). Los sistemas in vitro en los que se puede
inducir la entrada quiescencia o promover la salida de este estado mediante el tratamiento con BMP4
son una herramienta ampliamente utilizada para el estudio de este proceso en las NSCs (Blomfield
etal,2019; Knobloch et al.,, 2017; Leeman et al., 2018; Martynoga et al., 2013; Mukherjee et al., 2016).

En los udltimos anos se ha descubierto que el mantenimiento de las células madre de diferentes tejidos,
su activacién y supervivencia esta regulado, en parte, por una correcta proteostasis (Navarro Negredo
etal, 2020). La proteostasis u homeostasis proteica es el proceso de regulacion del contenido proteico
dentro de la célula. Es un proceso que interconecta multiples vias relacionadas con la sintesis de
proteinas, el plegamiento y la degradacion proteica. A nivel de las NSCs del hipocampo adulto, se ha
visto que la activacion de genes relacionados con la sintesis de proteinas precede a la activacién de las
células quiescentes, mostrando las NSCs resting una mayor expresion de genes ribosomales, de
procesamiento de ARN y de traduccion en comparacion con las NSC dormant (Harris et al., 2021; Shin
etal, 2015).

Por otro lado, la via de degradacién proteica de la autofagia-lisosoma también estd implicada en el
mantenimiento de las células madre adultas. Ademas, esta via regula la maduraciéon de las nuevas
neuronas y la muerte autofagica. A pesar de los avances, los estudios en los que se evalua el papel de la
autofagia especificamente en las NSCs en la etapa posnatal y adulta son escasos y en ocasiones
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contradictorios (Casares-Crespo et al, 2018). El papel la autofagia se va a tratar en profundidad en los
siguientes apartados.

Autofagia

Las principales vias de degradacién de proteinas en células eucariotas son el sistema ubiquitina-
proteasoma y la autofagia. Estos sistemas eliminan proteinas desplegadas o mal plegadas con el
objetivo de mantener la homeostasis celular y tisular. En general, las proteinas de vida media corta y
las proteinas solubles son degradadas por el proteasoma, mientras que las de vida media larga y
agregados insolubles son eliminadas por autofagia (Hershko y Ciechanover, 1998; Pratt et al., 2002).

La autofagia es un proceso de degradacidn y reciclaje intracelular mediado en ultima instancia por los
lisosomas. Los lisosomas son organulos rodeados por una membrana que contienen gran variedad de
enzimas hidroliticas capaces de degradar macromoléculas como acidos nucleicos, proteinas y
polisacaridos (Parzych y Klionsky, 2014). La activacion de esta via suele estar asociada a distintas
formas de estrés como son la ayuno, la hipoxia, el tratamiento con ciertos fAirmacos, infecciones, la
restriccion a factores de crecimiento o la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Casares-Crespo et al., 2018).

A mitad de los afos 50, De Duve y colaboradores encontraron fosfatasas acidas contenidas dentro un
organulo en higado de rata, lo que permitié descubrir la existencia de los lisosomas (De Duve et al.,
1955). Afios mas tarde, se describieron vesiculas que, al contrario que los lisosomas, eran de doble
membrana y no contenian enzimas hidroliticas. Estas vesiculas, que podian contener una porcién de
citoplasma y diferentes organulos, se denominarian mas adelante autofagosomas (Arstila y Trump,
1968). Basandose en los estudios publicados hasta la fecha, en 1963, Christian de Duve acuii6 el
término “autofagia” (De Duve etal, 1963). Desde entonces se ha descubierto que es un proceso
altamente conservado en eucariotas basado en movimientos dindmicos de vesiculas de membrana y
cuyo objetivo es obtener los nutrientes necesarios para realizar funciones vitales y eliminar material
citosélico dafiino, como mitocondrias disfuncionales y agregados de proteinas (Casares-Crespo et al.,
2018; Ohsumi, 2014). Gran parte del conocimiento actual sobre la base molecular de la autofagia se
debe a Yoshinori Ohusumi. Su minucioso trabajo dedicado al estudio de la autofagia en levaduras ha
permitido la identificacion de multiples genes (Autophagy related genes, ATG) implicados a lo largo de
todo el proceso (Tooze y Dikic, 2016).

1. Tipos de autofagia

En células de mamifero se han descrito tres formas distintas de autofagia: microautofagia, autofagia
mediada por chaperonas y macroautofagia (Ohsumi, 2014; Parzych y Klionsky, 2014) (Figura I5). La
microautofagia captura el material a degradar, que se localiza libre en el citoplasma o contenido en
endosomas, mediante protusién o invaginacion de la membrana lisosomal al interaccionar este con
receptores de la membrana lisosomal (Oku y Sakai, 2018). La autofagia mediada por chaperonas es la
forma mas selectiva de protedlisis lisosomal. Las proteinas no funcionales o dafiadas que van a ser
degradadas por esta via contienen una secuencia consenso que es reconocida por la chaperona
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citosodlica HSC70. Las proteinas a degradar se despliegan y se traslocan al lumen del lisosoma (Kaushik
y Cuervo, 2018). Por ultimo, la macroautofagia implica el secuestro de los cargos de manera
independiente al lisosoma. Mediante diversas proteinas, los cargos son englobados en autofagosomas
sintetizados de novo (Parzych y Klionsky, 2014) antes de la fusiéon con los lisosomas. En esta tesis
doctoral se va a utilizar el término autofagia para hacer referencia a la macroautofagia.

Macroautofagia Autolisosoma

Autofagia mediada por chaperonas Microautofagia
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Figura I5: Tipos de autofagia en células de mamifero: macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas y
microautofagia.

Esquema ilustrativo de los tipos de autofagia descritos en células de mamifero. Durante la macroautofagia el material a
degradar es englobado dentro de una vesicula denominada autofagosoma, la cual se fusiona con el lisosoma para formar los
autolisosomas. En el proceso de autofagia mediada por chaperonas, la chaperona HSC70 reconoce la secuencia consenso de
las proteinas a degradar y facilita el despliegue de la proteina y su translocalcion al interior del lisosoma. La microautofagia
engloba directamente el material a degradar al interior del lisosoma. Dibujo adaptado de la plantilla de Biorender “Three
main types of autophagy”.

2. Fases de la autofagia

La autofagia es un proceso altamente regulado por diferentes complejos a lo largo de cada uno de los
pasos de la via. A partir de una fuente de membrana se va a formar el fagoforo, el cual sera ampliado,
reclutara a los cargos a degradar y una vez cerrado se denominara autofagosoma. Esta estructura se
fusionara con el lisosoma dando lugar al autolisosoma, que degradara el contenido y la membrana
interna gracias a las enzimas lisosomales. El autolisosoma se convertird en un cuerpo residual y los
productos degradados se transportardn de nuevo al citoplasma para ser reciclados o utilizados como
fuente de energia (Figura 16).
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Figura 16: Mecanismo general de autofagia.
Esquema simplificado del proceso de autofagia. La activacion de la via resulta en la formacién de un fagoforo a partir de
diversas fuentes de membrana. El fagoforo se elonga, se reclutan los cargos a degradar y una vez cerrado se denomina
autofagosoma. El autofagosoma se fusiona con el lisosoma dando lugar al autolisosoma. El contenido del autolisosoma es
degradado por enzimas lisosomales y los productos degradados se transportaran de nuevo al citoplasma. Dibujo adaptado de
la plantilla de Biorender “Autophagy process”.

Induccion

En situaciones en las que no es necesaria la autofagia, como en condiciones de suficiencia de
nutrientes, el complejo mTORC1 (formado por mTOR, Raptor, Deptor, PRAS40 y mLSt8) se encuentra
inhibiendo al complejo ULK1 (formado por ULK1, Atg13, FIP200, Atg101) responsable de la iniciacién
de la autofagia. El complejo mTORC1 es capaz de fosforilar los residuos Ser757 y Ser637 de ULK1 y
Ser258 de Atgl3, bloqueando la actividad quinasa promotora de la autofagia del complejo ULK1.
Ademas, mTOR regula transcripcionalmente la autofagia a través de la familia de factores de
transcripcion (TF) basicos asociados con la microftalmia como son TFEB, TFE3 y MITF. En suficiencia
de nutrientes, mTOR fosforila a TFEB reteniéndolo en el citoplasma e impidiendo su translocacion al
nucleo y por tanto impidiendo la expresion de genes relacionados con la autofagia (Dossou y Basu,
2019) (Figura 17).

En condiciones de insuficiencia de nutrientes se produce un desbalance en los niveles de ADP:ATP que
resulta en la activacién de AMPK (proteina quinasa activada por AMP) la cual va a promover la
induccién de la autofagia. AMPK, mediante una fosforilacion activadora en la Ser555 de ULK1, produce
la activacion del complejo ULK1 y, mediante una fosforilacién inhibidora en la Ser792 de Raptor,
inhibe al complejo mTORC1 que a su vez desinhibe al complejo ULK1. Ademas, ULK1 se autofosforila
en la Thr180 y se activan las demds proteinas del complejo mediante fosforilaciones con el objetivo de
inducir la autofagia. A su vez, la inhibicion de mTORC1 impide la fosforilaciéon de TFEB el cual se
transloca al nucleo y potencia la expresion genes autofagicos (Dossou y Basu, 2019). Todo ello resulta
en una activaciéon de la autofagia y la formacién del fagoforo a partir de lipidos del reticulo
endoplasmatico, mitocondrias, aparato de Golgi o membrana plasmatica (Wei et al., 2018) (Figura 17).
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Nucleacion

El complejo ULK1 se va a anclar a la fuente de membrana y va a servir de andamio para que el resto de
complejos y proteinas ATG se unan a esta estructura. El complejo PI3K (formado por VPS34, Ambral,
Beclinl, ATG14, VPS15) va a unirse al complejo ULK1 mediante la interacciéon de ATG14 con ATG13.
Por otro lado, vesiculas de membrana positivas para ATG9 se van a unir al complejo ATG2-WIPI y
después a FIP200. Una vez que las primeras vesiculas de membrana se han unido se forma el fagoforo
(Lietal, 2020) (Figura 17).
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Figura 17: Induccidon y nucleacién de la autofagia.
La insuficiencia de nutrientes resulta en la activacién del complejo ULK1 y la formacién del fagoforo al que se unen distinas
proteinas y lipidos. Ilustracion adaptada de (Casares-Crespo et al, 2018).

Formacion de autofagosoma

El complejo WIPI-ATG2 se encuentra en los extremos de la membrana y su papel es elongar y cerrar el
fagoforo. Durante la fase de elongacién y cierre se necesitan ademds dos sistemas de conjugacién tipo
ubiquitina que son importantes para la formacién del autofagosoma y para el reconocimiento selectivo
de sustratos (Pang et al,, 2019): el sistema ATG12 y el sistema LC3/GABARAP (LC3) (Li et al, 2020). En
ambos procesos estan implicadas multiples proteinas ATG que contribuyen a la expansion de la
membrana del autofagosoma siendo ATG7 critico para la formacion de los dos complejos. El sistema
de conjugacion ubiquitina tiene como objetivo realizar modificaciones postraduccionales utilizando
para ello tres enzimas E1, E2, E3 (E1 de activacion, E2 de conjugaciéon y E3 de ligacién) que van a ser
las responsables de interactuar con los sustratos especificos y conjugar los sustratos con otras
moléculas o proteinas (Dumit y Dengjel, 2012). ATG7 funciona como enzima E1 activando de manera
dependiente de ATP a ATG12 y LC3, que se transfieren a las proteinas que actiian como E2 ATG10 y
ATG3, respectivamente, y por ultimo, se conjugan covalentemente con ATG5 y a un grupo
fosfatidiletanolamina (PE) respectivamente. Los dos sistemas se relacionan, ya que el complejo
ATG12-ATGS5 junto con ATG16L actia como enzima E3 para facilitar la conjugacién de LC3-PE a la
membrana autofagica (Pang et al., 2019) (Figura I18).
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LC3 (proteina asociada a microtibulos 1A/1B-cadena ligera 3) es considerada como el marcador de
autofagosomas por excelencia. Es sintetizada como precursor (preLC3) y el C terminal es cortado por
ATG4 y se combina con una glicina para dar lugar a LC3I citosélica. LC3I es catalizada primero por
ATG7, después por ATG3 y finalmente, mediante conjugacion con el grupo amino PE y con el complejo
Atg12-Atg5-Atgl6, se modifica a una proteina unida a la membrana conocida como LC3II (Li etal,
2020)(Figura I8). Los autofagosomas se iran elongando y englobaran parte del citoplasma y organulos
de manera selectiva o no selectiva.
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Figura I8: Sistemas ATG12 y LC3
Representacién esquemadtica del sistema un de conjugacién de ubiquitina en la via autofagica para la elongacién de
afutofagosoma. Ilustracion adaptada de (Dumit y Dengjel, 2012)

Reclutamiento cargos

La autofagia no selectiva implica englobar parte del citoplasma en el fagoforo. Sin embargo, la
autofagia selectiva tiene como objetivo eliminar determinados componentes celulares como proteinas
agregadas o dafiadas u organulos innecesarios. Por tanto, es necesario un receptor que se una al cargo
etiquetado para degradar y que a su vez se una a la maquinaria autofagica (Gatica et al., 2018).

La degradacion de proteinas ubiquitinadas mediante autofagia se denomina agrefagia y se realiza
mediante receptores que contienen un dominio de unién a LC3. Los receptores de cargos SQSTM1/p62
(p62), NBR1 y TOLLIP van a unirse por un lado a las proteinas ubiquitinadas y por otro a la familia de
LC3/GABARAP que esta formando parte del fagoforo. Se ha descrito que WDFY3 sirve como andamio
en la degradacion de proteinas dependiente de p62. La degradacion de organulos también recibe
nombres especificos. La pexofagia consiste en la degradacion de los peroxisomas. En este caso no se ha
descrito un receptor especifico, sino que la ubiquitinacién de las proteinas peroxisomales hace que los
peroxisomas sean reconocidos por p62 y NRB1. Durante la mitofagia, las mitocondrias dafiadas se van
a secuestrar dentro del fagoforo en expansion. La despolarizacion de las mitocondrias produce la
activacion de PINK1 y la fosforilacion de ubiquitina. Los receptores de cargos p62 y OPTN van a
reconocer mitocondrias poliubiquitinadas y las unirdn a LC3. En el caso del reticulo, los receptores
RETREG1/FAM134B van a ser los que controlen el tamafio del reticulo a través de su interaccién con



Introduccion fj| 25

LC3. De manera similar a lo que sucede durante la mitofagia o pexofagia, los lisosomas dafiados son
degradados selectivamente de una manera dependiente de ubiquitina, p62 y LC3 (Gatica et al., 2018).

Fusion y degradacion

Finalmente, se forma una estructura de doble bicapa lipidica denominada autofagosoma en cuyo
interior se localiza el material a degradar y que sera degradado tras la fusiéon con el lisosoma. Por
tanto, es necesario que los autofagosomas completos migren a la ubicacién de los lisosomas. El
principal mecanismo de migracion se realiza a través de los microtibulos gracias a la proteina Rab7.
Por otro lado, la migracién del autofagosoma puede suceder de manera independiente a los
microtdbulos, mediante la remodelacién de Actina a través de la proteina HDAC6. Este ultimo
mecanismo se ha descrito que sucede en la degradacion selectiva de proteinas agregadas (Hikita et al.,
2018).

Durante el proceso de fusién van a participar multiples proteinas como proteinas SNARE especificas,
GTPasas (proteinas de la familia Rab), el complejo PI3K y Rubicon. Ademas, también estan implicados
factores de anclaje que van a mantener unidas las dos vesiculas y otros complejos que interaccionan
simultdneamente con las proteinas tanto de la membrana del lisosoma como del autofagosoma.
LampZ2A posee un papel fundamental para la formacién de los complejos SNARE (complejo STX17-
SNAP29-VAMP7 /VAMP8 o STX7-SNAP29-YKT6) que van a ejecutar la fusidn, pasando a denominarse
autolisosoma (Hubert et al., 2016; Lérincz y Juhasz, 2020; Yim y Mizushima, 2020).

La degradacion dentro de los autolisosomas se produce gracias a las mas de 60 hidrolasas lisosomales
que se localizan en el lumen de los lisosomas. La actividad de estas enzimas es 6ptima a un pH acido de
alrededor de 4,7 por lo que su correcto funcionamiento depende de la acidificacién del lisosoma.
Comienza entonces la disrupcién de la membrana interna del autofagosoma que no resiste la accion de
las hidrolasas, y después de los sustratos autofagicos. La degradacion del contenido del autofagosoma
va a dar lugar a catabolitos que a través de transportadores de membrana se exportan de los lisosomas
al citoplasma y seran reutilizados por la célula (Yim y Mizushima, 2020)(Figura 16).

3. Activadores e inhibidores de autofagia

La autofagia es considerada un mecanismo regulador fundamental de destino celular, envejecimiento,
neurodegeneracion y la carcinogenicidad. El interés en esta via ha potenciado la busqueda de farmacos
que permitan su modulacion (Pasquier, 2016).

La autofagia se puede promover de manera independiente a mTOR o a través de su regulacion, y
mediante la modulacién de las vias PI3K/Akt/TSC/mTOR y AMPK/TSC/mTOR. Niveles bajos de
inositol potencian la autofagia de manera independiente a mTOR. El inositol se forma mediante
hidrélisis de dos grupos fosfatos, para pasar de IP3 a IP2 e IP. Por ultimo, la enzima IMPasa es la
encargada de hidrolizar el ultimo grupo fosfato para formar el inositol. Farmacos como
Carbamazepina y Valproato, que inhiben la sintesis de inositol, o el litio que inactiva la IMPasa,
reducen los niveles de inositol y activan la autofagia. La Rapamicina, Tacrolimus y analogos a
Rapamicina (Everolimus y Temsirolimus) potencian la autofagia al reducir la actividad quinasa de
mTORC1. Se unen al receptor intracelular FBP12 que a su vez reconoce un sitio de unién a mTOR. El
complejo FBP12-mTOR impide la actividad de RAPTOR evitando la dimerizacién y activaciéon de mTOR
y como consecuencia la activacion de la autofagia.
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La activacién de la autofagia también puede producirse con analogos de ATP, como son Dactolisib o
Torin 1, que bloquean el sitio unién a ATP presente en mTOR (C1 y C2) inhibiéndolo. La trealosa activa
la transcripciéon de genes relacionados con la autofagia e inhibe al transportador de glucosa lo que
genera un estado similar a insuficiencia de nutrientes. Esta situacion conduce a la activacion de la via
AMPK/TSC/mTOR y, como consecuencia, de la autofagia. La activacién de la autofagia mediada por
Revesratrol se debe a que simula la insuficiencia de nutrientes que lleva a la activacién de AMPK. La
Metformina y la Fenformina son biguanidas obtenidas a partir de productos naturales. La Metformina
es el farmaco de primera linea para la diabetes tipo2. Sin embargo, la Fenformina, que fue desarrollada
con la misma finalidad, se retir6 del mercado porque con frecuencia se asociaba con casos de acidosis
lactica. La actividad pro-autofagica de ambos firmacos esta mediada por la activacién de AMPK. La
Metformina, a través de la fosforilacion directa mediada por LKB1 (enzima aguas arriba de AMPK) o
indirectamente a través de la reduccion de la produccion mitocondrial de ATP, activa AMPK que a su
vez activara al complejo ULK1 e inhibira a mTORC1. (Thellung et al., 2019) La Fenformina, mediante el
incremento de AMP citosdlico, incrementa la actividad de AMPK (Zhang et al., 2007). En este trabajo se
han utilizado Fenformina y Metformina como farmacos inductores de autofagia en experimentos in
vitro e in vivo respectivamente.

Al igual que sucede con los activadores de la autofagia, existen multiples farmacos capaces de inhibir la
autofagia regulando distintos puntos de la via. Los inhibidores se clasifican en tempranos y tardios, en
funcién de si afectan a los complejos implicados en la induccién y formacién de autofagosomas, o si,
por el contrario, alteran el correcto funcionamiento de los lisosomas. Los inhibidores tempranos
tienen como principal diana PI3Ks, Vps34 y ULK1. Sin embargo, los inhibidores tardios pueden inhibir
catepsinas (proteasas del lisosoma) y V-ATPasas (proteinas encargadas del transporte de protones
que mantienen el pH acido de la vacuola), impedir la fusion entre autofagosoma y lisosoma, e inhibir la
acidificacion de los lisosomas (Pasquier, 2016).

En esta tesis doctoral se han utilizado los inhibidores Bafilomicina A1 y Cloroquina en ensayos in vitro
e in vivo, respectivamente. La Bafilomicina A1, inhibe las V-ATPasas lo cual bloquea el transporte de
protones lisosomales, y resulta en la inhibicién de las hidrolasas lisosomales, que solo se activan a pH
bajo. De esta manera, se bloquea la degradacién lisosomal y el flujo autofagico impidiendo la fusién del
autofagosoma con el lisosoma. Por otro lado, la Cloroquina inhibe la acidificacién lisosomal. A pH
neutro este fairmaco permanece sin carga y se difunde libremente a través de la membrana plasmatica.
En ambientes acidos, como es el interior de los lisosomas, se protona y queda atrapado, aumentando el
pH del lisosoma e impidiendo la actividad de las enzimas degradativas (Pasquier, 2016).

Autofagia y celulas madre neurales adultas

La evidencia experimental apunta a un papel imprescindible de la via de la autofagia-lisosoma en la
regulacion del mantenimiento de las NSCs en la edad adulta, controlando su activacién y
supervivencia, asi como en la maduracién de las neuronas recién generadas. Sin embargo, a pesar de
los trabajos publicados hasta la fecha, los estudios en los que se evalua el papel de la autofagia después
del desarrollo son adn escasos. En muchos estudios, aunque se analiza el papel de la autofagia en la
etapa posnatal o en adultos, los genes autofagicos son eliminados en la linea germinal o de manera
condicional en etapas embrionarias. En otros trabajos, se emplea la inyecciéon de retrovirus para
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delecionar los genes de interés en las células proliferantes de los nichos, de modo que no se afecta a la
autofagia de las células quiescentes. Aun asi, los trabajos disponibles hasta el momento, algunos de
ellos publicados en el transcurso de esta Tesis, exponen el papel que posee la via autofagia-lisosoma
tanto a nivel del mantenimiento de la quiescencia en los nichos neurogénicos como de la muerte
autofagica de las NSCs.

1. Autofagia en los nichos neurogénicos

Se ha demostrado que los genes de la autofagia juegan un papel fundamental en el mantenimiento de
las NSCs tanto adultas como posnatales al regular su proliferacidn y supervivencia. Las células madre y
neuroblastos de SVZy el canal migratorio rostral poseen altos niveles de LC3, sugiriendo que tienen un
alto nivel de autofagia basal (Yazdankhah etal, 2014). Trabajos en los que se eliminan los genes
autofagicos Ambral, Beclin 1 y FIP200 en células madre y neuroblastos mostraron una reduccién de la
proliferacién y diferenciacién y un aumento de la apoptosis (Wang et al, 2013; Yazdankhah etal,,
2014).

Rb1cc1/FIP200 mantiene el correcto funcionamiento de las células madre a través de la regulacion del
estado oxidativo (Wang et al.,, 2013). La eliminacién de FIP200 en la glia radial y progenitores neurales
durante el desarrollo embrionario bloquea la autofagia y afecta a la formacién de los nichos y a la
neurogénesis. A pesar de que en el nacimiento los nichos neurogénicos parecen normales, durante la
etapa posnatal se observan distintos defectos. Por un lado, en el hipocampo se reduce el tamafio del
giro dentado, disminuye el nimero de células madre radiales y neuroblastos, y aumentan los
astrocitos en la SGZ, los cuales forman una banda gruesa a dia P28. Por otro lado, la SVZ se vuelve mas
delgada, las células madre y neuroblastos tanto de la SVZ como del canal migratorio rostral
desaparecen, y el bulbo olfatorio se vuelve mas pequefio.

Los efectos que sufren estos animales se deben a un aumento en los niveles de ROS y de agregados de
p62. Por un lado, las mitocondrias son la principal fuente de generacién de ROS y es necesaria la
autofagia para eliminar las mitocondrias dafiadas. La delecién de FIP200 produce un aumento del
numero, tamafio y heterogeneidad de las mitocondrias, asi como de los niveles de ROS que activaran a
p53 como respuesta a estrés (Wang et al., 2013). Por otro lado, la delecién de FIP200 genera una
acumulacion de agregados de p62 los cuales limitan la actividad de la superoxido dismutasa 1
produciendo un incremento de los niveles de superdxido que aumenta el estrés oxidativo (Wang et al.,
2016). Los dobles mutantes de FIP200 y p53 rescatan los defectos en proliferaciéon y apoptosis, sin
embargo los defectos en diferenciacion se rescatan tras el tratamiento con el antioxidante
acetilcisteina que reduce los niveles de ROS (Wang etal., 2013). Los defectos en diferenciaciéon se
deben a que los agregados de p62 acumulados en las NSCs activan NFkB y promueven la produccién
de quimiocinas CCL5 y CXCL10. Como resultado, la microglia M1 (microglia que inhibe la
diferenciacion de las NSCs) se activa y se infiltra en el nicho, interfiriendo asi en la diferenciacion de
los progenitores neurales. El bloqueo farmacolégico de la infiltracion de la microglia o de su activacién
rescata el fenotipo de diferenciacion (Wang et al., 2017).

La autofagia también es necesaria para la correcta migracién de las neuronas recién nacidas desde la
SVZ al bulbo olfatorio. Las nuevas neuronas tienen un incremento de la expresién de la familia de
microRNAs let-7, la cual regula la autofagia a través de la modulacion de los genes de las vias sensibles
a aminodacidos (Dubinsky et al, 2014). La reducciéon de este microRNA con lentivirus redujo los niveles
de autofagia e impidié la migraciéon de las nuevas neuronas y retrasé su maduracién. Los defectos
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migratorios se rescataron con la sobreexpresién simultinea de Beclin 1 y TFEB, mientras que
probablemente los cambios morfolégicos sucedian de manera independiente a la autofagia (Petri et al,
2017).

Otro factor de transcripcidon que regula directamente la autofagia es FOX03 (Audesse et al,, 2019). Los
genes FoxO son necesarios para el mantenimiento a largo plazo de las NSCs adultas y su delecién
produce un agotamiento de las células madre y progenitores en los nichos neurogénicos (Paik et al,
2009; Renault et al, 2009). La delecidn de FoxO en las NSCs adultas in vivo produjo en primer lugar la
activacion de las células madre radiales en la SGZ, lo cual condujo a una diminucién en el ndmero de
células madre radiales y una reduccién en la neurogénesis hipocampal. Ademas, la delecién de FoxO
producia una mayor proliferaciéon en cultivos in vitro que mostraban altos niveles de LC3Il, p62 y
vesiculas autofagicas (Audesse et al., 2019).

La autofagia también juega un papel en la maduracién de las nuevas neuronas generadas en el giro
dentado en la etapa adulta. Empleando vectores retrovirales que codifican para sensores de autofagia
se ha observado que durante el proceso de diferenciacién neuronal, la autofagia se incrementa (Xi
etal, 2016). El flujo autofagico es mayor en los procesos de las neuronas jovenes que todavia estan
madurando para posteriormente reducirse. La delecion de Atg5 en progenitores en division en la etapa
adulta mediante retrovirus, produjo una disminucién en el flujo autofdgico, en el nimero de
autolisosomas y la supervivencia de la progenie. Sin embargo, no se observaron ni cambios en
proliferacién ni defectos en el destino neuronal. En cambio, las neuronas carentes de Atg5 mostraban
un retraso en la maduracién, una reduccién transitoria de la densidad dendritica y una expresiéon
prolongada del marcador de neurona inmadura DCX. Este fenotipo se rescaté con el doble mutante
para Atg5 y Bax pro-apoptotico, lo que sugiere que Atg5 funciona corriente arriba de la via apoptotica
Bax en neuronas inmaduras (Xi et al., 2016).

El retraso madurativo de las nuevas neuronas que carecen de Atg5 recuerda al de las nuevas neuronas
generadas en ratones viejos. Estas neuronas necesitan mas tiempo para completar la maduraciéon en
comparacion con las de los ratones jovenes (Trinchero etal, 2017). Estos datos sugieren que los
defectos de la autofagia pueden ser la base, al menos en parte, de las alteraciones en la maduracién
neuronal que se encuentran en el nicho hipocampal envejecido. Por otro lado, al igual que neuronas
deficientes en ATGS5, las neuronas deficientes en FOXO también mostraron defectos en maduracion. Se
observd una reduccidn transitoria de la longitud dendritica, un acortamiento de su dendrita apical y
un desarrollo de las espinas dendriticas aberrante que comprometié su integracion en el circuito del
hipocampo. El flujo de autofagia de las neuronas deficientes en FOXO estaba notablemente afectado y
el tratamiento farmacolégico para incrementar la autofagia con Rapamicina y Trealosa revertia el
fenotipo (Schaffner et al., 2018).

La autofagia, también participa en la diferenciacion a astrocitos de las NSCs hipocampales al menos in
vitro. Durante los primeros dias de diferenciacion glial, las células incrementan de manera transitoria
los niveles de autofagia. El bloqueo de esta via resulta en una diferenciacion aberrante (Ha etal,
2019).

2. Autofagia en NSCs quiescentes

Recientemente, mientras se desarrollaba el trabajo experimental esta tesis doctoral, se han publicado
dos trabajos que indican una relacién directa entre los lisosomas y la regulacién de las células madre
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adultas. Ambos trabajos describen un aumento de la via de la autofagia-lisosoma en las células
quiescentes, sin embargo las conclusiones obtenidas de sus trabajos son contradictorias.

Un primer estudio aislé6 NSCs de la SVZ de ratones adultos mediante citometria de flujo y separacién
por fluorescencia en base a marcadores. Para ello, se utilizaron ratones que expresaban GFP bajo el
promotor de GFAP combinado con los marcadores de superficie Prominina 1 (Prom1) y EGFR, de
forma que las NSCs son GFAP-GFP+ Prom1+ademas EGFR positivas o negativas en funcién de si se trata
de NSCs activas o quiescentes, respectivamente. El andlisis de su transcriptoma por RNAseq y
enriquecimiento funcional de los datos mostré que, mientras que las NSCs activas utilizan
principalmente la via del proteasoma para la proteostasis, las NSCs quiescentes utilizan la via
lisosomal. Las células quiescentes, tanto aisladas de la SVZ como en quiescencia inducida por BMP4 in
vitro, mostraban una acumulaciéon de agregados proteicos en el interior de grandes lisosomas, los
cuales eran mdas numerosos y aparentemente degradaban su contenido mas lentamente. Los
experimentos funcionales indicaron que la via autofagia-lisosma tiene un papel en la activacién y en la
movilizacion de los agregados proteicos. Las células quiescentes se trataron dos horas con
Bafilomicina A1 a 50nM con el objetivo de bloquear la acidificacion de los lisosomas antes de inducir la
reversion de la quiescencia en el cultivo con EGF y FGF2. Los resultados indicaron que el bloqueo del
lisosoma reduce la activacion de las células y aumenta el contenido en agregados proteicos al contrario
que los experimentos funcionales en los que se activo la via autofagia-lisosoma. La activacion de la via
se realizd con una incubacién con medio minimo HBSS durante una hora antes de inducir la reversion
o con la sobreexpresion de TFEB durante 6 horas antes de inducir la reversion. En ambos casos, la
activacion de la via disminuia el contenido en agregados y promovia la activaciéon de estas células.
Leeman y colaboradores propusieron que quiza la movilizacion de agregados a través de la via
lisosomal constituye una fuente de energia para salir del estado inactivo (Leeman et al., 2018).

Otro trabajo publicado un afio después, también mostré que las NSCs quiescentes inducidas con BMP4
in vitro poseen un alto contenido lisosomal y una mayor actividad de la catepsina L y niveles mas altos
de Lampl (Kobayashi etal, 2019), pero contradice la idea de que la funcién lisosomal mejora la
activacion de las NSC quiescentes propuesta por Leeman y colaboradores (Leeman et al., 2018). Los
ensayos funcionales de inhibiciéon de la via autofagia-lisosoma con Bafilomicina Al les permiti6
observar una acumulacién del receptor de EGF activo (P-EGFR) que produciria un aumento en la
activacion de las células quiescentes. Sin embargo el inhibidor especifico de autofagia Sar405 no
mostrd esta acumulacion, sugiriendo que se trataria de un fenémeno lisosomal y no autofagico. Los
primeros experimentos de activaciéon lisosomal in vivo se realizaron mediante la inyeccién de
Bafilomicina A1 en el giro dentado. El analisis se efectud en cultivo organotipico de rodajas de cerebro
y mostr6 un incremento de la activacion de las NSCs de los cortes tratados con Bafilomicina Al. La
activacion lisosomal in vivo se llevé a cabo mediante la inyeccion de vectores lentivirales que
expresaban TFEB constitutivamente activo bajo los promotores de Hes5 o GFAP en el giro dentado.
Los resultados mostraron una reduccion de la proliferaciéon de las NSCs en la SGZ. En conjunto este
trabajo sugiere que la funcién lisosomal seria necesaria para degradar este receptor EGFR activado y
mantener a las células quiescentes en este estado (Kobayashi et al,, 2019).

3. Muerte autofagica de las NSCs adultas

De manera habitual, la autofagia actlia como mecanismo citoprotector. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones una autofagia prolongada o excesiva puede conducir a la muerte celular por autofagia, la
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cual ocurre sin los signos caracteristicos de apoptosis como son la activacién de caspasa o la
fragmentacion del ADN.

La insuficiencia de insulina provoca este tipo de muerte celular en cultivos de NSCs del hipocampo de
ratas adultas. La ausencia de insulina produce un incremento de la activacion de la via (Beclin1, LC3II),
una acumulacién de autofagosomas y finalmente la muerte autofagica (Yu et al, 2008). La carencia de
insulina también activa a AMPK la cual va a fosforilar de manera directa a p62 en un residuo esencial
para que se produzca este tipo de muerte. p62 fosforilado se traslada a las mitocondrias causando
fragmentacién mitocondrial y posteriormente muerte celular autofagica (Ha et al, 2017). Estos efectos
son rescatados al inhibir la via autofagica mediante el silenciamiento de Atg7 o con 3-metiladenina (un
compuesto que bloquea la autofagia al inhibir PI3K) y por el contrario, se acentian al promover la
autofagia con Rapamicina (Yu et al, 2008).

A pesar de que la ausencia de insulina en cultivos de NSCs adultas de hipocampo provoca muerte
autofagica, la variacién de los niveles de calpaina puede cambiar el tipo de muerte celular. Las
calpainas son proteasas cuya actividad es dependiente de calcio y son degradadas por el proteasoma.
El bloqueo de su degradacidn o su sobreexpresion aumenta los niveles de calpaina, permitiendo el
cambio en el tipo de muerte, pasando de muerte autofagica a apoptosis (Chung et al.,, 2015).

Otros modelos experimentales utilizados para estudiar la muerte autofagica in vitro son la privacién de
oxigeno y glucosa (que simula la isquemia) (Chung et al, 2018; Wang et al.,, 2019), el tratamiento con
corticosterona (que simula la exposicidn a glucocorticoides durante el estrés) (Jung et al,, 2020) y la
exposicién a homocisteina (metabolito neurotdxico que se considera un factor de riesgo de los
accidentes cerebrovasculares) (Wang etal, 2019). Estos tratamientos producen un aumento de
marcadores autofagicos y de autofagosomas que conducen a la muerte celular por autofagia, siendo
reversible con inhibidores de la autofagia. In vivo la exposicion a corticoesterona o estrés psicologico
produce un estrés crénico que genera una acumulacion de autofagosomas e induce la muerte celular
autofagica en NSCs hipocampales adultas. Como consecuencia se reduce el nimero de células madre y
progenitores neurales (Jung et al., 2020). La delecién del gen Atg7 Ginicamente en las células madre
rescata los defectos causados por la exposicidn a estrés cronico, sin embargo en condiciones basales
no encontraron diferencias ni en el nimero de NSCs ni en su proliferacion en los animales con la via
autofagica bloqueada (Jung et al., 2020).

En resumen, en los ultimos afios ha ganado importancia el papel que juega la autofagia en la
neurogénesis y en el mantenimiento y la homeostasis de los reservorios de las NSCs. Las NSCs
quiescentes probablemente utilizan la via autofagia-lisosoma como principal via de proteostasis, sin
embargo, no esta claro el motivo por el cual sucede este fendmeno. Podria tratarse de un mecanismo
de compensacion para eliminar acimulos de proteinas o, por el contrario, su funcionamiento tiene que
ver con otros mecanismos relacionados con el mantenimiento del estado de quiescencia.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido profundizar en la caracterizacién de la via autofagia-

lisosoma, como via metabdlica que regula la proteostasis, en la poblacién de NSCs localizada en la SGZ
del giro dentado del hipocampo. Para la realizacién de este estudio se llevaron a cabo los siguientes
objetivos concretos:

1.

Caracterizar el estado traduccional y la acumulacién de agregados proteicos in vitro en
cultivos de NSCs activas y quiescentes, y como una aproximacidn al in vivo, en células recién
aisladas del hipocampo.

Analizar las vias principales de degradacién proteica y caracterizar en profundidad la via
autofagica en cultivos de NSCs activas y quiescentes.

Estudiar el posible papel de la autofagia en el mantenimiento de la quiescencia en cultivos de
NSCs mediante ensayos funcionales.

Determinar si la autofagia es necesaria para el correcto establecimiento de la quiescencia de
las NSCs radiales de la SGZ in vivo en la etapa posnatal.

Explorar si la autofagia es importante para el mantenimiento de la poblacién de NSCs radiales
quiescentes de la SGZ en la etapa adulta.
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Materiales

1. Animales

Para el presente estudio se utilizaron ratones C57BL/6-Tg(Nes-cre/ERT2)4Imayo;Atg7flox/flox
(NesCreERT2;Atg7F/F) con fondo genético C57BL/6. Estos animales se obtuvieron tras el cruce de
ratones B6.Cg-Atg7tm1Tchi con ratones C57BL/6-Tg(Nes-cre/ERT2)4Imayo. Los ratones cKO para el
gen Atg7 (B6.Cg-Atg7tm1Tchi) fueron generados en el laboratorio del Dr. Masaaki Komatsu (Komatsu
etal, 2005) y nos fueron cedidos a través de la Dra. Pura Mufioz del Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares previa obtenciéon de un acuerdo de transferencia de materiales
(MTA). Los ratones NesCreERT™2 se corresponden a la linea 4 de los ratones generados por Dr. Imayosi
(Imayoshi etal, 2006) y nos fueron donados por la Dra. M2 Angeles Moro de la Universidad
Complutense de Madrid. Algunos ensayos se realizaron en ratones C57BL/6 silvestres y en ratones
NesCreERTZ,RCEF/F, Estos ultimos ratones se generaron mediante el cruce de ratones C57BL/6-Tg(Nes-
cre/ERT2)4Imayo y Gt(ROSA)26Sortm1.1(CAG-EGFP)Fsh que fueron cedidos por la Dra. Nuria Flames
del Instituto de Biomedicina de Valencia. Todos los animales fueron estabulados en condiciones libres
de patdégenos especificos y manipulados segin lo establecido por la normativa vigente. Asimismo, el
trabajo se llevd a cabo bajo la supervision del responsable cientifico del animalario del Instituto de
Biomedicina de Valencia.

Los ensayos in vivo se realizaron en ratones posnatales de 3, 14 y 21 dias, y en ratones adultos de 2, 3,
12 y 18 meses. Los animales fueron sacrificados mediante dislocaciéon cervical o sobredosis de
anestésico en funcion del ensayo experimental. Los protocolos de experimentaciéon animal fueron
aprobados por el Comité Etico de la Investigacién y del Bienestar Animal del Instituto de Biomedicina
de Valencia.

2. Lineas celulares

Para el trabajo se utilizaron cultivos de células madre neurales (NSCs) y progenitores aislados a partir
de hipocampo de ratas Fisher 344 adultas. Estas células fueron cedidas por el laboratorio del Dr. Gage
del Salk Institute for biological studies en California. Se trata de una linea ampliamente utilizada gracias
a sus caracteristicas de multipotencialidad y autorrenovacidén. En este trabajo la NSCs se utilizaron por
debajo de pase 30.

Condiciones y medios de cultivo

Medio de cultivo N2 (N2): DMEM/F-12(1:1), 1X N2, 0,6% glucosa, 0,1% NaHCO3, 5mM HEPES
y 100u/ml de penicilina/estreptomicina. Este medio fue utilizado para el mantenimiento
celular y los procedimientos experimentales.

Medio SIP 30%: 27% percoll, 13% HBSS 10X, 6.66mM HEPES pH7,5, empleado para eliminar la
mielina de los aislamientos de células GLAST*.
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Recubrimiento de cristales

Ornitina/Laminina (O/L): Este recubrimiento se utiliz6 cuando las células se crecieron en

sistema adherido. El tratamiento de las placas de cultivo consistié en dos incubaciones a
temperatura ambiente durante toda la noche, primero con 1uM de ornitina diluida en agua y

seguido de 0,5uM de laminina en PBS.

Matrigel: El tratamiento de cristales con matrigel tenia como objetivo adherir las células que se
habian cultivado en suspension en forma de neuroesferas a un cubreobjetos. El tratamiento
con matrigel consistié en una incubacién de dos horas a 37°C con 100pg/ml de matrigel en

medio N2.

3. Reactivos.

Cultivos celulares

El tratamiento de los cristales para placas de 24 pocillos (P24) permite la adherencia de las células a
los cubreobjetos con el objetivo de manipularlas sin perderlas. Se realizaron dos tipos de tratamientos.

Producto

Casa comercial

Accumax

Antibiotico penicilina - estreptomicina
Azul tripan

Bafilomicina A1 (BafA1)

Bicarbonato de sodio

BMP4

Curva patrén BSA

D (+)- Glucosa Anhidra

Dimetil Sulféxido (DMSO)

DMEM/F-12 (1x) + glutamax (1:1)
Fenformina (Fen)

FGF2, factor de crecimiento fibrobastico 2
solucidén salina equilibrada de Hanks (HBSS) (con
Ca+2 y Mg+2))

solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS) w/o
(sin Ca+2 y Mg+2)

Hepes 1M

Laminina

Matrigel

MG132 (MG)

Ornitina

PD168393 (PD)

Percoll

Suero albumina bovina (BSA)

Suplemento N2

Tampon fosfato salino (PBS)

Tripsina 2,5%

Millipore, SRC006
HyClone, SV30010
Sigma, T6146
Sigma-Aldrich, B179
Invitrogen, 25080-060
Peprotech, 120-05ET
Thermoscientific, 23209
Sigma, G7528

Sigma, D2650

Gibco, 31331-028
Sigma, 349887
Peprotech, 100-18B
Sigma, 55037C

Sigma, SLCC9784

Gibco, 15630-080
Sigma, L2020

Cultek, 45354230
Sigma, C2211

Sigma, P4957
MedChemExpress, HY-13896
HealthCare, 17-0891-02
Sigma, A1470
Invitrogen, 17502-001
Corning, 20-031-CV
HyClone, SV30037.01

Tabla 1: Listado de productos de cultivos celulares
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Producto

Casa comercial

Curva patron albiimina de suero bobino
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED)
2-propanol

Acido acético glacial

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
Acrilamida-Bis-acrilamida

Agarosa

Albiimina de suero bobino

Azul de bromofenol

Cloroformo

Cloruro sédico

Coctel de inhibidores de proteasas
CTAB

dNTPs

Dodecilsulfato sédico (SDS)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Fluoruro de sodio (NaF)

Glicerol

Glicina

Isoamilalcohol

Marcador ADN 100pb

Marcador ADN 1kb

Marcador de proteinas pretefiido
Master Mix green

Metanol

Na4P,07 Pirofosfato sddico

NP-40

Persulfato aménico (APS)

Red safe

Sacarosa

SyBr Green

TriReagent

Tris HCI

Tween 20

B-mercaptoetanol

Thermo Scientific, 23209
Roth, 23267.3

VWR Chemicals, 20922.32
VWR, 20104.312

Merk, 108418.0250
Sigma, A605

Condalab, 8010.00

Apolo scientific, BIA3981
Sigma, B8026
Roth,3313.4

Panreac, 131659.1211
Roche, 11873580001
Sigma, H9151

Nzytech, MB08701
Panreac, A1112.1000
Merk, 10837091001
Sigma, S1504

Sigma, G9012

Scharlau, AC04021000
Scharlau, ME0376
Biotools, 31.006
Thermoscientific, SM0313
Nzytech, MB090

NYZtech, NYZtaqll

VWR Chemicals, 20903.368
Sigma, S-6422

Fluka, 74385

Sigma, A3678

INtRON biotechnology, 21141
Sigma, 84097

Takara, RR420A

Sigma, T9424

Panreac, A1086.1000
VWR Chemicals, 437082Q
Aldrich, M6250

Tabla 2: Listado de productos de biologia molecular

Histologia

Producto

Casa comercial

1,4-diazabiciclo- (2,2,2)-octano (DABCO)
4’-6-Diamindino-2-fenilindol dihidrocloridrico
hidratado (DAPI)

5’-Bromo-2’deoxiuridina (BrdU)

Aceite de maiz (Ac)

Acido clorhidrico

Azida sédica

Cloroquina

Roth, 0718.2
Sigma, D9542

SAFC, B5002

Sigma, C8267
Panreac, 131020.1211
Panreac, 122712
Sigma, PHR1258
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Cloruro sédico
Fosfato disédico hidratado NaH2P04 - H20
Fosfato monosddico Na2ZHPO4

Panreac, 131659.1211
Panreac, 131965.1211
Panreac, 131965.1211

Metformina

Mowiol
Paraformaldehido
Suero fetal bobino (FBS)
Tamoxifeno (TX)

Triton X-100

PHR1084

Roth, 0713.2
Panreac, 141451
Corning, D9542
Sigma, T5648
Sigma, T8787

Tabla 3: Listado de productos de histologia

Cebadores RT-gqPCR

Gen Secuencia (5’->3") Tm
Ata7 FW: CTTGACCTTCGCGGACCTAAAGAA 570C
9 RV: AGGGCCTGGATCTGTTTTGGTGA
FW: GCGTACCACTTGTTAAGGAGAAACC
elF3c 58°C
RV: GTCTGTTCCCTTCTTGCCTCTGA
FW: ATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCA
elF4e 60°C
CTCATCTTCCCACATAGGCTCAA
FW: AGCCCCAATCTAGCGGAGGTAAAG
Hdac6 62°C
AGG GAA GCT GTC ATC CCA AAG GCA
Idua FW: TGCCTCACGACCAGGCTGACCA 60°C
RV: CGTGAAGTACCCAGAAGGACTGCC
FW: CCA CAA CTG ACA TCA AGG CAGACATC
Lamp1 60°C
RV: GTGGGCACAAGTGGTGGTGAGG
Lamp2 FW: CTG TCT GCT GGC TAC CAT GGG 60°C
p RV: TGACAGCTGCCGGTGAAGTTGG
FW: CTGCACCCCTGACATGCTAT
Lars 62°C
RV: TCCGGGGAATCAGAAGGAAC
FW: TCCACGGACCTGCGTACCATCTC
Naga 60°C
RV: GCATGTCTGTCCTGCGGCTGAAGA
FW: CTGCTGGAGGTGTAATGGACGT o
Rpi354 RV: TTGACATACATGGGCTCATCACA 60%C
FW: CACACGGCTCTTCTTAAAATTGAAG
Rps12 60°C
RV: TACTTTTCCCCAGATCACTCTGGT
Sastmi FW: TTTCAGGCGCACTACCGCGATGA 58oC
d RV: CGCCGGCACTCCTTCTTCTCTTT
Sdha FW: AGAGGACAACTGGAGATGGCATT 62°C
RV: AACTTGAGGCTCTGTCCACCAA
TSC1T FW: CATGGTGCCTGAAGAAACCA 62°C
RV: TGAATTCGCACATGCTCCAT
Ulkl FW: CCTTGCCAAGTCCCAGACACTGC 60°C
RV: CATAGTGTGCAGGTAGTCAGCCAG
FW: CCAGTTTGGCGGTATTGATCAG
Yars 62°C

RV: GGACCCGTTTTGAGTAGCCA

Tabla 5: listado de cebadores
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Anticuerpo Dilucion Referencia
4EBP1-P WB-1:200 Cell Signaling, 2855
4EBP1-total WB-1:200 Cell Signaling, 9644
ACC-P (ser79) WB-1:1000 Cell signaling, 3661
ACC-total WB-1:1000 Cell Signaling, 3662
Actina WB-1:5000 Sigma-Aldrich, A5441
AKT-P WB-1:1000 Cell Signaling, 4060
AKT-total WB-1:1000 Cell Signaling, 4691
AMPK-P (Thr 172) WB-1:1000 Cell signaling, 2535
AMPK-total WB-1:1000 Cell Signaling, 2793
BrdU IHQ-1:100 Abcam, ab6326
elF2a-P WB-1:200 Cell Signaling, 9722
elF2a-total WB-1:200 Cell Signaling, 9721
GFAP [HQ-1:300 Sigma, G3893
GFP [HQ-1:200 Aves Lab, GFP-1010
GLAST biotin ICQ-1:50 Miltenyi, 130-119-161
Ki67 IHQ/ICQ-1:150 Abcam, ab15580
Lamp?2 ICQ-1:50 Biolegend, 108511
LC3p WB-1:1000 Santa Cruz, sc-376404
P62 ;’\C’giggg Abcam, ab56416
PERK-P(Thr980) WB-1:100 Cell Signaling
Raptor-P (Ser 729) WB-1:1000 Cell signaling, 2083
Raptor-total WB-1:1000 Cell Signaling, 2280
S6K1-P (Thr 389) WB-1:1000 Cell signaling, 9205
S6K1-total WB-1:1000 Cell Signaling, 9202
Sox2 IHQ-1:200 R&D, AF2018
Sox?2 IHQ/ICC-1:500 Gene Tex, GTX101507

ULK1-P (Ser 555) WB-1:1000 Cell signaling, 5869
ULK1-P (Ser 757) WB-1:1000 Cell Signaling, 14202
ULK1-total WB-1:1000 Cell Signaling, 8054
Tabla 5: Anticuerpos primarios
Anticuerpos secundarios

Anticuerpo Dilucion Referencia
IRDye 680LT anti-ratén (rojo) 1:1000 Licor, 925-68020
IRDye 800CW anti conejo-verde 1:1000 Licor, 925-32211
Alexa 555 anti-raton 1:500 Invitrogen, A31570
Alexa 633 anti raton 1:500 Invitrogen, A21052
Alexa 488 anti-raton 1:500 Invitrogen, A21202
Alexa 488 anti conejo 1:500 Invitrogen, A21206
Alexa 647 anti-conejo 1:500 Invitrogen, A31573
Cy3 anti-conejo 1:500 Jackson
Alexa 555 anti-rata 1:500 Invitrogen, A21434
Alexa 488 anti-ave 1:500 Jackson, 703-546-155
Streptavidin Cy2 1:500 Invitrogen, 016-220-084

Tabla 6: Anticuerpos secundarios
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Métodos

Métodos in vivo

1. Genotipado

Obtenciéon de muestra para genotipado.

Los animales fueron marcados realizando una pequena perforacion en la oreja que se utilizé para su
posterior identificaciéon. A partir de la muestra obtenida de oreja se extrajo el ADN y se realizd el
analisis por PCR.

Extraccién ADN.

Las muestras obtenidas de los animales se incubaron con 100l de solucién A (25mM NaOH, 0,2mM
EDTA) durante una hora a 95°C. Después, se afiadié 100pl de solucién B (40mM Tris-HCl pH7,5) y se
centrifugaron 10 minutos a 2000rpm. Finalmente, 100ul del sobrenadante que contenia el ADN se
pasaron a un tubo limpio.

PCR de genotipado.

Con el objetivo de identificar a los animales como Atg7 +/+, +/Flox, Flox/Flox; NesCreER™ + o -; RCE
+/+, +/Flox, Flox/Flox; se realizaron PCRs a partir del ADN gen6émico extraido a partir de muestra de
la oreja de los ratones. Para la deteccion de los alelos Flox y wild type de RCE fue necesario realizar dos
PCRs, para la forma Flox y wild type. El producto de la PCR se resolvié en un gel de agarosa en TAE 1X
(40mM TrisHCl, 1ImM EDTA pH 8, 0,00114% (v/v) acido acético glaciar) y se visualiz6 en un
transiluminador. Los protocolos de las PCRs, los cebadores y el porcentaje de agarosa de cada gel se
describen a continuacidén (Figura M1).

Atg7Flox-FW: 5’-TGGCTGCTACTTCTGCAATGATGT-3’
Atg7Flox-RV: 5’-CAGGACAGAGACCATCAGCTCCAC-3’
NesCre-FW: 5’-TTCCGCTGGGTCACTGTCGCCGCTAC -3’
NesCre-RV: 5’-TAATCGCGAACATCTTCAGGTTCTGC -3’
RCE-WT-FW: 5’-AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT -3’
RCE-WT-RV: 5’-GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’
RCE-KO-FW: 5’-CCCAAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT-3’
RCE-KO-RV: 5’-CCAGGCGGGCCATTTACCGTAAG-3’
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Figura M1: Protocolos de PCR de genotipado de los animales

utilzados.

1X (ul) (A) Reactivos de PCR utilizados para el genotipado de los animales.
Master Mix 125 (B) Protocolo de PCR utilizado pE.II:a el genotipado de 'los animales
Atg7F/F. (C) Protocolo de PCR utilizado para el genotipado de los
P.Fw 10puM 1,5 ratones NesCreERT2. (D,E) Protocolo de PCR utilizado para el
P.Rv 10uM 1,5 genotipado de los animales RCEF/F. (D) Protocolo de PCR utilizado
H,O 9 para el genotipado del alelo wild type de los animales RCE. (E)
ADN 2 Protocolo de PCR utilizado para el genotipado del alelo Flox de los

animales RCE.

©
ATG7 NesCre
Desnaturalizacion Extension Desnaturalizacién Extension
3 30” 2 145

950C

30 ciclos 30 ciclos
Amplificacion 4°C Amplificacion 4°C
Gel agarosa 3,5% Gel agarosa 2%
RCE wild type - RCE Flox
Desnaturalizacién Extension Desnaturalizacion Extension
5 10 5 10"

56°C

30 ciclos 30 ciclos
Amplificacion 4°C Amplificacion 4°C
Gel agarosa 2% Gel agarosa 2%

2. Tratamiento con Tamoxifeno

La administraciéon de Tamoxifeno intraperitonealmente se realizd con el objetivo de delecionar el gen
Atg7 en las células madre neurales adultas de manera condicional en animales NesCreERT2;Atg7F/F. Por
un lado, el ratén Atg7F/F se habia disefiado basandose en la tecnologia Cre-LoxP. Se sustituyo el ex6n
14 que contiene el centro activo por un vector que contenia dos secuencias Cre-LoxP, la region
codificante de la proteina (del aa 1786 al 2097), ademads de un fragmento del exén 14 (aa 1669-1698)
con un coddén STOP (Figura M2A). Por otro lado, los ratones NesCreERT2 expresaban bajo el promotor
de Nestina la proteina Cre recombinasa fusionada al receptor de estrégenos humano mutante (ER), el
cual es in capaz de unir su ligando natural (17 -estradiol). En ausencia de Tamoxifeno, la proteina
CreER interactia con la proteina heat shock 90 (HSP90) y se localiza en el citoplasma. La
administracién de Tamoxifeno (ligando sintético) activa ER, interrumpe la interaccién con HSP90 y
produce la translocacién de la proteina Cre al ntcleo. En el ntcleo, CreER reconoce los sitios LoxP,
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produciendo la recombinacién del gen que genera una proteina truncada de ATG7 (Kim et al, 2018)
(Figura M2B). La administracion de Tamoxifeno en animales NesCreERT2; RCEF/F, resulta en la
expresion de la proteina GFP en las células que expresan Nestina. El régimen de administraciéon de
Tamoxifeno varié en funcidon de la edad de los animales. Mientras que a ratones posnatales se les
administré una dosis/dia de 0,25mg de Tamoxifeno durante 4 dias consecutivos (de P10 a P13)
(Zhang et al., 2019), a los ratones adultos se les administraron 5 dosis de 2mg/dia. En ambos casos, el
Tamoxifeno se prepar6 a una concentracién de 10mg/ml en una soluciéon de 90% aceite de maiz 10%
etanol absoluto.

A
Exon
9 10 11 12 13 14 15
- — — Alelo salvaje
: STQP
— — =>4 -Neop4—> Alelo F/IF
i sTOP
- —_— Alelo recombinado
B X

.

@, — &

Citoplasma == ~
”
/ ATG7 N\
— ER — 8 o
 Promotor LoxP  LoxPSTOP
Nucleo -

Figura M2: Sistema Cre-LoxP.

(A) Esquema de la construcciéon de Atg7. La construcciéon costa las secuencias LoxP (representado en forma de triangulos
verdes), la region codificante de la proteina desde el aa1786 hasta el aa2097 (rectangulo morado) y un fragmento del exén 14
que contiene un codén STOP (rectangulo rojo). La administracién de TX resulta en la recombinacidon del alelo. (B) Sistema de
recombinacién induble Cre-LoxP. La administraciéon de TX permite la traslocacién al nucleo de la proteina CreER que se
expresa bajo el promotor de Nestina, produciendo la recombinacidon en las células Nestina positivas. ER: receptor de
estrégenos; Cre: Cre recombinasa; TX: Tamoxifeno

3. Validacion de la recombinacién mediante PCR
Obtencién de muestra

La muestra de giro dentado se obtuvo por diseccién de animales de 2 meses a las 24 horas de la tltima
dosis de Tamoxifeno.

Extraccion de ADN gendmico con el método CTAB

La muestra de giro dentado se incubé con 100pl de tampé6n I (10mM pH7 Tris-HCl, 10mM MgCl2,
Triton X-100 0,5% (v/v)) y RNAsa durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se afiadi6 el tampdn de
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lisis (2% CTAB (p/v), 100mM Tris-HCl pH8, EDTA 20mM, 2% Bmercaptoetanol) y se incuba durante
30 minutos a 65°C. Se afiadieron 400ul cloroformo isoamilico (24 cloroformo, 1 isoamialcohol (v/v)),
se vorted y se centrifugé al200rpm durante 10 minutos. La fase superior que contiene el ADN se
transfiri6 a un tubo con 400ul de isopropanol y se vorte6. La muestra se mantuvo a -20°C durante toda
la noche. Al dia siguiente se centrifugd a 1200rpm durante 25 minutos a 4°C. El pellet se lavd con
etanol 75% y se dej6 secar antes de resuspender en agua.

PCR de validacion

El protocolo de la PCR se describe a continuacién. Los primers utilizados fueron los siguientes:
Atg7Flox-FW: 5’-TGGCTGCTACTTCTGCAATGATGT-3’; Atg7recombinacidon-RV: 5'-
TGGACCAAGCCTGGACGTGGACTTT-3'. El producto de PCR se corrié en un gel de agarosa al 2% en TAE
1X (40mM TrisHCl, 1mM EDTA pH 8, 0,00114% (v/v) acido acético glaciar) y se visualiz6 en un
transiluminador. (Figura M3)

& B
Recombinacién 1X (ul) Desnat,uraliza,(,:ién Extension

Master Mix 12,5 3 130

P.Fw 10uM 15

P.Rv 10uM 1,5
e ! 58°C
ADN 4 _
Gel agarosa 1,5% 30 ciclos

Amplificacion 4°C

Figura M3: Protocolo de PCR convencional para validar la recombinaciéon en muestras de giro dentado de hipocampo
de animales NesCreERT2:Atg7¥/F,

(A) Protocolo de PCR utilizado para los genotipado de los animales. (B) Programa de PCR utilizado para analizar la
recombinacién de Atg7 tras la administracién de tamoxifeno en los animales NesCreERT2:Atg7F/F-

Secuenciacion para corroborar la recombinacién

El producto de la PCR se purificé a partir de la banda del gel de agarosa utilizando el kit comercial de
purificacion NZYGelpure (NZYtech, MB01101). Tras la cuantificacion, la secuenciacion fue llevada a
cabo por la empresa Macrogen a partir de 100ug de ADN purificado.

4. Validacion de la recombinacién mediante inmunohistoquimica

Animales NesCreERT2; GFPF/F de 2 meses fueron tratados con Tamoxifeno/aceite y 12 dias después del
ultimo pinchazo se sacrificaron. Se realizé un ensayo de inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo
anti-GFP para visualizar las células en las que se habia producido recombinacioén.

5. Marcaje con analogo de timidina

La 5-bromo-2’desoxiuridina (BrdU) es un analogo estructural del nucleétido timidina que se incorpora
al ADN de las células que se encuentran en fase S en el momento de la administraciéon y que nos
permite detectar las células que han quedado marcadas utilizando un anticuerpo anti-BrdU. Se



Materiales y métodos || 47

preparé una solucién de 10mg/ml de BrdU en solucién salina estéril (NaCl 0,9%) y se inyectd
intraperitonealmente el volumen necesario para administrar una dosis de 50mg/kg de animal. En los
animales posnatales se realizé una tnica administracién de BrdU a dia 13.

6. Experimentos in vivo para evaluar el papel de la autofagia en el mantenimiento y activacion
de las células madre neurales del hipocampo.

Delecién de Atg7 en animales posnatales NesCreERT2;Atg7F/F.

Con el objetivo de evaluar el papel de la autofagia en el establecimiento de la quiescencia en el
hipocampo durante la etapa posnatal, se delecioné el gen Atg7 en animales NesCreERTZ;Atg7F/F y se
realiz6 el marcaje de las células en fase S. Para ello, se siguieron los regimenes de Tamoxifeno y BrdU
previamente descritos. Los animales se sacrificaron y perfundieron con PFA 4% a dia 14 y 21 posnatal.
(Figura R22A)

Delecion de Atg7 en animales adultos jovenes NesCreERTZ;Atg7F/F.

Para evaluar el papel de la autofagia en el mantenimiento de las células madre del hipocampo adulto
se siguid el régimen de Tamoxifeno descrito anteriormente en ratones de 2 meses NesCreERT2;Atg7F/F.
Tras la administracién de Tamoxifeno, los ratones tuvieron 12 dias de descanso antes del sacrificio y
perfusion PFA 4%. (Figura R23A)

Inhibicion de la autofagia mediante la administracién de Cloroquina a ratones
NesCreERTZAtg7F/F,

Durante los dias 10, 11 y 12 de descanso tras la administracién del régimen de Tamoxifeno a ratones
NesCreERT%;Atg7F/F de 2 meses, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con 50mg/Kg
ratén/dia de Cloroquina (Vodicka et al., 2014) preparada en NaCl 0.9%. Tras el periodo de descanso,
los animales fueron sacrificados y perfundidos PFA 4%. (Figura R23A)

Delecion de Atg7 y potenciacion de la neurogénesis mediante ejercicio en animales adultos
jovenes NesCreERT2;Atg7F/F,

Tras la administracion de Tamoxifeno a animales de 2 meses NesCreERT2;Atg7F/F, y transcurrido los 12
dias de descanso, los animales se expusieron a enriquecimiento ambiental con una rueda de correr

durante 14 dias. Tras este periodo, los animales fueron sacrificados y perfundidos PFA 4%. Figura
R24A)

Activacion de la autofagia mediante la administracion de Metformina a animales C57BL/6.

La activacidén de la autofagia en animales silvestres de 3 meses de edad C57BL/6, se llev6 a cabo
mediante la administracién de Metformina en el agua de bebida a una concentraciéon de 0.012M
durante 8 semanas (Berthier et al., 2016) realizando los cambios de biberones una vez a la semana.
Inmediatamente después del sacrificio, y antes de la perfusiéon con PFA 4%, se recogié una pequeina
muestra de higado que se congelo en nitrégeno liquido para extraer proteina y de esta manera evaluar
la actividad de AMPK tras el tratamiento de Metformina mediante Western blot. Figura R25A).
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7. Técnicas histoldgicas
Sacrificio, fijacién y posfijacion del tejido.

Los animales utilizados para el andlisis in vivo fueron sacrificados mediante sobredosis de
pentobarbital al administrarles intraperitonealmente una dosis de 80mg/kg de animal en NaCl 0.9%.
Se fijaron mediante perfusion intracardiaca con paraformaldehido (PFA) al 4% (p/v) en tampdn
fosfato (PB 0,1M) realizando para ello una toracotomia seguida de un pequefio corte en la auricula
derecha. De esta manera, al inyectar primero solucion salina y posteriormente PFA por el ventriculo
izquierdo primero se desplazé la sangre de los vasos y tejidos y posteriormente se fijaron. Tras la
fijacidn, se extrajo el cerebro de los animales y se mantuvieron en PFA 4% para realizar las posfijacion.
Las cantidades de solucion salina y de PFA que se inyecto, asi como el tiempo de posfijacion vari6 en
funcién de la edad de los animales (tabla M1). Tras la posfijacion, se realizaron tres lavados de al
menos 10 minutos con PB 0,1M y se guardaron con PB 0,1M 1x con azida al 0.05% hasta su posterior
procesamiento.

Edad animales Volumen NaCl 0.9% PFA 4% Tiempo de Posfijacion
P14 5ml 10ml 2h 4°C

P21 10ml 20ml 2h 4°C

Adultos 20ml 40ml 16h 4°C

Tabla M1.: fijacién tejido
Tiempos de fijacién y volumen empleado para cada una de las edades de los ratones.

Procesamiento del tejido.

Los cerebros se procesaron con un vibratomo Leica VT 1200. Se realizaron cortes seriados de 40um
recogiendo 48 cortes en forma de 2 series de 6 grupos por serie con 4 cortes por grupo. De esta
manera se consigue realizar un muestreo de todo el hipocampo. En el caso de los cerebros de animales
posnatales de 14 (P14) y 21 (P21) dias de edad fue necesario embeber el tejido en una solucién 5%
agarosay 10% sacarosa preparada en agua para poder realizar los cortes.

Técnicas inmunohistoquimicas.

Los cortes de cerebro se analizaron por inmunohistoquimica, realizando la tincién en al menos 3
cortes seriados por animal y en un minimo de 3 animales por condicién. El desenmascaramiento de la
BrdU se realiz6 previamente a la inmunotincién mediante una incubacion del tejido durante 20
minutos a 37°C con HCI 2N para desnaturalizar el ADN, seguido de la neutralizacién con tampdn
borato 0,1M pH 8,5 durante 10 minutos a RT. Para realizar las inmunotinciones, el tejido se incub6 una
hora a temperatura ambiente con tampdn bloqueo que contenia PB 0,1M con FBS al 10% y una
concentracién variable de Triton X100 en funcién del anticuerpo primario que se fuese a utilizar (para
anticuerpos que detectan proteinas nucleares se utilizé 0,5% de Triton X100, mientras que para
proteinas citoplasmaticas fue de 0,2%). Después, el tejido se incubd en flotacién con los anticuerpos
primarios diluidos en solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche y en agitacion. Al dia siguiente,
se realizaron tres lavados de al menos 10 minutos con PB 0,1M y se incub6 con el anticuerpo
secundario correspondiente diluido en PB 0,1M durante una hora a temperatura ambiente en
oscuridad y agitacién. Tras la incubacién, se repitieron los tres lavados con PB 0,1M y se utilizd el
marcador nuclear DAPI durante 10 minutos. Se hicieron tres lavados de al menos 10 minutos con PB
0,1M y se mont6 la inmunohistoquimica con Mowiol mas Dabco al 2,5% (p/v).
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Analisis inmunohistoquimica.

Las imagenes de las inmunotinciones se tomaron con un microscopio confocal (microscopio confocal
Leica SP8) a una resoluciéon de 512x512 o 1024x1024 y 40 aumentos realizando mapas que
contuvieran el hipocampo. El contaje de células positivas para los distintos marcadores se llevo a cabo
utilizando el programa de procesamiento de imagenes disefiado para imagenes cientificas Image] Fiji.

8. Andlisis estadistico

En todos los experimentos se utilizé al menos 3 cortes por animal de la zona dorsal del hipocampo, y al
menos 3 animales por condicidn. El andlisis estadistico se realizd6 empleando el programa GraphPad
Prims 8. Se analizé la normalidad de las muestras con el test de Saphiro Wilks y la homogeneidad de
las varianzas con el test F. Para comparar dos condiciones experimentales se utilizo el test de la T de
Student. Para comparar dos grupos experimentales y dos variables se utiliz6 ANOVA de dos vias con el
postest de Tukey para comparar todos los grupos experimentales entre si o postest de Sidak para
comparar una variable experimental. En todos los andlisis se ha considerado como significativo una
probabilidad p<0.05. Las probabilidades se han representado como * cuando p < 0.05, ** p < 0.01 y ***
p < 0.001. Los datos se han representado como el promedio * error estdndar de la media (SEM).
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Métodos in vitro

1. Aislamiento de células madre y astrocitos

El aislamiento de las células GLAST+ (NSCs y astrocitos) se realiz6 a partir de hipocampos de ratones
posnatales de 3 y 21 dias, asi como de adultos de 2, 12 y 18m meses (Figura M4).
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Figura M4: Aislamiento de células GLAST* a partir de tejido de hipocampo con tecnologia Miltenyi.

Esquema detallado del proceso de aislamiento de células GLAST a partir de hipocampo. Tras la diseccién de los hipocampos,
se realiza una disgregacién enzimatica y mecanica del tejido. El tejido disgregado se somete a una separacién magnética
mediante la tecnologia MACs de Miltenyi que permite obtener una fraccién enriquecida en células GLAST*.

Diseccidén y disociacion de hipocampo.

La diseccion de los hipocampos se llevo a cabo en HBSS w/o. La disociacidn del tejido se realizd
mediante una combinacidn de disgregacion enzimatica con el kit comercial Neural Tissue Dissociation
Kit (T) (Miltenyi, 130-092-628) y disgregacion mecanica suave con temperatura utilizando el
programa 37C_NTDK_1 del disociador gentleMACS Octo Dissociator (Miltenyi, 130-095-937). Una vez
diseccionado el tejido, los hipocampos se transfirieron a los tubos gentleMACs C, se cortarén con el
bisturi y se resuspendieron con la mezcla enzimatica 1 (1750ul buffer X+200ul Enzyma T). Después, se
les anadio6 la mezcla enzimatica 2 (20ul buffer Y+10ul Enzyma A) y se realiz6 la disgregacion del tejido
en el disociador de tejidos. Finalizado el tiempo se afiadieron 10ml de HBSS, se pas6 la suspension
celular a través del filtro MACS SmartStrainer (70ul) (Miltenyi, 130-110-916), se centrifugd a 300g
durante 10 minutos y se elimind el sobrenadante.

Eliminacion de mielina en tejido de animales adultos.

En tejidos de animales adultos (2, 12 y 18 meses) fue necesario realizar un gradiente de percoll para
eliminar la mielina antes de realizar el aislamiento en base al marcador GLAST. Para ello, se eliminé el
sobrenadante tras la centrifugacién, se resuspendié con 6ml de SIP 30% y se generd el gradiente
afiadiendo lentamente 1,5ml de HBSS. Se realizé una centrifugacién a 300g 20 minutos con aceleracion
2 y desaceleracién desactivada. Tras la centrifugacion, se eliminé el sobrenadante que contenia los
restos de mielina.


https://www.miltenyibiotec.com/AD-en/products/gentlemacs-octo-dissociator.html#copy-to-clipboard
https://www.miltenyibiotec.com/AD-en/products/macs-smartstrainers.html?countryRedirected=1#copy-to-clipboard
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Aislamiento de células en base al marcador GLAST.

El precipitado resultante después de la tltima centrifugacion se resuspendié con tampoén fosfato salino
y suero de albumina bovina (PBS 1X, 0,5% BSA (PBS-BSA)) y se volvio a centrifugar a 300g 10 minutos
para realizar un lavado de las células. El aislamiento magnético en base al marcador GLAST se realiz6
empleando el kit comercial Anti-GLAST (ACSA-1) MicroBead Kit (Miltenyi, 130-095-826). Para ello, se
retiré el sobrenadante, se resuspendié con 80ul de PBS-BSA y 20ul de Anti-GLAST (ACSA-1)-Biotin y
se incub6 10 minutos a 4°C antes de realizar otra centrifugaciéon de 10 minutos a 300g. Después. Se
elimino6 el sobrenadante y se incubé la muestra con 80ul de PBS-BSA y 20ul de Anti-Biotin MicroBeads
a 4°C durante 15 minutos. Se realizé otro lavado con PBS-BSA y se procedi6 a realizar la separacion
magnética empleando una columna MS (MS column, Miltenyi, 130-042-201) y el separador magnético
(MiniMACS Separator, Miltenyi, 130-042-102). La muestra resuspendida en 500l de PBS-BSA se paso
a través de la columna realizando seguidamente 3 lavados con 500ul de PBS-BSA para eliminar la
fraccidon negativa. Después, se retir6 la columna del iman, se afiadié 1ml de PBS-BSA y con ayuda del
embolo se recogi6 la fraccién de células marcadas para GLAST. Se determiné el ndmero de células de
cada fraccion realizando una dilucién 1:1 con Azul Tripan 0,1% en PBS y midiendo el nimero de
células vivas (no marcadas) en una camara de Neubauer. Las células se centrifugaron para obtener un
pellet y extraer ARN o bien se sembraron en una placa P24 con cristales tratados con matrigel y con
medio N2 para proceder a un analisis inmunocitoquimico.

2. Cultivo de células madre y progenitores de hipocampo de rata
Expansion y mantenimiento de cultivos de NSCs crecidos en suspension y adheridos.

Las células se cultivaron en suspension, en forma de neuroesferas siendo crecidas en un frasco
contenedor de 25cm? o 75 cm?, o en adherido, sobre en placas de cultivo de 100mm previamente
tratadas con O/L. Para ambas formas de cultivo, las células se mantuvieron en un incubador a 37°Cy
5% CO2y el medio de cultivo N2 fue suplementado con 10ng/ml de FGF2 en el caso de cultivos en
suspension o 20ng/ml de FGF2 en el caso de cultivos en adherido. Las células se mantuvieron en
cultivo durante cuatro dias, de forma que el cultivo prolifera y se expande. En ese punto, era necesario
realizar un pase de las células y sembrarlas de nuevo en forma de célula tinica para continuar con la
expansion del cultivo.

Pase de células cultivadas en suspension en esferas.

Las esferas se recogieron del frasco contenedor, se lavaron con PBS y se centrifugaron a 800rpm 4,5
minutos. Después, se aspird el sobrenadante, se afiadié Accumax (15ul por mililitro que de células
crecidas en el frasco contenedor) y se disgregaron mecanicamente con una pipeta 15 veces.
Seguidamente, se introdujeron en un bafio a 37°C durante aproximadamente 30 segundos y se
volvieron a disgregar mecanicamente otras 15 veces. Para la neutralizacion del Accumax se afiadié 1ml
de medio N2 y se centrifugd a 800 rpm 4,5 minutos. Se retir6 el sobrenadante y las células se
resuspendieron en medio N2 antes de contar el nimero de células viables en una camara de Neubauer.
Para realizar el contaje, se realizé una dilucién 1:1 con Azul Tripan 0,1% en PBS de forma que las
células no viables quedaran marcadas. Para la expansiéon se sembraron 10000 células por cm? de
frasco contenedor en medio N2 suplementado con 10ng/ml de FGF2.
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Pase de células cultivadas en monocapa.

Se retir6 el medio antes de lavar las células con PBS. Se incubaron durante un minuto con Tripsina
atemperada a 37°C y tras este paso, las células se levantaron. El efecto de la tripsina se neutralizé
afiadiendo 5ml de medio N2. A continuacidn, se recogi6 la suspensién celular, se centrifugé a 800rpm
durante 4,5 minutos y se resuspendi6 en un mililitro de medio N2. Se realizé una dilucién 1:1 de las
células con Azul Tripan 0,1% en PB, se midi6 el nimero de células viables en una cdmara de Neubauer
y se sembré un millén de células por placa P100 O/L para continuar con la expansion del cultivo.

Criopreservacion y descongelaciéon de cultivos de NSCs.

Para criopreservar los cultivos, se realiz6 un pase a las células crecidas en suspensién o en adherido y
se recolectaron por centrifugaciéon 1,5 millones de células. Las células se resuspendieron en medio N2
con 10% DMSO y se traspasaron a un criotubo. Los criotubos se mantuvieron durante 24h en un
recipiente con 2-propanol a -80°C para permitir un descenso lento de la temperatura
(aproximadamente 1°C por minuto). Tras ese periodo, se transfirieron a un tanque de nitrégeno
liquido hasta su posterior descongelacion.

En el proceso de descongelacion, el criovial se incubé durante aproximadamente 2 minutos en un bafio
a 37°C. Las células se traspasaron a un tubo con 4ml de medio N2 y se centrifugaron a 800rpm 4,5
minutos. Se elimind el sobrenadante, se resuspendieron en medio N2 suplementado con 10ng/ml o
20ng/ml de FGF2 y se sembraron en un frasco contenedor de 25cm? o en una placa de cultivo de
100mm O/L con un volumen final de 4 u 8ml respectivamente.

Induccion del estado de quiescencia en cultivos crecidos en suspensiéon y en monocapa

Para inducir el estado de quiescencia en el modelo in vitro fue necesario cultivar las células en medio
N2 suplementado con 10ng/ml de FGF2 y 50ng/ml de proteina morfogénica osea 4 (BMP4) durante 4
dias. Para ello, se partié de un cultivo de NSCs en mantenimiento que se disgregé como en un pase y se
sembro, en el caso de células cultivadas en suspension, a una concentraciéon de 10000 células por cm?
de frasco contenedor y en el caso de un cultivo en adherido se sembraron 50000 células por pocillo de
P24 que contenian un cristal O/L. Como control de la quiescencia, se sembraron células en medio N2
suplementado Unicamente con 10ng/ml de FGF2 (Figura M5).

Reversion del estado de quiescencia de cultivos en suspension y en monocapa

Para realizar la reversion del estado de quiescencia fue necesario retirar la BMP4 del medio de cultivo.
Para ello se realizé un cambio de medio cuatro dias después de haber inducido la quiescencia y las
células se incubaron durante 3 o 4 dias con medio N2 fresco suplementado tinicamente con 10ng/ml
de FGF2. Las células crecidas en esferas o en monocapa se lavaron con PBS antes de cambiar el medio.
La reversion del estado de quiescencia de cultivos en esferas también se pudo realizar pasando el
cultivo a monocapa. Se realizé un pase de las esferas para obtener las células de forma individualizada
y se sembraron 50000 células sobre cristales tratados con matrigel en placas de P24 suplementado
con 10ng/ml FGF2 (Figura M5).
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Figura M5: Induccion de la quiescencia en cultivos in vitro y
su reversion. —> —> A NSCs

Esquema del protocolo seguido para inducir quiescencia en

cultivo de NSCs. La proteina BMP4 (50ng/ml) se afade en /

presencia del mitégeno FGF2 (10 ng/ml) para inducir la - Qrev NSCs
BMP4

quiescencia. A los 4 dias se considera que las NSCs estan P et —71- i s

quiescentes. La reversion de la quiescencia se realiza retirando +BMP4 — Q NSCs

la BMP4 del medio lo que permite que las NSCs se activen.

3. Ensayos de actividad del proteasoma

Para medir la actividad quimiotripsina asociada al proteasoma, se utilizé el kit comercial Proteasome
20S Assay Kit (Sigma-Aldrich, MAK172). Este kit utiliza el sustrato fluorogénico LLVY-R110 como
sustrato de la actividad del proteasoma ya que su degradacién genera una fuerte sefial fluorescente
R110. Para ello, se parti6 de células cultivadas en adherido en condicion de proliferaciéon o quiescencia
durante cuatro dias. Se levantaron, se contaron y se sembraron 80000 células por pocillo en placas
multipocillo de 96. Las células se incubaron con la solucién Proteasome Assay Loading solution durante
5 horas a 37°C antes de hacer la lectura a Aex 485nm y Aem 535nm. Las condiciones control de
inhibicion del proteasoma se incubaron previamente con el inhibidor de la actividad quimiotripsina
MG132 10uM durante 90 minutos. La actividad del proteasoma se normaliz6 respecto al nimero de
células de cada pocillo. Para ello, las células se fijaron y tifieron con 200pl de cristal violeta durante 20
minutos, se retird la solucion y se dejaron secar toda la noche a RT. Al dia siguiente, se incubaron con
200ul de metanol durante 20 minutos en agitaciéon y se procedié a la lectura de la absorbancia a
590nm. El valor se extrapol6 a una curva patréon de niimero de células conocido que habia sido fijada y
tefiida de la misma manera.

4. Analisis de la ruta de la autofagia-lisosoma.

Se cultivaron esferas en proliferaciéon o quiescencia durante 4 dias. Tras ese periodo, las células se
recolectaron mediante centrifugacion y se almacenaron a -80°C a la espera de realizar la extraccion de
ARN o proteinas. La ruta autofagia-lisosoma se analizé mediante RT-qPCR y Western blot.

5. Ensayos de inhibicién de la autofagia y el efecto en marcadores autofdgicos LC3 vy
p62.

Células cultivadas durante cuatro dias en forma de neuroesferas proliferantes o quiescentes, se
incubaron durante 6 horas con Bafilomicina A1 100nM. Bafilomicina A1l es un inhibidor de autofagia
impide la fusion de las vesiculas autofagicas con los lisosomas al inhibir las hidrolasas lisosomales. De
esta manera, es posible medir el flujo autofagico analizando los marcadores autofagicos p62 y LC3II
(Loos etal, 2014). Los niveles de LC3II se analizaron por Western blot y los de p62 tanto por
inmunocitoquimica como por Western blot.

6. Electroporacién del sensor pRFP-GFP-LC3 para la deteccién de autofagosomas y
autolisosomas.

Células cultivadas durante tres dias en forma de neuroesferas proliferantes o quiescentes se
electroporaron con el plasmido del sensor en tandem pRFP-GFP-LC3 (Kaizuka etal, 2016), el cual
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expresa una proteina roja fluorescente (RFP) y una proteina verde fluorescente (GFP) sensible a pH
fusionadas a LC3. La electroporacion se llevé a cabo con el electroporador NEPA21 Super
Electroporator empleando los parametros indicados en la tabla M2 y siguiendo el protocolo
establecido por la casa comercial. Se electroporé 10ug de plasmido a un millén de células. Una vez
electroporadas, las células se mantuvieron con medio de proliferacion y quiescencia durante 24 horas
antes de fijarlas con PFA 2%. 6 horas antes de la fijacién fueron tratadas con 100nM de Bafilomicina
Al.

Ajustes Voltaje Tiempo (ms) Intervalo (ms) N° Velocidad Polaridad
Pulso de 150 2,5 50 2 10 "
perforacién
Transferencia 20 50 50 5 40 +/-

Tabla M2: Parametros utilizados para la electroporacion del pasmido pRFP-GFP-LC3.
7. Extraccién ADN plasmidico

La extraccion del ADN plamidico se realiz6 siguiendo el protocolo indicado en el kit comercial Plasmid
Midi Kit (Quiagen, 12143). La cuantificacién de la muestra se determiné mediante la medicion de la
absorbancia a 260nm en un espectrofotometro (Thermo scientific, NanoDrop 2000).

8. Ensayos funcionales
Inhibicion de la autofagia y el efecto en la activacion de NSCs quiescentes.

Neuroesferas quiescentes de cuatro dias se incubaron durante 2 horas con 50nM de Bafilomicina A1l.
Tras ese periodo, las esferas se centrifugaron y se reemplazé el medio por medio N2 suplementado
unicamente con 10ng/ml de FGF2 induciendo asi la reversidon del estado de quiescencia. 48 horas
después del cambio de medio, las esferas se disgregaron como en un pase, se realiz6 un conteo del
numero de células para cada condicién y se analizé la viabilidad celular realizando una dilucién 1:1
con azul de Tripano. Ademas, 16 horas después del cambio de medio, las esferas se disgregaron como
en un pase y se sembraron entre 50000 y 80000 células por pocillo de P24 tratado con matrigel para
analizar la proliferacion celular mediante inmunofluorescencia para el marcador Ki67.

Activacion de la autofagia y su efecto sobre AMPK en NSCs activas.

Neuroesferas activas cultivadas durante cuatro dias se trataron con Fenformina 5mM durante 1y 3
horas. La Fenformina actia sobre la cadena respiratoria produciendo un aumento de los niveles de
AMP y ADP y generando un desbalance del ratio AMP:ATP que lleva a la activaciéon de AMPK (Zhang
etal, 2007). La activacion de AMPK se analiz6 mediante Western blot.

Activacion de la autofagia y su efecto en viabilidad y activacion de NSCs quiescentes.

Esferas quiescentes de 4 dias se incubaron durante 2 horas con 1y 2,5mM de Fenformina, y con HBSS.
Tras ese periodo, las esferas se centrifugaron y se cambi6 el medio por medio N2 suplementado con
10ng/ml de FGF2 induciendo asi la reversion de las células quiescentes y eliminando la Fenformina del
medio. A las 48 horas del cambio de medio, se disgregaron las esferas como en un pase y analiz6 la
viabilidad y el nimero de células para cada condicién realizando una dilucién 1:1 con azul Tripan.
Ademas, se sembraron entre 50000 y 80000 células por pocillo de P24 tratado con matrigel para
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analizar la proliferacién celular mediante inmunofluorescencia para el marcador Ki67 a las 48 horas
del tratamiento.

9. Deteccidén de marcadores mediante inmunocitoquimica

Para proceder al andlisis de muestras mediante ensayos de inmunocitoquimica fue necesario que las
células estuvieran adheridas a cristales cubreobjetos de 12Zmm de didmetro colocados en el fondo de
los pocillos de placas de P24. En el caso de cultivos en adherido, la inducciéon de la quiescencia se
realiz6 directamente sobre cristales tratados con O/L. Sin embargo, en los casos de cultivos cultivados
en esferas, fue necesario disgregarlas antes de sembrarlas sobre en cristales en P24 tratados
previamente con matrigel. En el caso de las células aisladas en base al marcador GLAST a partir de
hipocampo de ratén, las células se sembraron sobre cristales tratados con matrigel. En todos los casos,
las células se fijaron con PFA al 2% durante 10 minutos, se retird el PFA y se hicieron 3 lavados de 5
minutos con PB 0,1M.

Las células fijadas sobre un cristal se incubaron una hora a temperatura ambiente con tampé6n bloqueo
que contenia PB 0,1M con FBS al 10% y una concentracién variable de Triton X100 en funcién del
anticuerpo primario que se fuese a utilizar (para anticuerpos que detectan proteinas nucleares se
utilizé 0,5% de Triton X100 mientras que para proteinas citoplasmaticas 0,2%. Después, las células se
incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche.
Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos con PB 0,1M y se incubaron con los
anticuerpos secundarios correspondientes diluidos en PB 0,1M durante una hora a temperatura
ambiente y en oscuridad. Tras la incubacién se repitieron los tres lavados con PB 0,1M y se utiliz6 el
marcador nuclear DAPI durante 5 minutos. Se hicieron tres lavados de 5 minutos con PB 0,1M y se
montd la inmunocitoquimica con Mowiol mas Dabco al 2,5% (p/v).

Deteccion de agregados proteicos y autofagosomas.

Los agregados proteicos se analizaron en células proliferantes y quiescentes cultivadas durante 4 y 8
dias en suspension, asi como los agregados en las células GLAST+ aisladas de hipocampos de ratdn.
Ademas, se analiz6 la evolucién de los agregados a los 4 dias de la reversion del estado de quiescencia
en esferas revertidas en sistema adherido. Para ello, se utilizo el kit comercial Proteostat Aggresome
Detection (Enzo, ENZ-51035) que contiene una molécula fluorescente que detecta especificamente los
cargos formados por proteinas desnaturalizadas y los cuerpos de inclusion tipo agresomas. Una vez
fijadas las células con PFA 2%, se lavaron tres veces durante 5 minutos y se incubd con la solucién de
permeabilizacién (0,5% Triton X-100, 3mm EDTA pH8 en 1X de Assay Buffer) 30 minutos en hielo.
Después, las células se lavaron con PB 0,1M y se incubaron con Dual Detection Reagent durante 30
minutos en hielo y protegido de la luz. Por ltimo, se lavaron las muestras tres veces con PB 0,1M y se
incubaron con DAPI durante 5 minutos para marcar los ntcleos. Se realizaron tres lavados de 5
minutos con PB 0,1M y se mont6 la inmunocitoquimica con Mowiol mas Dabco al 2,5% (p/v).

La deteccion de autofagosomas y autolisosomas se realiz6 en células electroporadas con el plasmido
del sensor en tdndem pRFP-GFP-LC3 (Kaizuka et al, 2016). Tras la fijacién con PFA 2%, las células se
incubaron con DAPI durante 5 minutos para marcar los nucleos. Posteriormente se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PB 0,1M y se monté la inmunocitoquimica con Mowiol mas Dabco al 2,5%

(p/V).
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Andlisis de fluorescencia

Las imagenes de las inmunotinciones se tomaron con un microscopio confocal (microscopio confocal
Leica SP8) a una resolucion de 1024x1024 y 40 aumentos y las imagenes se tomaron realizando un
rastreo horizontal de al menos cinco campos aleatorios por condicion. Para el analisis de del marcador
de proliferacion celular Ki67 y del marcador de célula madre Sox2 y GLAST, se contaron el nimero de
células positivas respecto el total de células presentes en la preparacién. Para el andlisis de los
agregados proteicos (Proteostat) asi como del marcador de la via autofagica p62, se analiz6 la
intensidad integrada de la sefal por célula. En los experimentos de electroporacion del sensor pRFP-
GFP-LC3, los autofagosomas se identificaron como puncta RFP+/GFP+ mientras que los autolisosomas
se identificaron como puncta RFP+. Ademas, la sefial de los puncta fue analizada mediante un
histograma de intensidad de fluorescencia. El analisis se llevé acabo utilizando el programa Fiji.

10.Analisis de datos de microarray y RNAseq

Se realizé un andlisis de expresion génica de las NSCs activas y quiescentes a partir de datos previos
disponibles en el laboratorio de un microarray de expresién y de una secuenciacién masiva de
RNAseq. En ambos casos, se utilizaron 3 cultivos independientes de NSCs activas y quiescentes de
cuatro dias in vitro. En el caso del microarray, el cADN fue sintetizado, fragmentado, marcado e
hibridado con GeneChip Rat Gene 1.1 ST microarrays (Affymetrix) por la empresa Progenika Biopharma
S.A. El RNAseq se realiz6 en la Unidad de Andlisis Multigénico de UCIM-INCLIVA (Universidad de
Valencia). Las librerias se secuenciaron utilizando llumina® NSQ 500/550 Hi Output KT v2.5 (150 CYS)
(Illumina, San Diego, CA), que generaron 2x75pb lecturas por ambos extremos con una profundidad de
lectura de 25 millones de lecturas por libreria.

A partir de los datos crudos del microarray y de las lecturas por millon de kilobases (rpkm) del
RNAseq se elaboraron mapas de calor. La identificacién de genes comunes entre nuestro andlisis de
RNAseq y el de Berg y colaboradores se realizé con los datos publicados en el que comparaban el
transcriptoma de animales de 4 dias (P4) y 2 meses de edad (Berg et al., 2019). Los datos de (Llorens-
Bobadilla etal, 2015) se exploraron con Shiny App  (https://martin-villalba-
lab.github.io/shinyapps.html).

El andlisis de las redes de asociacion se realiz6 con la base de datos STRING utilizando el algoritmo
Markov (von Mering et al., 2003) a partir del listado de 65 genes identificados en a la categoria GO
Ontology (GO): Translation (0006412 ) obtenida de los datos del microarray.

11.Estudios de expresion génica
Extracciéon de ARN

Para la extraccidn del ARN total de las muestras celulares se utilizé un protocolo de extraccién basado
en el disolvente organico Trizol. Para ello, se parti6 de pellets de cultivos de esferas en proliferacién y
quiescencia de minimo 250000 células. Las muestras se agitaron con 1ml de TriReagent y 200pl de
cloroformo y posteriormente se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Después, se
centrifugaron a 4°C y 13200rpm durante 15 minutos. Se distinguieron tres fases, la superior acuosa
donde se encontraba el ARN, una intermedia donde se localiz6 el ADN y una inferior donde se hallaban
las proteinas. La fase acuosa superior se transfirié a un nuevo tubo, se mezclé por inversion con 0,5ml
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de 2-propanol y se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente resultando en la precipitacién
del ARN. Posteriormente, se volvi6 a centrifugar 15 minutos a 4°C y 13200rpm, se retiré el
sobrenadante y se dejo secar el pellet de ARN durante 5 o 10 minutos a 4°C. Por ultimo, se resuspendio
el ARN en 50 pl de agua libre de RNAsas y se disolvié bien. La cantidad de ARN total presente en las
muestras se determindé mediante la medicién de la absorbancia a 260nm en un espectrofotémetro
(Thermo scientific, NanoDrop 2000). El ARN se almacend a -80°C para evitar su degradacion.

Retrotranscripcién

El ARN extraido se retrotranscribié a cDNA utilizando el kit comercia PrimeScrpt RT reagent kit
(Takara, RR037A). Se retrotranscribieron 500ng de ARN mediante una RT-PCR con un ciclo de 37°C
durante 15 minutos seguido de otro ciclo de 85°C y 5 segundos.

gPCRy analisis

El andlisis de expresion de genes implicados en las distintas vias, se realizé a partir de cDNA mediante
PCR cuantitativa (qPCR) empleando SyBR Green como marcaje fluorescente y un termociclador para
gPCR (Applied Biosystems, QuantStudio 5). Las secuencias de los cebadores se obtuvieron mediante el
analisis de la secuencia empleando la herramienta “OligoCalc: an online oligonucleotide properties
calculator (2007)” para obtener temperaturas de anillamiento en torno a 58°C. En todos los casos, los
cebadores se disefiaron entre exones para evitar una posible amplificacion de ADN genémico
contaminante en las muestras y generaban un amplicén de aproximadamente 150pb. Para todas la RT-
gPCR se utilizaron las mismas condiciones experimentales excepto la temperatura de anillamiento
(TM) que vari6 en funcién de los cebadores utilizados. Finalmente, los resultados de los niveles de
expresion de ARN mensajero se determinaron utilizando el método 2-24¢t (Livak y Schmittgen, 2001)
(Figura M6).

A B
Desnaturalizacion Amplificacion Disociacion
1’ ” 10”
NestinCre 1X (ul) 10
SyBr Green 5
P. Fw 10uM 0.2
P.Rv 10uM 0.2
H20 2.6
CADN 2 45 ciclos 1 ciclo )

40C

Figura M6: Protocolo de RT-qPCR para la expresion génica
(A,B) Especificaciones del protocolo para realizar una qPCR sobre muestras de cADN

12. Inmunodeteccidon de proteinas por Western blot
Extraccion proteina total

Para la extracciéon de la proteina total de cultivos de NSCs, se parti6 de pellets de NSCs activas y
quiescentes de al menos 125000 células. Estos pellets se lisaron con tampon de lisis suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (50mM Tris HCI, 10mM NaCl, 10% NP-40, 0.6M Sacarosa, 2X
mezcla comercial de inhibidores de proteasas, 0.08% PMSF, 50mM EDTA, 50mM NaF, 5mM NasP,07en
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agua). Se incubaron durante 5 minutos en hielo y se centrifugaron a 13200rpn durante 20 minutos a
4°C. Tras la centrifugacién, el sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio y se procedié a su
cuantificacién. En el caso de la extraccion de proteinas en muestras de tejido se realizé el mismo
procedimiento, afiadiendo disgregacion mecdnica manual con el tampén de lisis e incubando 30
minutos en hielo.

Cuantificacion proteina total

Para la cuantificacién de proteina total se utiliz6é el método colorimétrico BCA (4cido bicinconinico).
Este método estd basado en la reaccion Biuret, que consiste en la reduccién del Cu2+ a Cul*en un medio
alcalino para dar lugar a un compuesto hidrosoluble de color purpura. El complejo absorbe a una
longitud de onda maxima de 562nm de manera lineal, permitiendo la detecciéon de proteinas totales
con una gran sensibilidad. Para utilizar este método, se empled el kit comercial de deteccién de
proteinas BCA protein assay kit (Thermoscientific, 23227) que cosiste en dos soluciones Ay B, siendo A
la que contiene el acido bicinconinico y B el sulfato de cobre. En una placa multipocillo de 96 se
incubaron tanto duplicados de las muestras a cuantificar como de la curva patréon (obtenida a partir de
diluciones seriadas de BSA) con el reactivo del kit durante 30 minutos a 37°C. La lectura de las
muestras se realizé en un lector de placas a 544nm.

Preparacién muestras para Western blot

Una vez cuantificadas las muestras, se prepararon 80pg para ser resueltas mediante electroforesis. Se
mezclaron con tampoén de carga 5X (50% glicerol, 0.08M Tris HCl pH 6.8, 2% SDS, 0.05% azul de
bromofenol, 0.05% v/v B-mercaptoetanol en agua) y se desnaturalizaron por ebullicién durante 5
minutos a 95°C. Seguidamente, las muestras se introdujeron en hielo durante 2 minutos, se
centrifugaron a maxima potencia unos segundos y se almacenaron a -20°C hasta la electroforesis.

Preparacion geles. Electroforesis. Transferencia a membrana.

La separacion de las proteinas se realiz6 en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE) de manera que las proteinas adquieren una relacién carga/masa idéntica y su movilidad en el
gel corresponde Unicamente a su tamafio. El gel concentrador se prepar6 al 4% de acrilamida y el gel
separador a un porcentaje de acrilamida-bisacrilamida suficiente para permitir la separacion de las
proteinas en funcién de su peso molecular.

La electroforesis se realizé6 a 150mA en tampoén de electroforesis (0,25M Tris HCI, 0,2M glicina, 3mM
SDS) y se utilizd un marcador preteflido con un rango de peso molecular de 11 a 245 kDa. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare, 10600001) con una
corriente de 110V durante 1h 45min a 4°C en tampén de transferencia (120mM Tris-HCI, 40mM
glicina, 20% (v/v) metanol).

Incubacién de las membranas con los anticuerpos

Antes de la incubacién de la membrana con los anticuerpos, se realizé el bloqueo de los sitios
inespecificos con BSA al 5% (p/v) en tampon Tris Salino (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.6) con
0,1% Tween20 (TTBS)) durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion. Tras el bloqueo de la
membrana, se incub6 con el anticuerpo primario correspondiente diluido en TTBS durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con TTBS y se incub6 la
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membrana con el anticuerpo secundario-IRDye correspondiente durante una hora a temperatura
ambiente, en oscuridad y agitacion. Después, se hicieron otros tres lavados de 10 minutos con TTBS y
se procedid al escaneo de las membranas con el sistema de imagen LI-COR Odyssey.

Andlisis de las membranas

Los resultados del escaneo se analizaron en el programa Image Studio™ Lite.

13.Analisis estadistico

El andlisis estadistico se efectu6 con el programa GraphPad Prims 8. Todos los ensayos se realizaron
con al menos tres cultivos celulares distintos. La normalidad de los datos se evalué con el test de
normalidad Saphiro-Wilks y la homogeneidad de las varianzas con el test F. Para comparar dos grupos
experimentales se utilizaron los siguientes test estadisticos: muestras normales - varianzas
homogéneas-no pareado: T Test; muestras normales-varianzas no homogéneas-no pareado: T Test con
correccion de Welch; muestras normales-pareado: Ratio paired T test; muestras no normales - no
pareado: Test Mann-Whitney; muestras no normales - pareado: Wilcoxon test; muestras normalizadas:
se utilizé One simple T-Test en caso de muestras normales y One sample -Wilcoxon test en el caso de
muestras no normales.

Para comparar mas de dos grupos experimentales se utilizO0 ANOVA de una via. Para muestras
normales-varianzas iguales-no pareado: ANOVA de 1 via postest Tukey para comparar todas las
condiciones con todas; postest Dunnet para comparar los grupos con el control; muestras normales-
varianzas iguales-pareado: RM ANOVA 1 via con correccidn Geisser-Greenhouse postest Tukey. En el
caso de tener mas de una variable se utiliz6 ANOVA de dos vias con el postest de Tukey para comparar
todas las condiciones entre si o con postest de Sidak para comparar cada variable entre si. Los datos se
representaron como promedio * error estandar de la media (SEM) o como el promedio * rango
intercuartilico en el caso de que las muestras no fueran normales. En todos los anadlisis se ha
considerado como significativo un valor p<0.05. Las probabilidades se han representado como *
cuando p < 0.05, ** p < 0.01 y **p < 0.001.
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1. Las NSCs quiescentes reprimen la expresion de genes relacionados

con la traduccion

El sistema in vitro utilizado en este trabajo se basa en la
induccidén de la quiescencia en cultivos de células madre neurales
hipocamapales (NSCs) con la proteina morfogenética de hueso
BMP4, que se afiade al medio de cultivo durante cuatro dias
(Figura R1A). La adicién de BMP4 activa a los receptores de BMPs
tipo L cascada
sefalizacion que resulta en la fosforilacion y traslocacion de las
proteinas SMAD1/5/8 al ntcleo, las cuales activan el programa
de entrada en quiescencia (Mira et al., 2010).

Estos receptores desencadenan una se
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Figura R1: La sefializacion de BMP4 a través de los receptores de BMP de tipo I induce la entrada en quiescencia de

las NSCs en cultivo.

(A) Esquema del protocolo seguido para inducir quiescencia en NSCs en cultivo. La proteina BMP4 (50ng/ml) se afiade en
presencia del mitégeno FGF2 (10 ng/ml). (B) Imagen confocal de cultivos de NSCs crecidos en monocapa donde se observan
en rojo células en proliferacion (Ki67+). Los nicleos se muestran tefiidos con DAPI. (C) Cuantificacion de la proliferacion de
los cultivos en monocapa medida como % células Ki67+. (D) Ejemplo de histograma de ADN de cultivos en neuroesferas de
NSCs activas y quiescentes medido por tincién con yoduro de propidio y citometria de flujo. (E) Cuantificacién de las fases del
ciclo celular en funcién del contenido de ADN. Los datos de n=3 de cultivos de NSCs activas y quiescentes independientes, se
representan como el promedio + SEM excepto los datos correspondientes a GO/G1 del panel E que se representan como como
la mediana * rango intercuartilico. Test estadisticos utilizados: R1C RM ANOVA 1 via-coreccion de Geisser Greenhouse,
postest Tukey; R1E GO/G1 Wilconxon test; R1E G2/M y S Ratio Paired T test. *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q,

NSCS quiescentes; DHM1, inhibidor del receptor de BMP tipo I.
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En cultivos de NSCs crecidos en monocapa, las células a las que se les habia inducido la quiescencia
mostraron una disminucién de los niveles de proliferacion medidos por inmunofluorescencia para el
marcador de proliferacién Ki67 (Figura R1B, C). Ademas, el bloqueo del receptor de BMPs tipo I con el
inhibidor DMH1 (Hao et al., 2010) impidi6 la entrada en quiescencia (Figura R1B, C).

Por otro lado, en cultivos crecidos en neuroesferas, se corroboré la disminucion de la proliferacién
mediante citometria de flujo utilizando yoduro de propidio como marcador del contenido de ADN. Se
observo que los cultivos de células quiescentes mostraban una menor cantidad de células en fase S del
ciclo celular (Figura R1D, E). En conjunto, los resultados validan estudios previos y demuestran que
BMP4 induce la entrada en quiescencia tanto a cultivos de NSCs hipocampales crecidos en monocapa
como en neuroesferas, reduciendo de forma significativa la proliferacion celular.

2. Las NSCs quiescentes inhiben la etapa de inicio de la traduccion

Se realizé un estudio transcriptémico de todo el genoma mediante chips (microarrays de Affymetrix)
para comparar el perfil de expresion génica de NSCs activas y quiescentes. Se emplearon cultivos de
neuroesferas de NSCs hipocampales tras cuatro dias de tratamiento con o sin BMP4 (Figura R1A). Los
resultados mostraron 1023 genes regulados positivamente en las células activas en comparacién con
1314 regulados también al alza en las quiescentes (Figura R2A). Los analisis de enriquecimiento
funcional por Gene Ontology (GO) y de vias KEGG de los genes diferencialmente expresados
identificaron la traducciéon y el ribosoma como procesos biolégicos altamente regulados en la
transicion de proliferacion a quiescencia (Figura R2A). Los genes de estas categorias se encuentran
ampliamente expresados en las células activas y, por el contrario, inhibidos en las células quiescentes.
Estos datos apuntan a una reduccion de la sintesis proteica en las NSCs quiescentes.

Un analisis mas detallado de las redes de asociaciéon de proteinas con la base de datos STRING (von
Mering et al., 2003) identificé tres grupos principales de genes reprimidos en las NSCs quiescentes
(Figura R2B). Por un lado, los genes que codifican para las subunidades ribosémicas 40S/60S (genes
Rps/Rpl), por otro lado, las sintetasas de aminoacil-tARNs (genes Yars, Lars, etc) y por ultimo los
factores de inicio de la traduccién eucariotas (genes elFs) (Figura R2B). Mediante RT-qPCR se valid¢ la
bajada en la expresion de una seleccion de genes de las tres categorias en muestras independientes de
cultivos de NSCs quiescentes en comparacién con los cultivos proliferantes (Figura R2C, E, G).

Ademas, estos genes representativos de cada categoria se analizaron en los datos de una secuenciacion
masiva de ARN de célula tUnica (sc-RNAseq) de NSCs activas y quiescentes aisladas de la SVZ de
ratones adultos (Llorens-Bobadilla et al, 2015). Esta base de datos distingue entre NSCs activas no
mitdticas (A1), activas mitéticas (A2), quiescentes dormant (Q1) y quiescentes resting (Q2). Los genes
representativos elegidos mostraban un patrén de expresion diferencial entre los estados activos
(A1/A2) y quiescentes (Q1/Q2) (Figura R2D, F, H), respaldando la idea de que la sintesis de proteinas
se encuentra disminuida en las NSCs quiescentes in vivo (Llorens-Bobadilla et al, 2015; Shin etal,
2015). Curiosamente, los genes relacionados con las subunidades ribosomales no solamente se
expresaban diferencialmente entre las NSCs activas y quiescentes sino también entre las dos
subpoblaciones de quiescentes (Q1 y Q2). Las células resting (Q2) mostraban un aumento en la
expresion respecto a las dormant (Q1) (Figura R2D, F, H), lo que refuerza la idea de que el aumento en
la sintesis de proteinas es uno de los primeros eventos que sucede durante la activacién de las NSCs
quiescentes (Llorens-Bobadilla et al., 2015; Shin et al, 2015).
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Figura R2: Las NSCs quiescentes muestran una reduccion de la expresion de genes relacionados con la traduccion.

(A) Esquema del analisis de expresidon génica y enriquecimiento funcional llevado a cabo en cultivos de NSCs activas y
quiescentes crecidos como neuroesferas. (B) Red de interaccién de proteinas analizada mediante STRING. El agrupamiento
se realiz6 en base al algoritmo de Markov. Los nodos o puntos representan las dintintas proteinas. Los colores de las lineas
que unen los distintos puntos simbolizan el tipo de evidencia de la interaccién (azul: base de datos; rosa: experimental; verde:
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vencindad génica; rojo: fusiéon génica; azul oscuro: co-ocurrencia; amarillo: mineria de textos; negro: co-expresion; azul
claro: homologia proteica). Las lineas discontinuas agrupan genes con la misma funcién biolégica. (C, E, G) Cuantificacion de
la validacién de la expresion por RT-qPCR de genes representativos para cada una de las categorias identificadas en muestras
de células activas y quiescentes. (D, F, H) Grafico Violin plot de la expresion de genes representativos obtenidos de los datos
de secuenciaciéon masiva de célula tinica de NSCs en estado A1, A2, Q1 y Q2 de Llorens-Bobadilla et al., 2015. Los datos se
representan como el promedio + SEM de n23 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes. Test estadisticos utilizados:
R2C, E, G T One Sample Test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCS quiescentes.

3. La regulacién de la traduccion en las NSCs quiescentes

La sintesis proteica es un mecanismo con un alto consumo de energia que depende tanto de la
eficiencia de traduccion, entendida como el grado de activacién de la maquinaria traduccional (que se
regula principalmente a nivel de la etapa de incio), como de la capacidad de traduccidn, o contenido de
magquinaria traduccional que posee la célula. Durante la etapa de inicio del proceso de traduccién, se
forma un complejo alrededor de la caperuza 5’ del ARN a traducir, que servira de punto de
reclutamiento del complejo 43S. Una vez unido, este complejo pre-traduccional escanea el ARN, hasta
encontrar el coddn de inicio de la traduccién, donde se forma el complejo 48S. A este complejo 48S se
une la subunidad 60S, dando lugar a los ribosomas 80S, los cuales se desplazan a lo largo del ARN
elongando la proteina hasta que aparece el codén de parada o stop (Figura R3A) (Baser et al., 2017).

La eficiencia de traduccioén se regula principalmente a nivel de la formacién del complejo 43S y la
formacién de una caperuza en el extremo 5’ del ARN. La formaciéon del complejo de inicio de la
traduccién 43S implica a su vez al factor de inicio de la traduccion elF2, el cual regula la formacién del
complejo ternario (elF2-GTP-Met-tARN) y recluta a la subunidad ribosomal 40S para formar el
complejo 43S (Baser et al, 2017). Por otro lado, la formacidén de la caperuza implica a numerosos elFs
que estan regulados por la sefializacion AKT-mTOR, que estimula la sintesis proteica en respuesta a
factores de crecimiento y nutrientes (Figura R3A) (Laplante y Sabatini, 2012).

mTOR, por un lado, inhibe a 4EBP1 (proteina inhibidora de elF4E) de forma que esta proteina libera al
factor de inicio de la traduccién elF4E (proteina de unién a la caperuza). elF4E junto a los factores
elF4A (con actividad helicasa) y elF4G (proteina andamio que une a la subunidad 40S) forman el
complejo elF4F. Este complejo recluta directamente al complejo 43S (Malka-Mahieu et al, 2017). Por
otro lado, mTOR regula la actividad de las quinasas S6K1/2 las cuales por un lado inhiben a la proteina
PDCD4 (proteina inhibidora de elF4A) y por otro lado activan a la proteina elF4B (potencia la
actividad helicasa de elF4A). Ademas, la proteina S6K1/2 activa a la proteina ribosomal S6 (RPS6) que
también favorece la traduccion (Figura R3A) (Lutz et al, 2015). La maquinaria comienza entonces el
escaneo para encontrar el codén de inicio de la traduccién. Tras el reconocimiento, se producen
cambios estructurales que resultan en la hidrdlisis del GTP asociado a elF2 y su consiguiente
disociacion, formando el complejo 48S (Baser et al.,, 2017).

En muestras de cultivos de NSCs activas y quiescentes se evalud la eficiencia de la traduccién mediante
Western blot, analizando los niveles de fosforilaciéon de diferentes factores y quinasas. En un trabajo
colaborativo, realizado dentro de nuestro grupo, encontramos que las NSCs quiescentes tenian un
incremento en la fosforilacion del residuo de serina 51 (Ser51) de la subunidad o de elF2, que impide
el intercambio de GDP por GTP, necesario para reciclar los complejos ternarios y conduciendo a un
arresto global de la traducciéon (Figura R3B, C) (Koromilas, 2015). El incremento de P-elF2a
correlaciona con un aumento de la actividad de su quinasa PERK al analizar la fosforilaciéon en el
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residuo de treonina 980 (Thr980) (la normalizacién se realiz6 respecto a 3 Actina debido a que no se

pudo detectar PERK total por Western blot) (Figura R3D, E).
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Figura R3: La eficiencia del inicio de la
traduccion se encuentra reducida en las NSCs
quiescentes a nivel de formacion del complejo
ternario eIF2-GTP-Met-tARN.

(A) Esquema global del inicio de la traduccién.
Durante esta etapa se identifica el codon de inicio
de la traduccién donde se ensamblaran los
ribosomas 80S. (B) Deteccién por Western Blot
de la fraccion de elF2a fosforilada y por tanto
inactiva (P-elF2a). elF2a total se utiliz6 como
control. (C) Cuantificacién por densitometria de
la inhibicién de elF2a normalizado respecto a
elF2a total. (D) Deteccion por Western Blot de la
fraccion de la quinasa PERK activa (P-PERK), la
cual foforila e inhibe a elF2a. Como control se
utiliz6  B-actina. (E) Cuantificacién  por
densitometria de la activacion de PERK
normalizado respecto a -actina. Datos de By C
obtenidos por la Dra. Laura Garcia Corzo. Los
datos de n=23 de cultivos de NSCs activas y

quiescentes independientes, se representan como el promedio como la mediana * rango intercuartilico. Test estadistico
utilizado One sample-Wilconxon test. P-valor: *<0,05, *¥<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCS quiescentes.

Por otro lado, se analiz6 la actividad de AKT y mTOR. Se observé una disminucion de la actividad de
AKT al analizar la fosforilacién en el residuo de serina 473 (Ser473) (Figura R4A, B, C) y un
incremento de la fosforilaciéon en la Serina 792 (Ser792) de Raptor, la cual reduce la actividad de
mTORC1 (Figura R4D, E, F). Estos datos sugieren que la sefializaciéon AKT-mTOR esta disminuida en
las células quiescentes.
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Ademas, se analizaron las dianas directas de mTOR, 4EBP1 y S6K1, implicadas en la regulacién de la
traduccion. Encontramos un incremento de la fosforilacion de la treonina 37 y 46 (Thr37 y 46) de
4EBP1 (Figura R4G, H) que correlaciona con un incremento de su actividad, inhibiendo por tanto a
elF4E mediante secuestro (Qin et al, 2016). También se analizd la fosforilacion activadora que realiza
mTORC1 en la treonina 389 (Thr389) de S6K1 (Figura R4I). Se observé una tendencia al alza en el
ratio P-S6K1/S6K1 total (Figura R4K) y una reduccién de la expresién de S6K1 total (p=0,02). Sin
embargo, no se encontraron diferencias en los niveles de P-S6K1 normalizados con respecto al
contenido de Actina (Figura R4K). Esto sugeriria que, a pesar de que la cantidad de proteina S6K1 total
presente en las NSCs quiescentes es menor, los niveles totales de proteina activa son similares y, por
tanto, la traduccidn no se veria regulada diferencialmente por esta via en NSCs quiescentes y activas.
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Figura R4: La eficiencia del inicio de la traduccién se encuentra reducida en las NSCs quiescentes a nivel de
formacion de la caperuza 5.

(A) Deteccién por Western Blot de la fraccion de AKT activa (P-AKT). AKT total y 3-actina se utilizaron como control. (B, C)
Cuantificacién por densitometria de la activaciéon de AKT normalizada respecto a AKT total y (-actina, respectivamente. (D)
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Deteccién por Western Blot de la fraccion del complejo mTOR inhibida al analizar la fosforilacién inhibidora en el residuo de
Ser792 de RAPTOR (P-Raptor). Raptor total y B-actina se utilizaron como control. (E, F) Cuantificacién por densitometria de
la inhibicién de Raptor normalizada respecto a Raptor total y B-actina, respectivamente. (G) Deteccién por Western Blot de la
fraccion fosforilada de la diana de mTOR 4EBP1 (P-4EBP1). Esta fosforilacion conduce al secuestro e inhibicion de elF4E.
Como control se utilizaron 4EBP1 total y B-actina. (H) Cuantificaciéon por densitometria de la fosforilacion de 4EBP1
normalizado respecto a 4EBP1 total. (I) Deteccién por Western Blot de la fraccién activada de la diana de mTOR S6K1 (P-
S6K1). S6K1 total y B-actina se utilizaron como control. (J, K) Cuantificacién por densitometria de la fosforilaciéon sobre S6K1
normalizado respecto a S6K1 total y B-actina, respectivamente. Datos de G y H obtenidos por la Dra. Laura Garcia Corzo. Los
datos se representan como el promedio = SEM de nz3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes. Test estadistico
utilizado: One sample T Test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCS quiescentes

Asi pues, la evaluacién de los niveles proteicos de P-elF2a y P-4EBP1 indica una reduccién en la
eficiencia de inicio de la traduccion a través de la formacién del complejo ternario y de la formacién de
la caperuza en las células quiescentes. En conjunto, los datos muestran una reduccién de la traduccién
tanto a nivel de la represidn de la expresion de genes relacionados con este proceso (Figura R2) como
también a nivel de actividad proteica (Figuras R3 y R4), evidenciando una disminucidn de la eficiencia
de traduccién cuando las NSCs entran en quiescencia.

4. Las NSCs quiescentes presentan menor sintesis proteica

Los datos de array y Western blot sugieren una disminucién de la expresién y de la actividad de la
magquinaria de traduccién en las NSCs quiescentes in vitro. Se decidié comprobar, a nivel funcional, si
la sintesis global de proteinas efectivamente estaba reprimida.

Para ello, se realiz6 un ensayo con O-propagil-puromicina (OPP), un analogo de la puromicina que se
incorpora en las proteinas recién traducidas. Mediante una reaccién de “clic” entre un fluoréforo y
OPP, las proteinas modificadas se pueden visualizar por microscopia y cuantificar por andlisis de
imagen. Como control del ensayo, se utilizé cicloheximida (CHX) que inhibe la sintesis proteica. Los
resultados mostraron una reduccién de la incorporacién de OPP en las células quiescentes in vitro
(Figura R5A, B).
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Figura R5: La sintesis proteica esta reducida en las NSCs quiescentes.

(A) Imagenes de microscopia de fluorescencia representativas de los experimentos de OPPuro. Cultivos de A y Q NSCs se
trataron con OPP que se incorpora a las proteinas de nueva sintesis (rojo). Como control, cultivos de A y Q NSCs se trataron
con el inhibidor de la traduccién cicloheximida (CHX). La tincién nuclear con DAPI se muestra en azul. (B) Cuantificacién de
la fluorescencia en los cultivos sin tratar y tratados con OPP + CHX. Los datos se representan como el promedio + SEM de n=3
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de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes. Test. estadistico utilizado: ANOVA de 2 vias, postest Tukey. P-valor: *<0,05,
**<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCS quiescentes

En una primera aproximacion para trasladar los resultados in vitro a un modelo mas cercano al in vivo,
se decidid utilizar la tecnologia MACs de Miltenyi para aislar mediante anticuerpos conjugados a bolas
magnéticas las NSCs del hipocampo de ratones posnatales. Se aislaron células de animales wild type de
3 y 21 dias de edad en base al marcador GLAST, que permite aislar conjuntamente células madre
neurales de la SGZ del giro dentado (NSCs radial glia-like, RGLs) y astrocitos (Figura R6A). Basandonos
en la literatura, a dia posnatal 3 (P3) las células madre se encontrarian proliferando mientras que a dia
posnatal 21 (P21) ya habrian entrado en quiescencia (Berg et al,, 2019).

A B
Disgregacion e,
mecanicay ®

enzimatica

¢
(@] ) ° @ Separacion

DAPI

KI67

| magnética
P3y P21 o
<
[5) @)
D
GLAST @9 ¢
GLAST* ] 04/ N
Ensayos OPP 3
© D E F
(% 100 . 100 . 60 | o
. . ‘;'é . 100 . + .
) ) 0 @ X 40
© 60| T T s 601 << ‘s o y
% oo o 1. = 20 60 { S
% ; ° 5 & ©
3 Q ° N 1 \g 20 |
:‘\’; 20 NS 20 | A 20 | S "
_— _— —_tT r— T -
P3 P21 P3 P21 P3 P21 P3 P21
DAPI H

5 *kk

3]

G
P3
P21

Intensidad interada
OPPuro

. S5 2{ s
't
1_
- h I—_—
50um P3 P21

Figura R6: Las células GLAST+ aisladas del hipocampo de animales de 21 dias muestran una reduccion en la
proliferacion y en la sintesis proteica en comparacion con las aisladas de animales de 3 dias.
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(A) Esquema del proceso de aislamiento de células GLAST a partir de hipocampo. Se realiza una separacién magnética del
tejido disgregado mediante la tecnologia MACs de Miltenyi que permite obtener una fraccién enriquecida en células GLAST*.
(B) Imdagenes representativas de inmunotinciones de células aisladas de animales de 21 dias para los marcadores
GLAST/Sox2 y GLAST/Ki67. (C) Cuantificacidn del porcentaje de células GLAST+ en la fraccion GLAST+* obtenida mediante
aislamiento magnético a partir de hipocampos de animales de 3 y 21 dias. (D) Cuantificaciéon del porcentaje de células Sox2+
en la fraccion GLAST+ obtenida mediante aislamiento magnético a partir de hipocampos de animales de 3 y 21 dias. (E)
Cuantificaciéon del porcentaje de células GLAST*/Sox2+* en la fracciéon GLAST* obtenida mediante aislamiento magnético a
partir de hipocampos de animales de 3 y 21 dias. (F) Cuantificacién del porcentaje de células Ki67+ en la fraccion GLAST*
obtenida mediante aislamiento magnético a partir de hipocampos de animales de 3 y 21 dias. (G) Imagenes representativas
de confocal de los experimentos de OPP. Células aisladas mediante aislamiento magnetico de hipocampos de animales de 3 y
21 dias se trataron con OPP que se incorpora a las proteinas de nueva sintesis. (H) Cuantificacion de la fluorescencia de OPP.
en la fraccién GLAST+ obtenida mediante aislamiento magnético a partir de hipocampos de animales de 3 y 21 dias. Los datos
se representan como el promedio + SEM, excepto los datos correspondientes al panel F y H que se representan como como la
mediana #* rango intercuartilico, de n=3 de aislamientos magnéticos independientes de A NSCs y Q NSCs. En los ensayos de
OPP se analizaron al menos 15 células por condicidn y experimento. Test estadisticos utilizados: T Test excepto para R6F y
R6H que se utilizo6 Mann Whitney test. P-valor *<0,05, **<0,01, ***<0,001. P3, células aisladas de animales de 3 dias. P21,
células aisladas de animales de 21 dias.

La caracterizacién por inmunocitoquimica de las células GLAST* aisladas con esta tecnologia de
animales de P3 y P21 (Figura R6B), no mostré diferencias en cuanto al porcentaje de células GLAST+
(Figura R6C), Sox2+ (Figura R6D), y GLAST*Sox2* (Figura R6E) entre las dos edades. Sin embargo, se
observo una diferencia en el estado proliferativo de estas células medido con Ki67. Las células aisladas
de animales de 21 dias mostraban una menor tasa de proliferacién en comparacién con las células
aisladas de ratones de 3 dias (Figura R6F). El ensayo de OPP en las células GLAST+ aisladas de
animales de 3 y 21 dias mostr6 una reduccidn significativa en la sintesis de proteinas en las células de
21 dias, que se encontraban mayoritariamente fuera de ciclo (Figura R6G, H).

En conjunto, los datos de expresion génica y de OPP muestran una mayor sintesis de proteinas en las
células activas en comparacién con las células quiescentes tanto en el sistema in vitro como en las
células aisladas del hipocampo de raton en distintas edades de la etapa posnatal.






Capitulo Il. Regulacion de |la autofagia en cultivos
de células madre neurales adultas quiescentes.
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1. El contenido proteico en forma de agregados esta incrementado en

las NSCs quiescentes.

Como se ha descrito en el capitulo I, las NSCs quiescentes tienen reducida la sintesis de proteinas. Sin
embargo, y de forma inesperada, el andlisis del contenido proteico total de las NSCs quiescentes
mostré niveles mas elevados en comparacion con las NSCs activas, al medirlo en lisados celulares
mediante el ensayo colorimétrico BCA (Figura R7A). Quisimos averiguar si el aumento en contenido
proteico correlacionaba con un incremento en la acumulacién de agregados proteicos. Para ello,
empleamos el reactivo comercial Proteostat, un rotor molecular que permite detectar de forma
cuantitativa la presencia de agregados de proteinas en las células. Cuando estd en solucidn, el
compuesto rota libremente alrededor de un enlace central y no emite fluorescencia. Por contra, en
presencia de agregados proteicos el compuesto se intercala en las estructuras en hoja beta de tipo
amiloide caracteristicas de las proteinas agregadas, lo que inhibe la rotacién de la molécula y conduce

a un aumento en la fluorescencia (Figura R7B).
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Figura R7. Las Q NSCs muestran un incremento
en el contenido proteico en forma de
agregados .

(A) Cuantificacién del contenido proteico total en
cultivos de NSCs activas y quiescentes (mg
proteina/ 106 células) medido con el kit BCA. El
dato se expresa normalizado en fold con respecto
al contenido de las NSCs activas. (B) Esquema del
funcionamiento del reactivo comercial Proteostat.
(C) Iméagenes de confocal de cultivos de NSCs
crecidos en monocapa donde se observan en rojo
los agregados proteicos (Proteostat). Los ntcleos
se muestran tefiidos con DAPIL. (D) Esquema de la

induccidn y reversién del estado de quiescencia. La proteina BMP4 (50 ng/ml) se aflade en presencia del mitégeno FGF2 (10
ng/ml) para inducir la quiescencia, y se retira para que las NSCs se activen. (F) Cuantificacidn del los agregados proteicos de
los cultivos crecidos en esferas a 4 y 8 dias de induccién de la quiescencia. Cuantificacién de los agregados proteicos tras la
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reversion de la quiescencia. Los datos se representan como el promedio + SEM de n23 de cultivos de A NSCs y Q NSCs
independientes. En R7E se cuantificaron un minimo de 15 células por experimento y condicién. Test estadistico utilizado:
R7A one sample T test. R7F dia 4 Ratio Paired T test y R7F dia 8 RM-ANOVA 1 via-post test Tukey. P-valor: *<0,05, **<0,01,
*#%<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCs quiescentes.

Como se muestra en la Figura R7C, empleando la tincién con Proteostat pudimos demostrar que los
niveles de agregados proteicos citoplasmaticos eran significativamente mas altos en las NSCs
quiescentes. Estos agregados se acumulaban en las NSCs la quiescencia tanto a cuatro dias como a
ocho dias desde la induccién de la quiescencia (Figura R7E). Por otro lado, la reversién del estado de
quiescencia en sistema de neuroesferas (Figura R7D) redujo los niveles de agregados proteicos (Figura
R7E), sugiriendo que la activaciéon de las NSCs quiescentes consigue movilizar dichos agregados. Por
tanto, los resultados indican que la acumulacién de proteinas en forma de agregados que muestran las
células quiescentes es transitoria y dependiente del estado celular.

2. La maquinaria autofagica se encuentra incrementada en las NSCs
quiescentes.

Los resultados anteriores sugieren que las células quiescentes pueden tener alguna via de degradacion
de proteinas afectada, lo que explicaria la acumulacién de agregados proteicos que poseen. Con el
objetivo de evaluar si las principales vias de degradacion de proteinas (proteasoma y autofagia-
lisosoma) estaban alteradas en las NSCs quiescentes, se evalud tanto la actividad quimiotripsina del
proteasoma como los niveles de los marcadores autofagicos LC3 y p62/SQSTM1 y el marcador
lisosomal Lamp?2.

Actividad del proteasoma.

El proteasoma es un complejo proteico multicatalitico que degrada proteinas intracelulares
principalmente poliubiquitinadas. Consta de wuna subunidad 20S catalitica con actividad
quimiotripsina, tripsina y caspasa, y dos subunidades reguladores 19S que van a unir los sustratos a
degradar (Thibaudeau y Smith, 2019). La actividad quimiotripsina asociada al complejo 20S del
proteasoma se midié en células crecidas en monocapa con el kit Proteasome 20S Activity Assay Kit, el
cual contiene un sustrato fluorogénico que emite una fuerte sefial fluorescente cuando es degradado
por el proteasoma. Como control, se utilizd6 el compuesto MG132 (MG) que inhibe la actividad
quimiotripsina del proteasoma. Por ello, la actividad quimiotripsina del proteasoma se evalu6 como la
diferencia entre la actividad basal de las células y la actividad cuando las células son tratadas con el
inhibidor MG. Los resultados no mostraron diferencias de actividad entre la NSCs activas y quiescentes
(Figura RBA), lo que sugiere que las células poseen una actividad similar de esta ruta catabdlica.

Marcadores autofagicos.

La maquinaria autofagica y lisosomal se evalud con LC3II, p62 y Lamp2. LC3II es un excelente
marcador de estructuras autofagicas que nos permite medir el flujo autofagico en combinacién con
inhibidores de la autofagia. Sin embargo, los niveles de p62 son dependientes del tipo celular y del
contexto especifico y por ello, se recomienda utilizar p62 en combinacién con otros marcadores que
monitoricen el flujo autofagico (Mizushima y Yoshimori, 2007).
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Mediante Western blot de lisados proteicos de NSCs activas y quiescentes, se evaluaron de forma
cuantitativa los niveles tanto de LC3II, que forma parte de las vesiculas autofagicas, como de p62, que
esta implicado en el reclutamiento de los cargos a degradar. Los resultados indicaron que, de manera
basal, las células quiescentes poseen una mayor cantidad de LC3II (Figura R8B, C) y p62 (Figura R8G).
El marcador p62 también se analiz6 mediante inmunofluorescencia en cultivos de células fijadas
(Figura R8D), midiendo la intensidad integrada de la sefial de p62 (Figura R8E) y el nimero de puncta
p62+ (Figura R8F). Los resultados obtenidos muestran una tendencia al alza que apoya los datos
obtenidos previamente mediante Western blot.

Por otro lado, el analisis por inmunofluorescencia de los niveles de Lamp2, que se localiza en los
lisosomas, mostré un cimulo de contenido lisosomal en las células quiescentes en comparacion con las
activas, aunque el aumento no alcanzé a ser significativo (Figura R8H, I).
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Figura R8. Las NSCs quiescentes presentan un incremento de proteinas que forman parte de las vesiculas autofagicas
y lisosomas.

(A) Cuantificacién de la actividad quimiotripsina del proteasoma utilizando como control el inhibidor de dicha actividad
MG132 (MG) a 10uM durante 90 minutos. (B, C) Cuantificacién por densitometria de Western blot de LC3II normalizado
respecto a -actina y LC3], respectivamente (Membrana en la figura R9). (D) Imagen confocal de cultivos de NSCs crecidos en
esferas donde se observa en rojo p62. Los nucleos en azul se muestran teflidos con DAPI. (E, F) Cuantificaciéon de la
fluorescencia y los puncta de p62 por célula, respectivamente. (G) Cuantificacidén por densitometria de Western blot de p62
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normalizado respecto a $-actina (membrana en la figura R9). (H) Imagen confocal de cultivos de NSCs crecidos en esferas
donde se observa Lamp2 en verde. Los nucleos en azul se muestran tefiidos con DAPI. (I) Cuantificacién de la fluorescencia
de Lamp2 por célula. Los datos de n=3 experimentos con cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el
promedio + SEM excepto R8I que se representa como la mediana # rango intercuartilico. En R8E, R8F, R8H y R8I se
cuantificaron un minimo de 15 células por experimento y condicién. Test estadistico utilizado: RBA ANOVA de 2 vias-post test
Tukey. One sample T para R8B,CE,F,G utilizando como datos el promedio de cada experimento. One sample-Wilcoxon Test
para R8I, utilizando como datos el promedio de cada experimento. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q,
NSCs quiescentes.

El flujo autofagico se refiere al proceso que abarca desde la formaciéon del autofagosoma, el
reclutamiento de los cargos, la entrega al lisosoma y su posterior degradaciéon (Klionsky et al, 2016).
El flujo autofagico se define como una medida de la actividad de degradacion autofagica. Los niveles de
los marcadores LC3Il y p62 en un determinado momento no indican el flujo autofagico, sin embargo, la
acumulacion de estos marcadores en presencia de inhibidores lisosomales permite inferir el flujo
autofagico (Loos et al., 2014). La conversidn del LC3I a LC31I también puede ser utilizado como medida
para inferir el flujo aunque no siempre es la forma mas correcta y se recomienda analizar la cantidad
total de LC3II (Mizushima y Yoshimori, 2007).

En este trabajo se utilizé un inhibidor de la V-ATPasa, la Bafilomicina A1, que provoca un incremento
del pH lisosomal/vacuolar e impide la fusién del lisosoma y el autofagosoma, y que resulta en una
acumulacion de autofagosomas (Klionsky etal, 2016). El andlisis estadistico del flujo autofagico
mediante de ANOVA de dos vias de los niveles de LC3II y p62 obtenidos mediante Western blott en
muestras de NSCs activas y quiescentes tratadas con Bafilomicina A1, mostro6 que el factor tratamiento
(Baf) y el factor estado celular (NSCs activas/ NSCs quiescentes) poseen un efecto significativo. Sin
embargo, la interaccion entre tratamiento y estado celular no fue significativa (Figura R9A, B, D, E). La
representacién de los ratios de LC3II/actina y p62/actina normalizado a la condicién celular no
tratada con el inhibidor (Figura R9A, C y Figura R9D, F, respectivamente) mostr6 el efecto del
tratamiento sin encontrar diferencias entre NSCs activas y quiescentes.

En conjunto, estos resultados indican que los componentes de la via de la autofagia-lisosoma estan, de
manera basal, incrementados en las células quiescentes. Sin embargo, el flujo autofagico se mantiene
constante.

3. Las NSCs quiescentes muestran un incremento en autofagosomas.

Para evaluar con mas detalle la transicién de autofagosomas a autolisosomas en las NSCs activas y
quiescentes utilizamos el sensor en tindem pRFP-GFP-LC3 (Kaizuka et al., 2016), el cual expresa una
proteina roja fluorescente (RFP) y una proteina verde fluorescente (GFP) sensible a pH fusionadas a
LC3. Este sensor permite identificar los autofagosomas como puncta verdes y rojos (amarillos),
mientras que los autolisosomas se observan tnicamente como puncta rojos al haber perdido la sefial
GFP (Figura R10A).

La electroporaciéon del plasmido pRFP-GFP-LC3 en NSCs activas y quiescentes, y el andlisis de los
puncta RFP*GFP+, mostré que las células quiescentes tienen una mayor cantidad de punctas LC3. En
algunas células electroporadas se observo una sefial fluorescente aberrante en el ntcleo celular, no
obstante, los puncta se analizaron en el citoplasma celular. Por otro lado, se corroboré que el flujo
autofagico es el mismo entre células activas y quiescentes, al no encontrar diferencias en la
acumulacion de autofagosomas tras el tratamiento con Bafilomicina A1 (Figura R10B).



Resultados §j| 81

Este experimento también permiti6 comprobar que los lisosomas eran aparentemente funcionales.
Tanto en NSCs activas como quiescentes se localizaron puncta RFP*GFP-, en los que la sefial GFP se
habria perdido debido al pH &cido de los lisosomas. Sin embargo, después del tratamiento con BAf A1l
que impide la fusién de los autofagosomas con los lisosomas, los puncta RFP*expresaban también
GFP+ (Figura R10C). Estos resultados apoyaron nuestra hipdtesis de que los componentes y
estructuras autofagicas estan incrementados de manera basal en las células quiescentes y es funcional.
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Figura R9. El flujo autofagico no se encuentra afectado en las NSCs quiescentes.

(A) Deteccion por Western Blot de LC3 en muestras de NSCs activas y quiescentes tratadas durante 6h con BafA1 100uM. 3-
actina se utiliz6 como control. (B) Cuantificacién por densitometria de los niveles de LC3II normalizados respecto a -actina.
(C) Representacion de los niveles de LC31I/actina normalizado a la condicién celular no tratada con BafA1l. (D) Deteccién por
Western Blot de p62 en muestras de NSCs activas y quiescentes tratadas durante 6h con BafA1 100uM. B-actina se utilizé
como control. (E) Cuantificacién por densitometria de los niveles de p62 normalizados respecto a {-actina. (F)
Representacion de los niveles p62/actina normalizado a la condicién celular no tratada con BafAl. Los datos de n=3 de
cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el promedio + SEM. Test estadistico utilizado: ANOVA 2
vias-postest Tuckey. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Baf A1, Bafilomicina A1; A, NSCs activas; Q, NSCs quiescentes.
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Figura R10. Las células quiescentes presentan un incremento en el niimero de autofagosoma.

(A) Esquema del funcionamiento del sensor pRFP-GFP-LC3 tras la electroporacién del plasmido en NSCs activas y
quiescentes. Tras la electroporacion del plasmido, las células expresan la proteina roja y verde fluorescente fusionada a LC3II.
Cuando los autofagosomas se fusionan con el lisosoma se acidifican y pierden la sefial GFP. (B) Cuantificaciéon de
autofagosomas (puncta GFP+/RFP+) en células tratadas con BafA1 100uM durante 6h. (C) A la izquierda, imagen confocal de
cultivos de NSCs activos y quiescentes electroporados con el plasmido y tratados con Bafilomicina A1 donde se observan
puncta verdes y/o rojos. Los nicleos se muestran teflidos con DAPI (azul). A la derecha, histograma de intensidad de
fluorescencioa en unidades arbitrarias (ua) correspondiente a la linea trazada sobre las imagenes de confocal. Los picos rojos
corresponden a la fluorescencia de los autolisosomas, mientras que los picos verdes y rojos corresponden a autofagosomas.
Los datos de n=3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el promedio + SEM. Test estadistico
utilizado: ANOVA 2 vias- postest Tukey. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. BafA1, Bafilomicina A1; A, NSCs activas; Q, NSCs
quiescentes

4. Las NSCs quiescentes tienen un incremento en la expresion de genes
relacionados con la via de la autofagia-lisosoma.
Tras validar a nivel de marcadores proteicos y celulares que la autofagia estd incrementada en las

NSCs quiescentes, se realizé un analisis de expresion de los genes implicados en esta via de
degradacién proteica. Se utilizaron datos previos disponibles en el laboratorio de un microarray de
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expresion (Array) y de una secuenciacion masiva del ARN (RNAseq), ambos obtenidos a partir de
cultivos celulares de NSCs activas y quiescentes.

Este estudio mostré genes diferencialmente expresados relacionados con la via de la autofagia-
lisosoma al utilizar los términos GO: macroautofagia (0016236) (Figura R11A) y lisosoma (0005764)
(Figura R11B). Tanto los datos de Array como los del RNAseq, mostraron que las NSCs quiescentes
tienen una mayor expresion de genes implicados en la via autofagia-lisosoma. Parte de los genes
identificados fueron comunes a ambos conjuntos de datos (Figura R11D). Mediante RT-qPCR se
validaron algunos de los genes que mostraban una expresién diferencial, utilizando ARN de muestras
independientes, corroborando asi los resultados del Array y del RNAseq (Figura R11C). Los resultados
en conjunto indicaron que las NSCs quiescentes muestran un enriquecimiento en la activacion de la via
autofagia-lisosoma en comparaciéon con las NSCs activas independientemente de la herramienta
utilizada para analizar los cambios de expresion génica (Figura R11D).
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Figura R11: Las células quiescentes presentan un enriquecimiento en la expresion de genes de la via autofagia-
lisosoma.

(A,B) Mapas de calor correspondientes a los niveles de expresiéon en cultivos de NSCs de los genes englobados en los
términos GO Lisosoma (GO: 0005764) y GO Macroautofagia (GO: 0016236), respectivamente. Los mapas de calor se
elaboraron a partir de los datos obtenidos por el grupo de una secuenciacion masiva (RNAseq) y un microarray de expresion
génica (Array) de cultivos de NSCs activas y quiescentes. Los colores oscuro y claro representan la maxima y minima
expresion del gen respectivamente. (C) Validacion por RT-qPCR de la expresion diferencial de genes comunes para los dos
analisis en muestras independientes. (D) Diagramas de Venn que identifican genes comunes al andlisis de RNAseq y Array
que se encuentran regulados diferencialmente en NSCs activas y quiescentes. Los datos de n=3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs
independientes se representan como el promedio + SEM excepto R11C TSC1 que se representa como la mediana # el rango
intercuartilico. Test estadistico utilizado: One sample T test excepto para R11C TSC1 que se utiliz6 One sample T test-
Wilcoxon test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCs quiescentes

5. AMPK activa la via de la autofagia en las NSCs quiescentes.

Tas validar que la via autofagica esta incrementada en las NSCs quiescentes tanto a nivel de expresion
de génica como de proteinas, quisimos evaluar la regulacién de las primeras etapas de la via. La
autofagia es un proceso secuencial, y su induccién esta regulada por la activaciéon del complejo ULK1-
Atg13-FIP200-Atg101. El complejo ULK1 a su vez esta controlado por la quinasa AMPK y por mTOR.
AMPK es un complejo catalitico fundamental en la activacién de la autofagia que actiia como sensor del
nivel energético de la célula (Hardie y Carling, 1997). Esta formado por las subunidades cataliticas a1
y a2 y las subunidades reguladoras 1, 32, y1,v2,y y3.

Tanto en los datos del Array como en los del RNAseq, se observé un incremento generalizado de la
expresion de los genes que codifican para las distintas subunidades de AMPK (Prkal, Prkaa2, Prkab1,
Prkab2, Prkag1, PrkagZ2, Prkag3) (Figura R12A). Estos resultados se validaron mediante RT-qPCR en
ARN extraido de muestras independientes y se observdé una mayor expresion a nivel de ARN
mensajero de los genes que codifican para las subunidades a1, 31, B2 y Y2 y una tendencia al alza para
las demas subunidades (Figura R12B).
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Figura R12: Las células NSCs quiescentes muestran una mayor activacion de AMPK.

(A) Mapa de calor de la expresion de los genes que codifican para las distintas subunidades de AMPK. Los mapas de calor se
elaboraron a partir de las rpkm de la secuenciacién masiva (RNAseq) y de los datos obtenidos un microarray de expresion
(Array) de cultivos de NSCs activas y quiescentes. Los colores oscuro y claro representan la maxima y minima expresién del
gen respectivamente. (B) Validacién por RT-qPCR de la expresion de los genes que codifican para las distintas subunidades
de AMPK. (C) Deteccién por Western Blot de la fraccién de AMPK activa (P-AMPK). AMPK total y $-actina se utilizaron como
control. (D, E) Cuantificacién por densitometria de la activacién de AMPK normalizada respecto a AMPK total y f3 actina,
respectivamente. Los datos de n23 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el promedio + SEM
excepto R12B Prkag3 que se representa como la mediana # el rango intercuartilico. Test estadistico utilizado: One sample T
test excepto para R12B Prkag3 que se utiliz6 One sample T test-Wilconxon test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs
activas; Q, NSCS quiescentes.

La actividad de AMPK se evalué mediante Western blot en extractos proteicos de cultivos de NSCs
activas y quiescentes, utilizando un anticuerpo que detectaba la forma activa de las subunidades aly
a2 por fosforilacién en la treonina 172 (Thr172). El analisis mostro niveles mas elevados de P-AMPK
(Thr172) tanto al normalizar frente a los niveles de AMPK total como de actina, indicando una mayor
actividad de AMPK en las NSCs quiescentes (Figura R12C, D, E). Esto sugiere que el aumento de la
autofagia podria estar regulado por la activacién de AMPK.

La induccion de la autofagia implica la activacidon del complejo ULK1, que es regulado por AMPK de
manera directa mediante la fosforilacion en la Serina 555 (Ser555) (Figura R13A). En las NSCs
quiescentes se observé un aumento de la fosforilacion activadora en la Ser555 de ULK1, que activa al
complejo ULK1 (Figura R13B, C, D). Por otro lado, AMPK también fosforila a RAPTOR en el residuo de
Serina 792 (Ser792) para inhibir su funcién. En las células quiescentes encontramos un incremento en
la fosforilacidon inhibidora sobre la Ser792 de RAPTOR, la cual inhibe al complejo mTORC1 (Figura
R4D, E, F).
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Figura R13: El aumento de la maquinaria autofagica podria estar regulado por la activacion de AMPK.

(A) Esquema de la induccién de la autofagia. AMPK activa a mTOR a la vez que inhibe a mTOR C1 para promover la activacién
de la autofagia. (B, C) Cuantificacién por densitometria de la activacién de ULK1 normalizada respecto a ULK1 total y {3 actina,
respectivamente. (D) Deteccién por Western Blot de la fraccién de ULK 1 activa (P-ULK1 Ser 555). ULK1 total y B-actina se
utilizaron como control. (E) Cuantificacién por densitometria de la inhibicion P-ULK1 Ser 757 normalizada respecto a 3
actina. (F) Deteccidn por Western Blot de la fracciéon de ULK1 inhibida por el complejo mTOR (P-ULK1 Ser 757). 3-actina se
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utilizaron como control. Los datos de n=3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el promedio *
SEM excepto R13D que se representa como la mediana # el rango intercuartilico. Test estadistico utilizado: One sample T test
excepto para R13D que se utiliz6 One sample T test-Wilconxon test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q,
NSCs quiescentes.

Por ultimo, se sabe que el complejo mTORC1 regula al ULK1 mediante una fosforilacién inhibidora en
la Serina 757 (Ser757). Sin embargo, no encontramos cambios en la regulacién de esta fosforilaciéon en
las NSCs quiescentes (Figura R13E, F). En conjunto, estos resultados sugieren que el incremento en la
magquinaria autofagica en las NSCs quiescentes podria estar relacionado con una mayor actividad de
AMPK.

Ademas, AMPK regula de manera directa diferentes rutas metabodlicas como son la sintesis de
proteinas, la sintesis de acidos grasos y el metabolismo de la glucosa (Herzig y Shaw, 2018). En el caso
del metabolismo de lipidos, AMPK regula sus dianas directas Acetil-CoA calboxilasa 1 y 2 (ACC1 y
ACC2). La fosforilacién de ACC por AMPK en el residuo de serina 79 (Ser79) inhibe su actividad y por
tanto la produccién de Malonil-CoA. Este compuesto es necesario para la sintesis de acidos grados, por
lo que su reduccion favorece la $-oxidacidn de los acidos grasos por carnitina palmitoil transferasa 1
mitocondrial (CPT1) (Figura R14A). Se ha descrito que las células quiescentes poseen unos altos
niveles de CPT1 activo resultando en un aumento de la (3-oxidacién de los acidos grasos (Knobloch
etal,2017).
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Figura R14: El aumento de B-oxidacion descrito en las células quiescentes correlaciona con una disminucién en ACC.

(A) Esquema de regulacién de la sintesis y 3-oxidacion de los acidos grasos. Se ha descrito que la activacion de AMPK produce
la inhibicién de ACC, que resulta en una diminucién de los niveles de Malonil-CoA y a su vez en la activacion de la $-oxidacién.
Figura adaptada de (Lipovka y Konhilas, 2015). (B) Deteccién por Western Blot de la fraccién de ACC activa (P-ACC). ACC
total y B-actina se utilizaron como control. (C, D) Cuantificacion por densitometria de la activaciéon de ACC normalizada
respecto a ACC total y B-actina, respectivamente. (E) Cuantificacion por densitometria de ACC total normalizado respecto a -
actina, Los datos de n=3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el promedio + SEM excepto
R13D que se representa como la mediana * el rango intercuartilico. Test estadistico utilizado: One sample T test excepto para
R14D que se utiliz6é One sample T test-Wilcoxon test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q, NSCs quiescentes.
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Por ello, se decidié evaluar la fosforilacion inhibidora de la Ser79 de ACC por Western blot (Figura
R14B). La comparacion entre NSCs activas y quiescentes, no mostr6 diferencias en el ratio proteina
fosforilada/proteina total (Figura R14C), lo que sugiere que AMPK no estaria inhibiendo a ACC por
esta via de forma diferencial en las NSCs activas y quiescentes. Sin embargo, las células quiescentes,
parece tener una menor cantidad de proteina ACC tanto fosforilada como total, al normalizada con
respecto a Actina (Figura R14D y 4E), lo que podria reducir los niveles de Malonil-CoA. Una reducciéon
de Malonil-CoA produciria un aumento de la oxidacion de acidos grasos, una caracteristica de las NSCs
quiescentes (Llorens-Bobadilla et al., 2015; Shin et al,, 2015).

6. La autofagia juega un papel en la regulacion de la entrada y salida de
la quiescencia.

Con el objetivo de discernir si la autofagia tiene un papel directo en la activaciéon de las NSCs, se
disenaron varios experimentos de inhibicién o activacién de la autofagia en cultivos de NSCs
quiescentes. Las NSCs fueron cultivadas in vitro durante 4 dias con BMP4 para inducir la quiescencia y
tras ese periodo se retir6 la BMP4. Las células se trataron con los fArmacos de interés y se analiz6 su
reentrada en ciclo. Por un lado, se determiné el porcentaje de nucleos Ki67+ mediante
inmunofluorescencia a las 16h o 48h. Por otro lado, se analiz6 el nimero total de células del cultivo
por recuento directo de las mismas y la viabilidad celular mediante una tincién con azul de tripano a
las 48h.

La activacion de las células quiescentes fue mayor cuando se bloqued la autofagia dos horas antes de
iniciar la reversion de la quiescencia con 50nM de Bafilomicina A1 (Figura R15A). A pesar de que a las
48h la viabilidad se veia reducida con el tratamiento 5

(Figura R15E), se observé un aumento en el nimero 2h 50nM BafA1 (| Autofagia)

de células medidas con azul de tripano (Figura R15D)
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Figura R15: El bloqueo de la autofagia promueve una mayor activacion de las células NSCs quiescentes.
(A) Esquema del experimento de reversion. Las células se trataron dos horas con Bafilomicina A1 50nM y se indujo la
reversion del estado de quiescencia en sistema de cultivo adherido. (B) Imagen confocal de cultivos de NSCs 16 horas
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después de haber revertido la quiescencia por eliminacién de BMP4. En rojo se observan células en proliferacion (Ki67+). Los
nucleos se muestran tefiidos con DAPI (azul). (C) Cuantificacidn de la proliferacién de los cultivos en medida como % células
Ki67+a las 16 horas de la reversion. (D) Cuantificacién del nimero de células total en los cultivos mediante recuento en
campo claro a las 48 horas de reversion. (E) Andlisis del porcentaje de células viables determinado mediante tincién con azul
de tripano a las 48horas de la reversion. Los datos de n=3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan
como el promedio + SEM. Test estadistico utilizado: One sample T test P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A, NSCs activas; Q,
NSCs quiescentes.

Por otro lado, se realizaron experimentos de activacién de la autofagia utilizando Fenformina. Este
farmaco incrementa la actividad de AMPK mediante el aumento de AMP citosélico (Zhang et al., 2007).
Mediante Western blot de extractos proteicos de NSCs en proliferacion, se evalué que un tratamiento
con 5mM de Fenformina activaba AMPK al analizar la fosforilaciéon activadora en la Thr172 (Figura
R16A, B, C). Al contrario de lo que sucedia con el tratamiento con Bafilomicina A1, un tratamiento
previo a la reversién de las células quiescentes con 1mM de Fenformina (Figura R16D) redujo la
activacion de las células quiescentes, medida mediante inmunofluorescencia para Ki67 a las 48h
(Figura R16E, F). También se observ6 una reduccién en el niimero total de células (Figura R16G), sin
embargo, la viabilidad medida con azul de tripano no se vio afectada.

Por ultimo, se disefié un segundo experimento para tratar de activar AMPK, incubando las células en
un medio minimo (HBSS) (Figura R16D). A pesar de observar una disminucién en el nimero de células
a las 48 horas del tratamiento (Figura R16K), con este protocolo no se confirmé la reducciéon de la
entrada en ciclo medida mediante el analisis de células Ki67+ (Figura R16], J), aunque se observé una
ligera reduccion en la viabilidad (Figura R16L).

Los resultados de experimentos funcionales muestran que la modulacion de la autofagia con
tratamientos activadores e inhibidores afecta a la activacion de las NSCs, lo que sugiere que la
autofagia tiene un papel en la regulacion del ciclo celular, controlando la entrada y salida de
quiescencia.

7. Papel de EGFR en la regulacion de la entrada y salida de quiescencia.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un receptor tirosina quinasa que
promueve el crecimiento y la proliferacion celular y se considera una receptor clave en la activacién de
las NSCs in vivo (Aguirre et al., 2010; Reinchisi et al., 2013; Romano y Bucci, 2020; Walker et al., 2016).
Los niveles en membrana de este receptor se regulan por internalizaciéon y degradacion del receptor
dependiente de ligando. El receptor es endocitado y las vesiculas endociticas son transportadas a los
cuerpos multivesiculares que finalmente se fusionan con los lisosomas para completar la degradacion,
lo que resulta en una reduccion de la sefalizaciéon mitogénica (Kirisits et al., 2007; Peng et al., 2016).

El aumento de la via autofagia-lisosomal podria estar regulando la actividad de este receptor para, de
esta manera, regular el ciclo celular (Kobayashi et al., 2019). A pesar de que los cultivos de NSCs
utilizados en nuestros ensayos no estan suplementados con el ligando EGF, el analisis de RNAseq
mostré que las células expresan los genes que codifican para el receptor EGFR y deméas miembros de la
familia (Erbb2, Erbb3, Erbb4). De hecho, su expresion estd incrementada en las NSCs activas (Figura
R17A). Al analizar los genes que codifican para los ligandos de EGFR, no se encontraron diferencias en
el nivel de expresiéon cuando se compararon las NSCs activas y quiescentes (Figura R17B).
Seguidamente, se realizaron experimentos de reversion de la quiescencia en presencia de EGF y de un
inhibidor de EGFR, PD168393 (PD), con el objetivo de evaluar el papel que puede tener este receptor
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en la reversion del estado de quiescencia en nuestro modelo celular in vitro (Figura R17C). La
viabilidad con los distintos tratamientos, medida con azul de tripano a las 48h, no se vio afectada de
forma llamativa (Figura R17G, K). Sin embargo, observamos cambios muy notorios en la activacién de
las células quiescentes. Por un lado, la reversion en sistema adherido con el ligando EGF afiadido de
forma exégena favorecid la reversion del estado de quiescencia, al aumentar significativamente el
numero total de células (Figura R17F), asi como de forma casi significativa el ndmero de células Ki67+

(Figura R17D, E).
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Figura R16: La activacion de AMPK reduce la activacién de las NSCs quiescentes.
(A) Deteccion por Western Blot de la fraccion de AMPK activa (P-AMPK) en nuestras tratadas con 5mM de Fenformina
durante 1y 3 horas. AMPK total y 3-actina se utilizaron como control. (B, C) Cuantificacién por densitometria de la activacién
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de AMPK normalizada respecto a AMPK total y 8 actina, respectivamente. (D) Esquema del experimento de reversién. Las
células se trataron dos horas con 2,5mM de Fenformina (Fen) o se incubaron con HBSS. Tas este periodo, se indujo la
reversion de la quiescencia en sistema adherido. (E) Imagen confocal de cultivos de NSCs 48 horas después de haber sido
tratados con Fenforminia y revertir la quiescencia en sistema adherido. Se observan en rojo células en proliferacién (Ki67+) y
en azul los nucleos (DAPI). (F) Cuantificacion de la proliferacién de los cultivos tratados con Fenformina en medida como %
células Ki67+a las 48h de la reversion. (G) Cuantificaciéon del nimero de células total en los cultivos tratados con Fenformina
mediante Azul de tripano a las 48 horas de reversion. (H) Cuantificacién de la viabilidad de los cultivos tratados con
Fenformina medida con azul de tripano a las 48 horas de la reversidn. (I) Imagen confocal de cultivos de NSCs 48 horas
después de haber sido revertidos en sistema adherido tras un tratamiento de dos horas con HBSS. Se observan en rojo células
en proliferaciéon (Ki67+). Los nuicleos en azul se muestran tefiidos con DAPL (J) Cuantificaciéon de la proliferacién de los
cultivos tratados con HBSS medida como % células Ki67+a las 48h de la reversion. (K) Cuantificacion del nimero de células
total en los cultivos tratados con HBSS mediante Azul de tripano a las 48 horas de reversidon. (L) Cuantificaciéon de la
viabilidad de los cultivos tratados con HBSS medida con azul de tripano a las 48 horas de la reversion. Los datos de n=3 de
cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes se representan como el promedio + SEM. Test estadistico utilizado: R16B y R16C
ANOVA de 1 via-Postnet Dunnet. Viabilidad R16H y R16L Ratio Paired T Test. Proliferacion y n® células R16F, R16G, R16],
R16K One sample T test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Fen, Fenformina; NSCs activas; Q, NSCs quiescentes.

Por el contrario, el tratamiento con PD168393 (PD) redujo la activacién de las células quiescentes, en
ausencia de EGF exdgeno. Se observo un menor nimero total de células (Figura R17]) y una reduccién
del marcador Ki67 a pesar de que no llegd a ser estadisticamente significativa (Figura R17H, I). Los
resultados de unos experimentos adicionales, en los que las células fueron tratadas con
BafilomicinaA1l para bloquear la via autofagia-lisosoma y con PD, para bloquear la sefializacion por
EGFR (Figura R17L), sugieren que el incremento en la activacion de las NSCs quiescentes observado a
las 16h cuando se bloquea la autofagia podria depender de EGFR, puesto que el porcentaje de células
Ki67+tiende a ser menor en la condiciéon Bafilomicina A1/PD con respecto a Bafilomicina A1l (Figura
R17M). No obstante, debido a la variabilidad experimental, se necesitan ensayos adicionales para
corroborar esta idea.

8. Las células GLAST+ obtenidas del hipocampo de animales posnatales
de 21 dias muestran un incremento de agregados proteicos.

Se quiso analizar el contenido en forma de agregados proteicos en las células GLAST+ aisladas del
hipocampo animales de 3 y 21 dias. Para ello, se aislaron las células mediante separacién magnética
(MACs) tal y como se indica en la Figura R6A y se utilizo el reactivo Proteostat. Los resultados
mostraron que las células aisladas a 21 dias (P21, que mayoritariamente se encuentran fuera de ciclo
(Figura R6F)) poseen una mayor cantidad de agregados proteicos en comparacion con las aisladas de
animales de 3 dias (P3, Figura R18A, B). Por tanto, los resultados obtenidos en células GLAST* recién
extraidas del hipocampo van en la linea de nuestros resultados in vitro, donde cultivos de NSCs
quiescentes mostraban un incremento en agregados proteicos. Los resultados indican que las células
aisladas a P3 y P21 también recapitulan la acumulacién de agregados propia de las NSCs activas y
quiescentes, respectivamente.

Para analizar si la acumulacién de agregados proteicos que observabamos en las células GLAST+
aisladas se relaciona con un cambio de en expresion de genes de la via autofagica in vivo, recurrimos a
datos de RNAseq ya publicados (Berg etal, 2019). En este trabajo se analizé la expresion génica
diferencial entre NSCs de la SGZ aisladas del hipocampo de animales de cuatro dias (P4) y dos meses
(2m) de edad. Los animales transgénicos utilizados para el aislamiento (Hopx-CreER::H2B-GFP)
expresan la proteina verde fluorescente bajo el promotor de Hopx, lo que permité aislar las NSCs al ser
un marcador especifico de esta poblacion celular (Berg et al,, 2019).
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Figura R17: La modulacion de EGFR afecta a la activaciéon de las NSCs quiescentes.

(A) Mapa de calor de la expresion de los genes que codifican para los distintos receptores de EGF. Los mapas de calor se
elaboraron a partir de los datos obtenidos de un microarray de expresién (Array) y de las rpkm de un RNAseq de cultivos de
NSCs activos y quiescentes. Los colores oscuro y claro representan la maxima y minima expresion del gen, respectivamente
(B) Mapa de calor de la expresién de los genes que codifican para los ligandos de EGFR. Los mapas de calor se elaboraron a
partir de los datos obtenidos de un microarray de expresion (Array) de cultivos de NSCs activos y quiescentes. Los colores
oscuro y claro representan la maxima y minima expresion del gen, respectivamente. (C) Esquema del experimento de
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reversion. Los cuadros verde y rojo indican los tratamientos para activar e inhibir EGFR respectivamente. (D) Imagen
confocal de cultivos de NSCs 48 horas después de haber sido revertidos en sistema adherido en presencia de 20ng EGF. Se
observan en rojo células en proliferacién (Ki67+). Los nucleos se muestran tefiidos con DAPIL. (E) Cuantificacién de la
proliferacién de los cultivos tratados con EGF medida como % células Ki67+a las 48h de la reversién. (F) Cuantificacién del
numero de células total en los cultivos tratados con EGF mediante microscopia en campo claro y tincién con azul de tripano a
las 48 horas de reversion. (G) Cuantificacidn de la viabilidad de los cultivos incubados con EGF medida con azul de tripano a
las 48 horas de la reversion. (H) Imagen confocal de cultivos de NSCs 48 horas después de haber sido revertidos en sistema
adherido en presencia del inhibidor de EGFR, PD. Se observan en rojo células en proliferacién (Ki67+). Los nucleos se
muestran tefiidos con DAPI. (I) Cuantificacion de la proliferacion de los cultivos tratados con PD medida como % células
Ki67+a las 48h de la reversién. (J) Cuantificaciéon del nimero de células total en los cultivos tratados con PD mediante
microscopia en campo claro y tincién con azul de tripano a las 48 horas de reversion. (K) Cuantificacién de la viabilidad de
los cultivos incubados con PD medida con azul de tripano a las 48 horas de la reversién. (L) Esquema del experimento de
reversion. Las NSCs quiescentes crecidas en cultivo adherido se trataron dos horas con 25nM de Bafilomicina A1l (Baf) y tras
ese periodo, se indujo la reversién de la quiescencia en sistema adherido y en presencia de 0,5uM PD. Como control se
utilizaron cultivos sin tratar o tratados inicamente con BafAl o con PD. (M) Cuantificacién de la proliferacién de los cultivos
medida como % células Ki67+a las 16 horas de la reversion. Los datos de n=3 de cultivos de A NSCs y Q NSCs independientes
se representan como el promedio + SEM excepto R17E que se representa como la mediana * el rango intercuartilico. Test
estadistico utilizado: One sample T test excepto para R17E que se utiliz6 One sample T test-Wilcoxon test. P-valor y R17G y
R17K que se utiliz6 Ratio paired T test. P-valor: *<0,05, **<0,01, ***<0,001. BafA1, Bafilomicina A1; PD168393; A, NSCs
activas; Q, NSCs quiescentes.

Este andlisis identificé genes diferencialmente expresados en las NSCs a 2m vs. P4 englobados dentro
de los términos GO macroautofagia (0016236) (Figura R18C) y lisosoma (0005764) (Figura R18D). Lo
que sugiere que la via autofigica se encuentra incrementada en la NSCs adultas, las cuales
mayoritariamente se encuentran en estado quiescente, al contrario de las NSCs posnatales a P4 que
todavia mantienen una alta proliferacion. La comparacién con datos previos disponibles en el
laboratorio de un RNAseq obtenido de cultivos de NSCs quiescentes y activas permitié identificar
genes comunes a ambos conjuntos de datos (Figura R18C, D)

Los resultados por tanto sugieren que la acumulacion de agregados proteicos que muestran las células
GLAST* quiescentes recién aisladas podria estar relacionada con el enriquecimiento en la
sobreexpresion de genes de la via autofigica, que muestran las NSCs hipocampales adultas
(predominantemente quiescentes) con respecto a las posnatales (predominantemente activas).

9. Las células GLAST" acumulan agregados proteicos con el
envejecimiento.

Seguidamente se decidi6é valorar la evolucion de los agregados en las células madre y astrocitos
hipocampales durante el envejecimiento. Para ello se analizaron los agregados proteicos medidos con
el Kit Proteostat en células GLAST+ aisladas del hipocampo de animales wild type de 2, 12 y 18 meses.

El tipo de sefial citoplasmatica observada al microscopio confocal se transforma con la edad, pasando
de ser una sefial difusa en animales jovenes a una sefial mas intensa y concreta en animales viejos
(Figura R19A). El andlisis de la intensidad global de Proteostat por célula indic6 que el envejecimiento
produce una acumulacién de agregados (Figura R19B) que es significativa a los 18 meses. Sin
embargo, cuando medimos la intensidad en las regiones donde la seflal es mas concreta, la
acumulacion de agregados es evidente en células aisladas de animales de 12 meses, considerados
como animales de mediana edad (Figura R19C).
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Figura R18: Los agregados proteicos se acumulan en células GLAST+ aisladas del hipocampo de animales de 21 dias y
con el envejecimiento.

(A) Imagenes representativas de microscopia confocal de los experimentos de Proteostat de células GLAST* aisladas
mediante aislamiento magnético de hipocampos de animales de 3 y 21 dias. (B) Cuantificacién de la fluorescencia de
Proteostat. (C,D) Diagramas de Venn que identifican genes comunes entre nuestro analisis de RNAseq y el de Berg et al,,
2019. Se muestran los genes regulados diferencialmente en NSCs activas y quiescentes para los términos GO lisosoma y
macroautofagia respectivamente. Los datos de RNAseq se obtuvieron de n=3 de cultivos de Q NSCs vs. A NSCs independientes.
Los datos de RNAseq de Berg et al,, 2019 corresponden a NSCs aisladas de hipocampo de ratones Hopx-CreER::H2B-GFP de 4
dias (P4) y 2 meses de edad. Las NSCs de la SGZ adulta (2 meses) se encuentran mayoritariamente en quiescencia mientras
que a P4 todavia estan proliferando. Los datos corresponden a al menos 15 células de 3 de cultivos independientes de
animales de P3 y P21 y se representan como el promedio * rango intercuartilico. El test estadistico utilizado fue Mann
Whitney t test. P-valor *<0,05, **<0,01, ***<0,001. P3, P21 células aisladas de animales de 3 y 21 dias respectivamente.
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Figura R19: Las células GLAST+ acumulan agregados proteicos con el envejecimiento.

(A) Imagenes representativas de microscopia confocal de los experimentos de Proteostat de células aisladas mediante
aislamiento magnético de hipocampos de animales de 2, 12 y 18 meses. (B,C) Cuantificacidn de la fluorescencia de Proteostat
por célula y por puncta, respectivamente. Los datos de n=3 de cultivos independientes, se representan como el promedio +
SEM. En R19B se cuantificaron un minimo de 15 células por experimento y condicidn. Test estadisticos utilizados: ANOVA de
1 via- Postest Tukey. P-valor *<0,05, **<0,01, ***<0,001. 2m, 12m, 18m células aisladas de animales de 2, 12, y 18m
respectivamente.
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1. El modelo transgénico NesCreERT2 nos permite estudiar el papel de
la autofagia en las RGLs neurales de la SGZ del hipocampo de raton
durante la etapa adulta.

Para estudiar el papel de la autofagia en las NSCs Radial glia-like (RGLs) del giro dentado del
hipocampo in vivo, se utilizé un ratén knockout condicional inducible, NesCreERT2;Atg7F/F. Este raton,
permitid la delecién del gen Atg7 inicamente en las RGLs, ya que los progenitores neurales expresan el
gen que codifica para el filamento intermedio Nestina. Nos centramos en el gen Atg7 por ser un
regulador central de la autofagia, que se encuentra sobreexpresado en las NSCs quiescentes in vitro
(Figura R11C) y cuya deleciéon se ha empleado para estudiar el papel de la autofagia en otras
poblaciones de células madre de tejidos adultos (Collier et al., 2021).

En primer lugar, se valord la efectividad de la delecién mediada por NesCreERT2. Se ha descrito que los
ratones NesCreERT?, que expresan la recombinasa Cre inducible por Tamoxifeno bajo el promotor de
Nestina, presentan cierto grado de “leakage” o escape, con niveles variables de recombinacion basal
incluso en ausencia de Tamoxifeno (Sun et al., 2014).

Para valorar su especificidad, los animales NesCreERT2se cruzaron con un ratéon que expresaba el gen
que codifica para la proteina verde fluorescente GFP en el locus Rosa26, flanqueado por sitios LoxP
(RCEf). Tras la administracion de Tamoxifeno o aceite como control a ratones NesCreERT2;,RCEf de 2
meses de edad, se evalu¢ la especificidad de la recombinacion en las RGLs del hipocampo en la etapa
adulta. Los resultados mostraron que habia expresion del reportero GFP en células que posefan una
clara morfologia neuronal madura en el giro dentado, independientemente de que los animales se
hubiesen tratado con Tamoxifeno o aceite (Figura R20A, B). Por tanto, dicha recombinacion
espontanea se habria producido durante el desarrollo. Sin embargo, la recombinacién en las RGLs,
identificadas como células GFAP+ con el soma en la SGZ y con un proceso GFAP+ escasamente
ramificado que cruza la GCL otorgandoles una morfologia radial, fue selectiva para el tratamiento con
Tamoxifeno. No se detect6 expresion basal de GFP en esta poblacion celular en la condicién control
(Figura R20A, D).

Ademas, el nimero de células GFP* localizadas en la SGZ que carecen de morfologia radial, y que
podrian ser progenitores intermedios neurales recombinados, aumentaba en los animales tratados
con Tamoxifeno (Figura R20A, C). Por otro lado, no logramos generar la linea NesCreERT2: RCEf:
Atg7F/F debido a que tanto el locus Rosa26, donde se introdujo el gen que codifica para GFP, como el
gen Atg7 se localizan en el cromosoma 6 y a una distancia de 0.353cM, siendo practicamente imposible
el entrecruzamiento cromosdmico. En los animales NesCreERT2;Atg7F/F, la recombinacién del gen Atg7
se validéo mediante PCR empleando cebadores que flanqueaban la region “floxeada” en muestras de
hipocampo de animales tratados con aceite o Tamoxifeno (Figura R20E, F).

Por otro lado, la secuenciacion de la banda recombinada Atg7* confirmé la delecion del gen (datos no
mostrados). Los datos indicaron que, a pesar de que existe cierto grado de recombinacién basal
espontanea, la recombinacidén aumenta en respuesta al tratamiento con Tamoxifeno (Figura R20D, E).
En conjunto, estos resultados indican que el procedimiento utilizado es valido para estudiar el papel
de la autofagia in vivo en las RGLs en la etapa posnatal y adulta.
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Figura R20: Los ratones NesCreERT2;Atg7F /F son un buen modelo para estudiar el papel de la autofagia en las NSCs
de la SGZ en la etapa posnatal y adulta.

(A) Imagenes representativas de microscopia confocal de animales NesCreERT%RCEf tratados con aceite y Tamoxifeno. En
verde se muestran las células GFP+. Los nucleos se marcaron con DAPI (azul). (B, C, D) Cuantificacién de células GFP+ con
morfologia de neurona, de progenitor intermedio o radial, repectivamente. (E) Esquema de la construccién donde se sefialan
en naranja la localizaciéon de los cebadores utilizados para comprobar la recombinacién. (F) Validacién por PCR de la
recombinaciéon utilizando los cebadores indicados en R20E. La cuantificacién se realiz6 en 3 cortes de 2 animales por
condicidn. Atg7* alelo recombinado. Ac, Aceite. TX, Tamoxifeno.

2. Las NSCs de la SGZ del hipocampo de ratdon contindan entrando en
quiescencia durante la tercera semana posnatal.

Antes de analizar el papel de la autofagia en el mantenimiento de las NSCs y en el establecimiento de la
quiescencia, se caracteriz6 qué sucedia en el nicho de la SGZ hipocampal al final de la segunda (P14) y
tercera (P21) semana posnatal. Se observé una disminucion global de los niveles de Sox2 (Figura
R21B) y Ki67 (Figura R21C) en la SGZ del giro dentado a P21 en comparaciéon con P14. También se
encontr6 una reduccion en la poblacién de RGLs (GFAP+* con morfologia radial) (Figura R21A).

Ademas, se observo una disminucién en el nimero de RGLs activas (GFAP radial /Ki67+) (Figura R21D,
E). Estos resultados indicaron que a lo largo de la tercera semana posnatal, entre P14 y P21, una parte
de las NSCs todavia entra en quiescencia, ya que se observa una disminucion en el porcentaje de RGLs
activas (Figura R21F).
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3. La delecién del gen Atg7 regula la quiescencia de las RGLs de la SGZ
del hipocampo de ratén durante la etapa posnatal.

Se quiso evaluar si la autofagia es necesaria para una correcta entrada en quiescencia de las NSCs
durante el desarrollo posnatal del giro dentado, o para el mantenimiento de este estado. Para ello, se
bloqued la autofagia en las NSCs de ratones posnatales NesCreERTZ;Atg7F/F mediante un tratamiento
con Tamoxifeno iniciado a dia P10 (Figura R22A). Por un lado, este tratamiento no produjo cambios en
el nimero total de RGLs (Figura R22B). Sin embargo, se encontraron cambios en el estado
proliferativo de estas células (Figura R22D). El estado de activacién de las RGLs se analizd con un
doble marcaje de BrdU/Ki67. La BrdU se inyect6 a ratones de 13 dias de edad de forma que
Unicamente las células que en ese momento (P13) estuviesen proliferando incorporarian la marca.
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Figura R21: Durante la tercera semana posnatal una parte de las NSCs continua entrando enquiescencia.

(A) Cuantificacion de células GFAP*Sox2+ con morfologia radial en la SGZ del hipocampo. (B) Cuantificacién de células Sox2+*
en la SGZ del hipocampo. (C) Cuantificacién de células Ki67+ en la SGZ del hipocampo. (D) Imagenes representativas de
microscopia confocal de inmunohistoquimica GFAP/Ki67 de animales de 14 (P14) y 21 (P21) dias de edad. (E) Cuantificaciéon
de células GFAP+ Ki67+ con morfologia radial en la SGZ del hipocampo. (F) Representacion del porcentaje de células GFAP+
radiales Ki67+. Los datos corresponden a n=3 de ratones de 14 y 21 dias de edad y se representan como el promedio + SEM.
Se cuantific6 un minimo de 3 cortes por animal. Test estadisticos utilizados: T Test P-valor *<0,05, **<0,01, ***<0,001.

Las tinciones GFAP/Sox2/Ki67 /BrdU (Figura R22C) mostraron que el tratamiento con Tamoxifeno no
producia cambios en la poblacion de RGLs quiescentes (Ki67-/BrdU-) que ya se encontraba en este
estado a dia P13 (Figura R22E). En cambio, se encontré que el bloqueo de la autofagia redujo el
numero de RGLs Ki67-/BrdU+, es decir, células que a dia P13 estaban proliferando (BrdU+), y que a dia
P21 habian dejado de hacerlo al entrar en quiescencia (Ki67-) (Figura R22F). Por tanto, este dato
sugiere que el bloqueo de la autofagia podria estar impidiendo la entrada en quiescencia de las células
que normalmente contindan entrando en este estado durante la tercera semana posnatal. Por otro
lado, se observd un aumento de la poblacién de RGLs activas (Ki67+/BrdU-) (Figura R22G). Este
aumento podria deberse a la activacion de la poblacion de RGLs que ya estaba quiescente antes de dia
P13 (y por tanto no incorporé BrdU, siendo BrdU-). En conjunto, estos datos demuestran que el gen
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Atg7, y por ende la autofagia, es importante para la correcta entrada en quiescencia de las RGLs del
giro dentado durante el desarrollo posnatal y para el mantenimiento de dicha poblacién en un estado
quiescente, al menos durante la etapa posnatal tardia.
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Figura R22: La autofagia es necesaria para el establecimiento de la quiescencia en la SGZ durante la etapa posnatal.
(A) Esquema del experimento, indicando el régimen de administracién de Tamoxifeno (TX) llevado a cabo en animales
posnatales. Se administraron 0,25mg de TX durante 4 dias consecutivos, desde dia posnatal 10 hasta dia posnatal 13 (P13). A
P13 se realiz6é una inyeccion con 50mg/kg de ratén de BrdU para poder realizar los dobles marcajes. Los animales se
sacrificaron a 21 dias de edad. (B) Cuantificacién de células GFAP+*Sox2+ radiales. (C) Imégenes representativas de
microscopia confocal de la inmunohistoquimica. En verde GFAP/Sox2, en blanco Ki67 y en rojo BrdU. Los nucleos se
marcaron con DAPI. (D) Representacion de la proliferaciéon para cada una de las poblaciones identificadas con el doble
marecaje. (E, F, G) Cuantificacién de las células GFAP/Sox2 radiales para los distintos marcadores de proliferacion, Ki67-BrdU-,
Ki67-BrdU+, Ki67+BrdU-, respectivamente. Los datos corresponden a n=3 de ratones de 14 y 21 dias de edad y se representan
como el promedio + SEM. Se cuantificé un minimo de 3 cortes por animal. Test estadisticos utilizados: T Test. P-valor *<0,05,
**<0,01, ***<0,001. Ac, aceite. TX, Tamoxifeno.
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4. La via autofagica parece no ser esencial para el mantenimiento de la
qguiescencia de las RGLs de la SGZ en condiciones basales en |a etapa
adulta

Quisimos evaluar si la autofagia también tenia un papel en la etapa adulta. Para ello, se bloqueé la
autofagia mediante la administracién de Tamoxifeno en ratones NesCreERT2;Atg7F/F de dos meses de
edad y se evalud el efecto de la recombinacién a los 12 dias. Ademads, en un grupo de animales se
bloqued la degradacion lisosomal durante los tres ultimos dias antes del sacrificio con Cloroquina, un
farmaco antimalarico que incrementa el pH del lisosoma y bloquea la degradacién lisosomal. La
administracién de Cloroquina se realiz6 a una dosis de 50mg/Kg dia los tres dias previos al sacrificio
del animal (Vodicka et al., 2014) (Figura R234).

Figura R23: La via autofagica parece no A
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El andlisis de la poblacién de RGLs y de su proliferacién mediante inmunohistoquimica no mostré
diferencias entre los ratones control y los ratones tratados con Tamoxifeno. No se encontraron
cambios en el niimero de RGLs en la SGZ del hipocampo (Figura R23B, C) ni en la proliferacion de estas
células medida como células Ki67+ (Figura R23B, C). El tratamiento con Cloroquina tampoco mostré
ningun efecto (figura R23B, C), ni solo ni en combinacién con la delecién de Atg?7.

Los resultados, por tanto, sugieren que en condiciones basales la via autofagia-lisosoma no juega un
papel esencial en el mantenimiento de las RGLs del nicho de la SGZ hipocampal, ni tampoco en el
mantenimiento de su quiescencia.
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5. En condiciones proneurogénicas la autofagia parece ser esencial para
el mantenimiento de la poblacidon de RGLs hipocampales adultas.

Al no encontrar un efecto del bloqueo de la autofagia en condiciones basales, nos propusimos evaluar
el papel de la autofagia en condiciones proneurogénicas, en las que las RGLs se activan para dar
progenie neuronal. Para ello seguimos el mismo régimen de administracién de Tamoxifeno y, tras los
12 dias de descanso, los ratones se expusieron a ejercicio voluntario mediante una rueda de correr
durante 14 dias (Figura 24A).
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Figura R24: La autofagia parece ser importante para el mantenimiento de la poblacion de células madre neurales de
la SGZ en condiciones pro-neurogénicas .

(A) Esquema del régimen de Tamoxifeno y ejercicio llevado a cabo en animales de dos meses de edad. Se administraron 2mg
de Tamoxifeno durante 5 dias consecutivos. Posteriormente hubo un periodo de descanso de 12 dias tras los que los animales
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fueron expuestos a ejercicio voluntario. Después de 14 dias los animales fueron sacrificados. (B) Cuantificaciéon del peso de
los ratones antes de ser sacrificados . (C) Imagenes representativas de microscopia confocal de inmunohistoquimica. En
verde GFAP/Sox2, en rojo Ki67. Los ntcleos se marcaron con DAPIL. (D) Cuantificacién de células madre en la SGZ
identificadas como células Sox2+*GFAP+ radiales. (E) Cuantificacién de las células madre activas identificadas como células
Sox2+*GFAP*Ki67+ radiales. Los datos corresponden a n=5 de ratones de 2 meses para cada condicion y se representan como
el promedio + SEM. Se cuantificé un minimo de 3 cortes por animal. Test estadisticos utilizados: ANOVA de 2 vias-Sidak
postest. P-valor *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Ac, Aceite. TX, Tamoxifeno.

Los animales fueron pesados antes de su sacrificio y encontramos diferencias significativas al
comparar el grupo de corredores respecto a los controles. Ademas, dentro del grupo de corredores, los
animales a los que se les habia bloqueado la autofagia mostraban una reduccién de peso ligeramente
mayor (Figura R24B). El andlisis de la proliferacion de la poblacién de RGLs mediante
inmunohistoquimica mostré un incremento en los niveles de Ki67 de los ratones que corrieron (Figura
R24C, E), lo que corrobora estudios previos en los que se demuestra que correr es un evento pro-
neurogénico que activa a las NSCs (van Praag et al., 1999). Por otro lado, el analisis de las RGLs mostré
una reduccién en niumero de RGLs GFAP+Sox2+ en los animales corredores, siendo mas acusada la
reduccion en los animales en los que se habia delecionado el gen de autofagia con Tamoxifeno (Figura
R24C, D). A nivel estadistico, el andlisis inicamente de la condicidn corredor muestra una diferencia
estadisticamente significativa entre los animales tratados con Tamoxifeno o con aceite (p=0,002). Por
tanto, nuestros resultados sugieren que la autofagia juega un papel en el mantenimiento de la
poblacién de RGLs adultas de la SGZ del hipocampo en condiciones proneurogénicas.

6. La administracion de Metformina no produce efectos en las RGLs de
la SGZ.

Con el objetivo de evaluar si la potenciacion de la autofagia producia algtiin efecto en la poblacién de
RGLs, los ratones silvestres (RCC) de dos meses fueron tratados con Metformina diluida en agua a
12mM durante 8 semanas. Transcurrido ese tiempo, los ratones fueron sacrificados (Figura R25A). El
analisis del peso de los ratones antes del sacrificio mostré que los ratones tratados tenian un peso
superior, sugiriendo que el tratamiento podria haber funcionado (Figura 25B).

La validacion de la efectividad del tratamiento con Metformina se realiz6 mediante el analisis por
Western blot de la activacion de AMPK (Figura R25C). En el momento del sacrificio, se recogié muestra
de higado que se utilizé para evaluar los niveles de fosforilacién y por tanto de activacién de AMPK.
Los resultados mostraron que los animales tratados con Metformina mostraban un incremento de la
fosforilacion Thr172, evidenciando que el tratamiento habia funcionado (Figura R25D y E).

El andlisis de la poblaciéon de RGLs y su activacion se llevé a cabo mediante inmunohistoquimica
(Figura R25H). Los datos analizados hasta el momento no muestran un efecto de la Metformina en el
numero de RGLs analizadas como células GFAP+ con morfologia radial (Figura R25F). Tampoco se
observan diferencias significativas al analizar el marcador de proliferacion Ki67+ en las RGLs (Figura
R25G).

Nuestros datos indican, por tanto, que la activacién de AMPK y posiblemente de la autofagia in vivo, no
produce ningun efecto en condiciones basales sobre la poblaciéon de RGLs de la SGZ en la etapa adulta.
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Figura R25: El tratamiento con Metformina no afecta a la poblacién de células madre en condicones basales.

(A) Esquema del tratamiento con Metformina. Los animales fueron tratados con 12mM de Metformina diluida en el agua de
bebida durante 8 semanas. (B) Cuantificacién del peso de los ratones antes de ser sacrificados . (C) Deteccion por Western
Blot de la fraccién de AMPK activa (P-AMPK). AMPK total y -actina se utilizaron como control. (D, E) Cuantificacién por
densitometria de la activacién de AMPK normalizada respecto a AMPK total y B-actina, respectivamente. (F) Cuantificacién de
células madre en la SGZ identificadas como células GFAP+* radiales. (G) Cuantificacion de las células madre activas
identificadas como células GFAP+ Ki67 +* radiales. (H) Imagenes representativas de microscopia confocal de
inmunohistoquimica. En blanco GFAP. Los nucleos se marcaron con DAPI. Los datos corresponden a n=3 de ratones de 4
meses para cada condicién y se representan como el promedio + SEM. Se cuantificé un minimo de 3 cortes por animal. Test
estadisticos utilizados: T test. P-valor *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Met, Metformina.
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Las NSCs que se localizan en la SGZ del giro dentado del hipocampo posnatal y adulto son capaces de
activarse para dar lugar a neuronas granulares. Estas nuevas neuronas se integran en los circuitos
hipocampales, los cuales estan implicados en el aprendizaje y la memoria. La particularidad de las
NSCs de esta region es su estado quiescente, o de salida reversible del ciclo celular, que se establece
posnatalmente. A pesar de su quiescencia, estas células mantienen la capacidad de proliferar y dar
progenie durante toda la vida, en comparacién con otras areas del cerebro donde no se preservan
reservas germinales (a excepcion de la SVZ) y donde las células madre poseen esta habilidad
Unicamente durante la etapa embrionaria. La formacién de nuevas neuronas hipocampales durante la
edad adulta requiere, por tanto, de la formacién y mantenimiento de un reservorio de NSCs en estado
quiescente (Mira y Morante, 2020; Urban et al.,, 2019).

El trabajo experimental de esta tesis doctoral se ha centrado fundamentalmente en el estudio del papel
de la via autofagia-lisosoma en la regulacién de las NSCs hipocampales, tanto in vitro como in vivo. La
estandarizacién de cultivos de NSCs de hipocampo ha permitido estudiar in vitro los dos estados
principales en los que se pueden encontrar las células madre: quiescencia y activacion. En los capitulos
[y Il de resultados se ha caracterizado tanto la actividad traduccional como la actividad de las vias de
degradaciéon de proteinas en células quiescentes y activas in vitro. Al comparar los dos estados
celulares, los resultados mostraron un cambio en la homeostasis proteica o proteostasis, que resulta
en la reduccion de la sintesis de proteinas, la acumulacién de agregados proteicos y la activacién de la
autofagia. Por otro lado, el capitulo III de resultados muestra los distintos papeles que juega la
autofagia sobre la poblacion de NSCs hipocampales en la etapa posnatal y en la edad adulta. En
conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la funcién de la via autofagia-lisosoma
en la regulacion de las células madre neurales del hipocampo depende de la edad, siendo esta via
necesaria para el correcto establecimiento de la quiescencia durante el desarrollo posnatal asi como
para la preservacion de la poblacion de células madre en la etapa adulta, al menos en respuesta a
estimulos activadores como el ejercicio fisico voluntario. Seguidamente pasaré a discutir en detalle los
resultados mas relevantes del trabajo experimental.

1. Los cultivos de NSCs son un buen modelo para simular la entrada y salida de
quiescencia

Las células madre del giro dentado del hipocampo expresan receptores de BMPs de tipo I y tipo II
(BMPR1A y BMPR2), los cuales forman un heterotetramero que se activa, entre otros, por el ligando
BMP4. Estudios realizados con animales cKO han demostrado que la sefializacién a través de BMPR1A
(Mira et al, 2010) y BMPR2 (Bond et al., 2014) participa en el mantenimiento de la quiescencia de las
NSCs de la SGZ adulta. Por otro lado, se ha visto que la proteina BMP4 es expresada, y posiblemente
secretada, en el nicho por las neuronas granulares del hipocampo y las células endoteliales de los
vasos (Fan et al, 2003; Mathieu et al., 2008; Mikawa et al., 2006) y que la sobreexpresiéon de BMP4 en
el hipocampo mediante la inyeccién de vectores lentivirales promueve la quiescencia de las NSCs in
vivo (Bond et al., 2014). Por otro lado, estd ampliamente descrito que la adicién de BMP4 en cultivos
de NSCs desencadena la iniciacién del programa de quiescencia, simulando el papel de esta via de
senalizacion in vivo (Bonaguidi et al., 2008; Martynoga et al., 2013; Mira et al., 2010; Sun et al, 2011).
En este trabajo se ha corroborado que la activacién de la via canénica de BMPs reduce la proliferacion
de las NSCs tanto en cultivos de células adheridas como crecidas en neuroesferas en presencia de
FGF2. Por inmunofluorescencia, se observo una diminucion en el porcentaje de células que expresan el
marcador enddgeno de proliferaciéon Ki67 y mediante citometria de flujo, una reduccion de las células
que se encontraban en fase S del ciclo celular. Ademas, la exposicion al inhibidor de BMPR1A, DMH1,
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impidié la entrada en quiescencia. Por lo tanto, los cultivos de NSCs hipocampales expandidos con
FGF2 son un buen modelo de trabajo para estudiar mecanismos moleculares y celulares implicados en
la entrada y salida de quiescencia. A diferencia de los cultivos de NSCs de la SVZ, que comtinmente se
expanden con una combinaciéon de FGF2 y EGF como mitégenos, en este modelo celular no hemos
empleado EGF afiadido ex6genamente.

Existen otras poblaciones de células madre adultas que se pueden encontrar en estado quiescente,
como por ejemplo las células madre hematopoyéticas, musculares y de los foliculos pilosos. En muchas
de estas poblaciones, la quiescencia también se mantiene a través de la sefializacion por BMPR1A
(Friedrichs et al., 2011; Kobielak et al., 2007; Zhang et al., 2003), ademas de por otras vias. Todas estas
poblaciones de células madre quiescentes, ademads de no proliferar, comparten otra serie de
caracteristicas comunes con las NSCs quiescentes, como son cambios en los requerimientos
metabdlicos, reduccién de la sintesis proteica y reduccion de los niveles de ARN (van Velthoven y
Rando, 2019). En este trabajo, nos hemos centrado en el estudio de diferentes aspectos de la
proteostasis en las NSCs quiescentes, un campo menos explorado en el caso de las NSCs hipocampales,
en comparacién por ejemplo con el estudio de la regulacién del programa de quiescencia por factores
de transcripcion (Imayoshi et al., 2010; Martynoga et al., 2013; Sueda et al., 2019; Urban et al, 2016) y
por reguladores clasicos del ciclo celular (Andreu et al., 2015; Boareto et al., 2017; Porlan et al., 2013).

La sintesis proteica es el proceso metabdlico de mayor consumo de energia para la célula (Buttgereity
Brand, 1995). Se ha descrito que este proceso estd reducido en las células madre quiescentes, tanto
neurales como hematopoyéticas y musculares, y es esencial para el correcto mantenimiento de la
quiescencia (Llorens-Bobadilla et al., 2015; Signer etal., 2014; Zismanov et al., 2016). Estudios de
transcriptoma de célula inica en NSCs, sugieren que la salida de la quiescencia in vivo estd asociada a
un incremento de la sintesis proteica y de la biogénesis ribosomal, tanto en el caso de las NSCs de la
SVZ (Llorens-Bobadilla et al, 2015; Shin et al., 2015) como de la SGZ (Llorens-Bobadilla et al., 2015;
Shin et al, 2015). En la SVZ, se ha encontrado un estado pre-activado, en el que las células quiescentes
expresan genes relacionados con la sintesis de proteinas antes de activarse completamente (Llorens-
Bobadilla et al., 2015). Estos resultados sugieren que el incremento de la sintesis proteica precede a la
salida de la quiescencia (Bonaguidi et al., 2011; Signer et al., 2014; Zismanov et al., 2016).

Los resultados obtenidos en este trabajo validaron y ampliaron los trabajos publicados hasta la fecha.
Por un lado, los ensayos de OPPuro permitieron comprobar que los cultivos de NSCs hipocampales que
entran en quiescencia tienen la sintesis proteica reducida. Por otro lado, los analisis de expresion
génica y de Western blot mostraron una reduccién de la expresion y actividad de la maquinaria de
traduccion, al igual que se habia observado en los estudios de transcriptoma de célula tunica (Llorens-
Bobadilla et al., 2015; Shin et al., 2015). En detalle, los datos obtenidos a partir del Array de expresién
mostraron una reduccién coordinada de la expresion de genes que codifican para multiples proteinas
de las subunidades ribosomales, las sintetasas de aminoacil-tRNA y los factores de inicio de la
traduccion. A nivel de proteina, el analisis de las fosforilaciones de 4EBP1 y elF2«a fue indicativo de una
reduccidén de la eficiencia de inicio de la traduccién. Concretamente, encontramos un aumento en la
fosforilacion de elF2a en Ser51, que bloquea el inicio de la traducciéon al impedir la catalisis de GDP a
GTP y el reciclaje del complejo ternario elF2-GTP-Met-tRNA. En células madre de musculo, conocidas
como células satélite, se ha demostrado también que elF2a esta fosforilado en Ser51 en las células
quiescentes y que se desfosforila rapidamente para entrar en el programa de activaciéon y
diferenciacion (Zismanov et al, 2016). Trabajos en los que cKO para Perk han demostrado que esta
quinasa es la responsable de la fosforilacion de elF2a en las células satélite quiescentes (Zismanov
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etal, 2016). Nuestros datos también muestran una mayor activaciéon de la quinasa PERK, la cual se
relacionada con el estrés de reticulo en las NSCs quiescentes, sugiriendo que, en el sistema in vitro
empleado, PERK podria estar fosforilando elF2a. Sin embargo, no podemos excluir la participacion de
otras quinasas, como por ejemplo GCN2 que esta implicada en la insuficiencia de nutrientes.

Ademas, en las células quiescentes de musculo se ha demostrado que la fosforilacion de elF2 también
estd asociada a la regulacién selectiva de la traducciéon. A pesar de la disminucién global de la
traduccion, ciertos ARN mensajeros se traducen selectivamente en las células satélite quiescentes,
debido a la presencia de pautas abiertas de lectura upstream (uORFs) en la regiéon 5’ no traducida de
dichos mensajeros, que retienen a los ribosomas (Zismanov etal, 2016). No obstante, segin datos
recientemente publicados (Baser et al., 2019), las NSCs adultas (al menos en la SVZ) transcriben los
ARN que expresan de forma indiscriminada o poco selectiva, mientras que en el transcurso de la
diferenciacion neuronal la traduccién selectiva va adquiriendo mas peso. Por tanto, es posible que las
NSCs adultas quiescentes no dependan tanto de este tipo de regulaciéon de la expresidn, en
comparacion con las células madre del musculo.

Otro de los factores descritos que parece estar implicado en la regulacién de la capacidad traduccional
de las NSCs del hipocampo adulto es REST (factor de transcripcion silenciador del elemento represor
1), un represor transcripcional (Mukherjee et al, 2016). La deleciéon de REST mediante lentivirus en
las NSCs quiescentes del hipocampo resulta en la activacién de las células madre y su posterior
agotamiento. La mayoria de genes regulados por REST corresponde a genes neuronales, como forma
de prevenir la diferenciacion. Sin embargo, estudios de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) en
las NSCs quiescentes muestran que REST también controla directamente genes relacionados con la
biogénesis ribosomal y el ciclo celular. En concreto inhibe los genes relacionados con la biogénesis
ribosomal, como genes Rpl/Rps (que codifican para proteinas las subunidades ribosomales) y Nmp1
(que codifica para una proteina nucleolar implicada en biogénesis ribosomal, procesamiento del ARN y
otros procesos). Estos resultados sugieren que REST regula el mantenimiento del estado de
quiescencia en las NSCs del hipocampo, garantizando la represion de genes de la maquinaria de
traduccion (Mukherjee et al,, 2016).

Por otro lado, para aproximarnos a la validacion in vivo de la reduccion de la traduccion en las células
quiescentes, se realizaron determinaciones de OPPuro en células aisladas a partir de hipocampos de
ratén posnatales en base al marcador GLAST. Esta metodologia no permite aislar células madre de
forma totalmente especifica, sino que se obtiene una mezcla de células madre y astrocitos, que
expresan este mismo marcador de superficie.

Durante la etapa posnatal temprana, el hipocampo contintia su formacidén, produciéndose el fenémeno
de neurogénesis y astrogénesis. Se trata de procesos que ocurren de manera secuencial en la CAl y
CA3 del hipocampo y que sin embargo, se solapan en el tiempo durante el desarrollo del giro dentado,
a lo largo de la primera semana posnatal (Bond et al,, 2020). Segun la bibliografia, las NSCs del giro
dentado del hipocampo tienen el pico maximo de proliferaciéon a dia 3 posnatal. A partir de ese
momento, comienza la entrada en quiescencia, que reduce rapidamente los niveles de proliferaciéon
entre dia 3 y 14 posnatal (Berg etal, 2019; Bond et al, 2020). En nuestro estudio, caracterizamos
inicialmente el estado proliferativo en células GLAST+ aisladas de ratones de 3 dias, que
corresponderia con el pico maximo de proliferaciéon, y de 21 dias momento en el que la mayoria de
células madre serdn quiescentes y los astrocitos serdn postmitéticos. Corroboramos la salida de ciclo
al observar la disminucién del porcentaje de células Ki67+ durante las primeras semanas de desarrollo
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posnatal, al igual que una reduccién de la sintesis proteica analizada mediante experimentos de
OPPuro.

A pesar de las limitaciones que tiene esta metodologia, el aislamiento de las células GLAST permite
hacerse una idea general de los niveles de traduccion en esta poblacion celular del nicho neurogénico.
No obstante, la disminucién global de la proliferacién y de la traduccién podria corroborarse en otras
aproximaciones que permitieran enriquecer el aislamiento en células madre, por ejemplo combinando
el marcador GLAST con otro marcador de superficie como Prominin 1 (Walker et al, 2013) o LPAR1
(Walker et al., 2016).

2. Las NSCs quiescentes acumulan proteinas en forma de agregados e incrementan la
autofagia

A pesar de la reduccidn global de la traduccién observada tanto en cultivos de NSCs quiescentes como
en las células GLAST aisladas a 21 dias, que mayoritariamente estaban fuera de ciclo, encontramos una
acumulacion de agregados proteicos identificados con Proteostat en ambos casos. Este acimulo nos
resulté sorprendente en base a la reduccion de los niveles de traduccién medidos con OPPuro. En el
caso de los cultivos, en el que las células acaban de salir de ciclo, pensamos que podria explicarse por
un bloqueo en la dilucién de su contenido citoplasmatico al dejar de dividirse.

Se sabe que las células en division activa reducen su contenido proteico mediante dos mecanismos,
por dilucion durante la division celular al pasar las proteinas a las células hijas, o por degradacion
proteolitica al activar las vias principales de degradacién de proteinas (ubiquitina-proteasoma y
autofagia-lisosoma). En concreto, las proteinas de vida media larga son eliminadas mayoritariamente
por diluciéon mientras que las proteinas de vida media corta lo son por degradacion proteolitica
(Hershko y Ciechanover, 1998; Pratt et al, 2002). Por tanto, una célula en divisién que pasa a no
dividirse acumularia proteinas de vida media larga en comparacion con las proteinas de vida media
corta que no se verian afectadas (Zhang et al, 2017). De hecho, en lineas celulares cancerigenas con
alta proliferacién, se ha demostrado que el bloqueo farmacolégico de la divisién celular provoca la
acumulacion de proteinas de vida media larga, lo que desencadena un desequilibrio proteémico (Eden
etal,2011).

Se ha visto que, en otros modelos de células quiescentes que no eliminan proteinas por dilucion, se
produce un desbalance entre la sintesis, el plegamiento y la degradacién de proteinas, que afecta a la
homeostasis proteica. Nuestros datos con cultivos de NSCs no mostraron cambios en la actividad del
proteasoma entre células activas y quiescentes. Sin embargo, si que observamos un incremento
generalizado de la via autofagia-lisosoma en las células quiescentes, con un aumento de los niveles de
ARN y proteinas de genes implicados en esta via. Ademas, habia una mayor activacién de las quinasas
inductoras de autofagia (AMPK, ULK1) y una inhibicion de proteinas responsables de la represion de la
via (mTOR). Por otro lado, los experimentos de inhibicién de la autofagia con Bafilomicina A1 no
mostraron diferencias en el flujo autofagico de los cultivos de NSCs activas y quiescentes in vitro,
entendiendo el flujo autofagico como el ratio entre autofagosomas formados y autofagosomas
degradados. Nuestros datos sugieren por tanto que el incremento de la maquinaria autofagica podria
ser un mecanismo compensatorio para tratar de eliminar los acimulos de agregados proteicos (Figura
D1C). Estos resultados irian en linea de lo publicado anteriormente en fibroblastos quiescentes. El
arresto del ciclo celular de estas células por confluencia de los cultivos deberia provocar la
acumulacion de proteinas de vida media larga (el 30% de las proteinas tienen una constante de



Discusiéon fj| 111

degradaciéon mayor que la constante de division celular), sin embargo, se observaba un incremento de
la biogénesis lisosomal y activacion de la autofagia como mecanismo para compensar la acumulacién
de dichas proteinas de vida media larga (Zhang et al., 2017).

Por otro lado, en general durante el envejecimiento, se produce una disminucién de la expresion de
proteinas relacionadas con la autofagia y una reduccién en la entrega de carga a los lisosomas (Aman
etal, 2021), lo que explicaria la acumulacién de agregados asociados a la edad que muestran las
células GLAST aisladas de hipocampos de ratones viejos. En un trabajo in vivo, en el que analizaron las
células recién
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Figura D1: Caracterizacion de los modelos de entrada y salida de quiescencia.

(A, B) Representacioén esquematica de los resultados de los trabajos que han evaluado la funcién de la via autofagia-lisosoma
en las NSCs quiescentes (Kobayashi et al, 2019; Leeman et al.,, 2018). Los trabajos se llevaron a cabo con cultivos a partir de
NSCs de SVZ o SGZ. La entrada en quiescencia se realizé en presencia del mitégeno FGF2 y de la sefial inductora de
quiescencia BMP4, y la reactivacién en presencia de FGF2 y EGF. Ambos trabajos indican un incremento de la via lisosomal en
NSCs quiescentes. (C) Representacién esquematica de los resultados mostrados en esta tesis doctoral. La induccién de la
quiescencia se realiz6 en presencia del mitégeno FGF2 y BMP4 y la reactivacién unicamente presencia de FGF2. Los datos
apuntan a un incremento de la autofagia en las NSCs quiescentes. A, NSCs activas; Q, NSCs quiescentes; genes L, genes
lisosoma; genes A-L, genes via autofagia-lisosoma. * el flujo autofagico se evalué en células recien aisladas de la SVZ.

En relacion al envejecimiento, se ha descrito que las células madre quiescentes adultas de otros tejidos
requieren de la autofagia para evitar entrar en un estado de senescencia irreversible. De hecho, en



112 |} Discusion

musculo, la senescencia y el deterioro funcional de las células madre asociado al envejecimiento puede
ser prevenido al potenciar la autofagia in vivo (Garcia-Prat et al., 2016). Al igual que en las células
musculares, la disminucidn de la autofagia con la edad en las células madre hematopoyéticas produce
una acumulacién de mitocondrias activas y de OXPHOS, lo que potencia la diferenciacién y reduce su
capacidad de autorrenovacion (Ho et al, 2017). En el nicho neurogénico de la SVZ, la reduccién de la
capacidad de activacion de las células madre quiescentes asociada a la edad puede prevenirse in vivo
con un tratamiento sistémico de Rapamicina, un inhibidor de mTOR que activa la via autofagia-
lisosoma. Este tratamiento resulta en un incremento en el nimero de células madre y/o progenitores
neurales activos, identificados por citometria en base a la expresion de EGFR en su membrana
(Leeman etal, 2018). Seria interesante a futuro ensayar estrategias similares de activacién de la
autofagia en animales viejos para determinar si en la SGZ del hipocampo se observa el mismo efecto de
“rejuvenecimiento” o recuperacién de la actividad proliferativa descrito en la SVZ.

Al margen de las implicaciones de la via autofagia-lisosoma en envejecimiento, dos estudios
publicados en el transcurso de esta tesis doctoral indican que esta via, y mas concretamente la funcion
lisosomal, es esencial para el mantenimiento de la quiescencia de las NSCs adultas (Figura D1). Un
primer trabajo de 2018 (Leeman et al, 2018) analizé las NSCs quiescentes y activas de la SVZ, tanto de
animales jovenes (3-4 meses de edad) como viejos (19-22 meses de edad). Las NSCs se aislaron
mediante FACS de animales transgénicos GFAP-GFP, en base a este marcador combinado con Prom1
para identificar a las NSCs, y empleando la expresion de EGFR en membrana para distinguir la
poblaciéon activa (GFP*Prom1+EGFR+*) de la quiescente (GFP*Prom1+EGFR-). Se encontré un
enriquecimiento en la expresion de genes lisosomales (dianas del factor de transcripcién TFEB) en las
NSCs quiescentes y de genes del proteasoma en las NSCs activas, aunque no se mostré la expresion de
genes de autofagia. Ensayos con el sensor mCherry-GFP-LC3 en cultivos indicaron que las NSCs
quiescentes tenian grandes lisosomas que se fusionaban con los autofagosomas pero que no habian
degradado su contenido. Sus datos en las NSCs quiescentes de la SVZ mostraron que tenian un flujo
autofagico ralentizado y un mayor contenido en lisosomas de gran tamafio, que contenian, en su
interior, agregados marcados con Proteostat (Figura D1A).

En este mismo trabajo, efectuaron una bateria de ensayos funcionales in vitro en cultivos de
neuroesferas aislados de la SVZ y expandidos en presencia de EGF y FGF2 y observaron que el
tratamiento con Bafilomicina A1 en las NSCs quiescentes inducidas con BMP4 impedia su activacion.
Por el contrario, la deprivaciéon de nutrientes con HBSS, que moviliza los agregados proteicos,
promovia la activacién de las células cuando se exponian nuevamente al mitégeno EGF (Leeman et al.,
2018). Por tanto, su conclusion fue que la activacién de la via autofagia-lisosoma en las NSCs
quiescentes moviliza y degrada los agregados proteicos y facilita la activacion de las células en
respuesta a factores de crecimiento. De hecho, los autores postularon que dicha movilizacién podria
constituir una fuente de energia para la activacion de las NSCs o ser un mecanismo de prevencion de la
distribuciéon de agregados potencialmente tdxicos a la progenie celular. Sin embargo, nuestros
resultados sugieren justamente lo contrario, que la activacion de la via autofagia-lisosoma en las NSCs
quiescentes previene o retrasa su entrada en ciclo, mientras que el bloqueo la promueve (Figura D2A).
Es decir, en nuestros ensayos las NSCs quiescentes necesitarian de la autofagia para mantener el
estado de quiescencia.

Los métodos utilizados en esta tesis difieren en cierta medida del modelo celular y el planteamiento
experimental empleado por Leeman y colaboradores. Para los experimentos de reversion, este grupo
utilizé cultivos de NSCs aisladas de la SVZ en base a marcadores de superficie que se expandieron
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como neuroesferas. Para el establecimiento de quiescencia, utilizaron 20ng/ml FGF2 y 50ng/ml BMP4
durante 7 dias y la reversidon la realizaron con 20ng/ml tanto de FGF2 como de EGF (Leeman et al.,
2018). Ademas, los experimentos funcionales de reversion de la quiescencia que llevaron a cabo se
analizaron entre 72 y 96 horas después del tratamiento con 100nM Bafilomicina A1 o HBSS. Tras 3
horas de pulso de EAU (analogo de timidina) para marcar células en fase S, la proliferacion se analiz6
por citometria de flujo intracelular (Leeman et al., 2018).

Por el contrario, nuestros experimentos se realizaron con cultivos de NSCs originalmente aisladas de
hipocampo adulto e inducidas a entrar en quiescencia tras cuatro dias con BMP4. Los experimentos
funcionales de reversion de la quiescencia se analizaron mediante inmunofluorescencia para el
marcador de proliferacion Ki67 y a tiempos mas cortos, tras 16 horas en el caso de Bafilomicina Al
(puesto que tratamientos largos inducian la muerte de las células) y 48h en el caso de HBSS y
Fenformina. Ademas, la Bafilomicina A1 se utilizé a 50nM debido a que la dosis utilizada por Leeman y
colaboradores provocaba la muerte de nuestras células.

Nuestros resultados mostraron una mayor activacion cuando las células habian sido tratadas
previamente con Bafilomicina A1, ademas de observarse un incremento en el nimero total de células.
Por el contrario, cuando los cultivos se trataron con Fenformina, un farmaco que promoveria la
autofagia al activar AMPK, encontramos una disminucién en el nimero de células y una menor
activacion de las células quiescentes. Los experimentos en los que perseguiamos activar la autofagia
con HBSS no mostraron ninguna diferencia en los niveles de proliferacion, pero si en el niimero de
células. Probablemente este dato se pueda explicar si, como es de esperar, el tratamiento con el medio
carente de nutrientes induce inicialmente una reduccion de la proliferacion, aunque los niveles se
recuperen posteriormente al cambiar a un medio con nutrientes (Figura D2C).

En linea con nuestro trabajo, en 2019 Kobayashi y colaboradores (Kobayashi et al., 2019) demostraron
que la induccion de la quiescencia con BMP4 en cultivos de NSCs, tanto procedentes de la SVZ como de
la SGZ adulta, incrementaba la actividad autofagica y lisosomal (Kobayashi et al., 2019) (Figura D1B).
La autofagia se analizé determinando la acumulacién de LC3II y la funcién lisosomal midiendo la
actividad de diversas catepsinas. No se hicieron determinaciones del flujo autofagico puesto que el
foco del trabajo, al igual que en Leeman y colaboradores, fue el papel del lisosoma. En ensayos de
reversion de la quiescencia, en los que se eliminaba BMP4 y se afiadia EGF ex6geno, el tratamiento con
Bafilomicina A1 aumentaba la proliferacién de las NSCs (medida con Ki67 y EdU) e incrementaba los
niveles del receptor del factor de crecimiento epidérmico activo (P-EGFR), asi como la expresion de
genes relacionados con el ciclo celular. A través de una serie de ensayos bioquimicos los autores
demuestran que P-EGFR se degrada rapidamente en las NSCs quiescentes por el lisosoma y que el
bloqueo de la via autofagia-lisosoma con Bafilomicina A1 impide la degradacion de este receptor, que
resulta en una mayor activacion de las células quiescentes (Kobayashi et al, 2019) (Figura D2B). Sin
embargo, el compuesto SAR405 (inhibidor especifico de autofagia), que inhibe a VPS34 y la formacién
de autofagosomas sin afectar directamente a la acidificaciéon del lisosoma, no tuvo efecto sobre los
niveles de P-EGFR, lo que apunta a un papel del lisosoma independiente de la autofagia. En este
sentido, se sabe que EGFR se recicla por endocitosis al igual que muchos receptores de membrana. Los
autores evaluaron también el papel de la endocitosis en la degradacién de EGFR en las células
quiescentes, pero vieron que el tratamiento con Dynasore (inhibidor de la endocitosis mediada por
clatrina) o con Nocodazol (inhibidor de organizador de microtibulos) tenian efectos suaves en la
acumulacion de EGFR. Esto sugiere que ni la autofagia ni la endocitosis son los responsables de la
acumulacion de EGFR tras el tratamiento con Bafilomicina A1.
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En base a lo anterior, los autores (Kobayashi et al., 2019) proponen que el aumento en el nimero de
lisosomas que muestran las NSCs quiescentes incrementa la probabilidad de que los endosomas se
fusionen con los lisosomas y se degrade el receptor. Si fuera asi, se reduciria el tiempo necesario para
la formacién del endolisosoma e indicaria que la actividad lisosomal en las NSCs quiescentes es
importante para reducir la
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Figura D2: Efecto de la manipulacion de la via autofagia-lisosoma en la quiescencencia y activacion de las NSCs

(A, B) Representacion esquematica de los resultados de los trabajos que han evaluado la funcién de la via autofagia-lisosoma
en cultivos NSCs quiescentes aisladas de SVZ o SGZ (Kobayashi et al., 2019; Leeman et al., 2018). La entrada en quiescencia se
realiz6 en presencia del mitégeno FGF2 y BMP4 y la reactivacion en presencia de FGF2 y EGF. Ambos trabajos muestran un
incremento de la via lisosomal, sin embarego difieren en los resultados de los experimentos funcionales. (C) Esquema de los
resultados mostrados en esta tesis doctoral. La induccién de la quiescencia se realizé en presencia del mitégeno FGF2 y BMP4
y la reactivacién unicamente presencia de FGF2 (sin EGF afiadido de forma exdgena). Nuestros datos sugieren que la
modulacién de la via autofagia-lisosoma podria regular la activacién de las NSCs quiescentes. Los cuadros verdes y rojos
indican tratamientos que activan o inhiben la via autofagia-lisosoma, respectivamente. BafA1, Bafilomicina A1; CA-TFEB,
sobreexpresiéon de la forma constitutivamente activa de TFEB; Tefb KO, Tfeb knockout NSCs; A, NSCs activas; Q, NSCs
quiescentes.
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Nuestros datos muestran, que a pesar de expandir las células solamente con FGF2 como mitégeno (es
decir, en ausencia de EGF), las NSCs expresan al menos a nivel de ARN mensajero el receptor de EGFR.
Estos resultados apoyan trabajos publicados anteriormente que muestran que EGFR es un receptor
altamente expresado en las células activas y que mantiene cierta expresion en las células quiescentes
(Codega et al., 2014; Doetsch et al, 2002; Martynoga et al.,, 2013; Pastrana et al., 2009). Este receptor
posee un dominio extracelular de unién a ligando, un dominio transmembrana y un dominio tirosina
quinasa intracelular que una vez activado regula diferentes rutas que controlan la supervivencia,
proliferacién y diferenciacion de la poblacion de células madre (Craig et al., 1996; Reynolds y Weiss,
1992). El ligando EGF promueve la proliferacién a través de la activacién de mTOR tanto in vitro como
in vivo. Ademas, se ha demostrado que la activaciéon de EGFR promueve la activaciéon de NSCs
quiescentes tanto in vitro como in vivo en animales jévenes (Cochard et al, 2021). Sin embargo, la
proliferacién mediada por EGF es regulada por la via de las BMPs a través de una via independiente a
mTOR (Joppé et al,, 2015).

Nuestros experimentos de inhibiciéon de la autofagia con Bafilomicina A1l e inhibicién de EGFR con
PD168393 no son concluyentes, pero sugieren que el efecto activador de Bafilomicina A1 podria
depender en parte de la sefializacién autocrina por EGFR de las propias NSCs (puesto que no se anade
el ligando EGF al medio ni en los pases para la expansion celular ni en los ensayos propiamente
dichos). Aunque el andlisis estadistico no es significativo, se observa una reduccion de la proliferacion
cuando las células se tratan con Bafilomicina A1 y PD168393, en comparacidon con las células tratadas
Unicamente con Bafilomicina A1, que aumenta la activacion. El tratamiento con PD168393 no muestra
el efecto esperado, probablemente debido a que en este experimento el analisis se realizé a las 16
horas del tratamiento, en vez de a las 48 horas que fue cuando se realizaron los experimentos de
activacion e inhibicion de EGFR. Dado que Bafilomicina A1l inhibe tanto el flujo autofagico como la
acidificacion del lisosoma dependiente de la V-ATPasa, y por ende la actividad lisosomal es posible que
el efecto de Bafilomicina Al en los cultivos esté relacionado con la degradacién de P-EGFR por el
lisosoma para evitar la activacion de las NSCs quiescentes, aunque otros mecanismos también podrian
estar implicados. No obstante, los experimentos genéticos realizados in vivo, que se discutiran en el
siguiente apartado, si que sugieren un papel directo de un gen clave de la via autofagica (Atg7) sobre la
quiescencia de las NSCs de la SGZ, especialmente en la etapa posnatal.

3. La autofagia es importante para el mantenimiento de la poblacién de células madre
en condiciones pro-neurogénicas.

Nuestros resultados in vitro empleando tratamientos farmacolégicos sugieren que la via autofagia-
lisosoma es necesaria en las NSCs quiescentes para mantener la calidad del proteoma e inhibir la
activacion de las células.

Los resultados de los ensayos in vivo demuestran que la autofagia regula la quiescencia de las NSCs de
la SGZ murina, sin embargo, se observa un cambio en la funcién de la autofagia con la edad empleando
como modelo de pérdida de funcién el ratén condicional NesCreERT2;Atg7%/F. Atg7 es un gen esencial
para el sistema de conjugacion de ATGs y la formacion de autofagosomas. Estudios previos realizados
in vivo indican que la delecién embrionaria de Atg7 produce la muerte de los animales tras el
nacimiento, ya que ATG7 es esencial para el reciclaje de los aminoacidos en las células (Komatsu et al,
2005). Por tanto, para el estudio de la autofagia en el sistema nervioso central se han utilizado
modelos genéticos condicionales que delecionan Atg7 en distintas poblaciones de células como
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neuronas dopaminérgicas, neuronas del hipotdlamo, neuronas excitatorias del prosencéfalo, células de
Purkinje o microglia (Collier et al., 2021).

El primer trabajo donde se utilizé un ratén condicional constitutivo que deleciona Atg7 en las células
madre que expresan Nestina, demostré que los ratones mostraban defectos neurolégicos, muerte
neuronal y acumulacion de cuerpos de inclusidn en las neuronas. Conduciendo, todo ello, a una muerte
prematura de las células (Komatsu et al., 2006).

En nuestro trabajo utilizamos un ratén cKO inducible que deleciona Atg7 en las células madre que
expresan Nestina tras la administraciéon de Tamoxifeno a la edad de interés (NesCreERTZ;Atg7F/F). Ante
la imposibilidad de validar la recombinaciéon por inmunohistoquimica, analizamos la recombinacién
por PCR que mostré recombinaciéon en extractos de giro dentado tras la administracién de
Tamoxifeno. Un trabajo anterior, que utilizd este mismo ratén con el objetivo de estudiar la
importancia de la via autofagica en relaciéon al estrés croénico, validé la recombinacién mediante
inmunohistoquimica encontrando que la mayoria de las células Sox2+ de la SGZ no expresaban ATG7
tras la administraciéon de Tamoxifeno (Jung et al., 2020).

La caracterizacion de las células GFAP+*Sox2+ con morfologia radial de la SGZ en animales adultos y
condiciones basales, no mostré diferencias en el nimero de células y en su proliferacién (Ki67+) entre
los animales tratados con Tamoxifeno o sin tratar. Nuestros resultados apoyan, por tanto, los
resultados de Jung y colaboradores donde no encontraron diferencias en las distintas subpoblaciones
neurogénicas (células tipol, tipo 2a, tipo 2b y tipo 3) al comparar los cKO y con los animales control
(Jung et al, 2020).

En este mismo trabajo también analizaron las funciones neuronales dependientes de hipocampo sin
encontrar diferencias entre los ratones cKO y los control al realizar los test de comportamiento de
campo abierto, laberinto elevado, sacarosa, laberinto Y y laberinto de agua de Morris. Ademas, el
analisis del numero de autofagosomas y autolisosomas en NSCs y progenitores, tampoco mostré
diferencias entre los animales medido con el lentivirus mRFP-EGFP-LC3 regulado bajo el promotor de
Nestina, el cual expresa la proteina verde fluorescente sensible a pH fusionada a la proteina roja
fluorescente y a LC3 (Jung et al., 2020).

Por otro lado, se realiz6 una aproximacion farmacolégica para tratar de incrementar el bloqueo de la
via autofagia-lisosoma en los ratones NesCreERT2;Atg7F/F. Se ha descrito que la Cloroquina impide la
acidificacion de los lisosomas y bloquea el flujo autofagico en musculo, higado, pulmén y cerebro (Ju
etal, 2010; Vodicka et al., 2014; Zois et al., 2011). En concreto en cerebro, el tratamiento con 50mg/Kg
intraperitoneal durante 3 dias atraviesa la barrera hematoencefalica y es eficaz para incrementar los
niveles de Cloroquina en el cerebro. Sin embargo, los niveles de Cloroquina eran variables en las
distintas areas del cerebro (corteza y estriado) y los niveles de LC3Il y p62 también fueron variables
entre tejidos y forma de preparacion de las muestras (Vodicka et al,, 2014).

En nuestro trabajo seguimos el protocolo de administracion de Cloroquina de Vodicka y colaboradores
(Vodicka et al.,, 2014) y no encontramos diferencias en el niimero de células madre ni en su estado de
activacion al comparar los animales tratados con los animales sin tratar. Al no tener una
determinacién bioquimica o celular que demuestre que el tratamiento con Cloroquina ha tenido efecto,
no podemos asegurar que el tratamiento haya funcionado. Por tanto, seria necesario validar que
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funciona en nuestras manos mediante el andlisis de los niveles de p62 y LC3II presentes en el cerebro
o de los metabolitos de Cloroquina presentes en el tejido.

Quisimos evaluar el papel de la autofagia en una condicién pro-neurogénica como es el ejercicio
voluntario en ratones cKO NesCreERT2;Atg7F/F, para analizar si el bloqueo de la via tiene algun efecto
en condiciones mas exigentes en las que se promueve la activacidon de las NSCs quiescentes de la SGZ
adulta (Suh et al, 2007). Se ha demostrado que practicar ejercicio de forma regular aumenta la masa
muscular, reduce los niveles de grasa corporal y el peso (Takeshita et al,, 2012). Nuestros resultados
mostraron que el ejercicio voluntario con una rueda durante dos semanas redujo el peso de los
ratones. La reduccion fue mdas acentuada en los ratones tratados con Tamoxifeno; sin embargo, la
interaccion que pueda haber entre la pérdida de peso y el bloqueo de la autofagia en las células madre
no esta clara y serfa necesario profundizar para determinar si realmente hay tal interaccién o si es
debida a cierta toxicidad u otros efectos causados por el Tamoxifeno per se.

El andlisis de la proliferacion y nimero de células madre en los animales NesCreERT2;Atg7F/F muestra
un incremento de la proliferacién medida con Ki67 de las células madre radiales GFAP+*Sox2+ de la SGZ
después de que los ratones tuvieran acceso a ejercicio voluntario durante dos semanas y una
disminucién en el numero total de células madre radiales. Trabajos anteriores describen un
incremento de la proliferaciéon medido con BrdU a 12 dias de comenzar con el ejercicio voluntario
asociado a un incremento de la neurogénesis (van Praag et al., 1999). En un primer trabajo se asocid
ese incremento de la proliferacién a las células tipo 2a y 2b (Kronenberg et al, 2003) en vez de a las
tipo 1 o radiales que son las que hemos analizado en este trabajo. La diferencia entre los dos trabajos
reside en el tiempo que los ratones han estado corriendo y en el tipo de sefial analizada. En nuestro
trabajo los animales estuvieron corriendo durante dos semanas mientras que en el de Kronenberg y
colaboradores lo hicieron durante cuatro semanas y analizaron la incorporacién de una tnica dosis de
BrdU 24 horas después de la administracion. Una explicacion podria ser que el bajo nimero de células
marcadas no les permitiera ver una diferencia significativa en los niveles de proliferacion de las células
madre radiales. Que nosotros viéramos una diferencia podria ser debido a los distintos marcadores
utilizados. Mientras que BrdU Gnicamente marca células que se encuentran en fase S en el momento de
la administracién de BrdU, Ki67 marca células en todas las fases del ciclo celular excepto GO marcando
por tanto mayor numero de células (Kee et al., 2002). En un trabajo posterior, si que describieron una
mayor proliferacion de las células madre radiales al analizar la incorporacién de BrdU administrada
durante 7 dias consecutivos a los animales (una dosis/dia) y la expresion de Ki67 en animales que
corrieron durante 8 dias (Suh et al,, 2007). Sin embargo, en este trabajo no observaron cambios en el
numero total de células madre radiales, sugiriendo que el aumento de la proliferacién de las células
tipo 1 promueve las divisiones asimétricas que mantendrian la poblacién de células madre a la vez que
promueve la neurogénesis (Suh et al., 2007).

Nuestros datos, al contrario de lo publicado hasta el momento, sugieren que hay un agotamiento de las
células madre después del ejercicio voluntario, al menos al tiempo del analisis, siendo ademas un
efecto notablemente mas marcado en los animales carentes del gen Atg7 en las células madre, aunque
la diferencia no llega a ser estadisticamente significativa. Seria interesante completar el estudio y
evaluar si la falta de Atg7 impide el retorno de las NSCs activas a una quiescencia shallow y por este
motivo causa un agotamiento mas acusado. Esta ampliamente descrito que correr aumenta la
neurogénesis hipocampal, lo que se correlaciona con una mejora las funciones cognitivas dependientes
de hipocampo (Creer etal, 2010; Kohman etal, 2012; O’Callaghan etal, 2007). Por tanto, seria
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interesante determinar el posible efecto de la delecion de Atg7 en la neurogénesis mas tardia a nivel de
formacién de nuevas neuronas asi como en las funciones cognitivas asociadas a hipocampo.

Por otro lado, el tratamiento con Metformina no parece causar ningin cambio en la activacién y
numero de NSCs de la SGZ adulta. En muestras de cerebro, se habia corroborado que el tratamiento
durante 8 semanas con Metformina 12mM en agua de bebida produce una activacién de AMPK
(Berthier etal, 2016). En nuestro trabajo comprobamos la funcionalidad del mismo tratamiento
mediante el andlisis de la fosforilacién activadora de AMPK en la Thr172 en muestras de higado
corroborando que producia la activacién de AMPK. Ademas, observamos un cambio en el peso de los
animales, sugiriendo que el tratamiento habia funcionado. Se ha descrito que el tratamiento con
Metformina reduce la ganancia de peso en dietas ricas en grasa (Matsui et al, 2010), sin embargo
nuestros ratones fueron alimentados con una dienta estandar. En un trabajo publicado no encontraron
diferencias en el peso de ratones tratados con Metformina con una dieta estandar (Algire et al., 2008),
pero la dosis de Metformina administrada era mucho menor que la que nosotros utilizamos en nuestro
trabajo, por lo que podria ser una explicaciéon para los resultados divergentes. A nivel de células
madre, no observamos cambios en las RGLs de la SGZ de los animales tratados. Sin embargo, trabajos
anteriores habjan mostrado que la Metformina promueve la proliferacion y la diferenciacién neuronal
de las células madre (Jiang y Liu, 2020). En concreto, el tratamiento intraperitoneal con 200mg/kg de
Metformina durante 7 dias incrementaba la proliferacién tanto en SVZ como en la SGZ sugiriendo que
promueve la proliferacién, autorrenovacion y diferenciacion neuronal (Fatt etal, 2015). Seria
necesario, por tanto, analizar mas animales para verificar que con nuestro tratamiento no produce
efecto en las NSCs. Ademas, seria conveniente evaluar los niveles de LC3II o p62 en el hipocampo para
corroborar que el tratamiento estaba activando la autofagia in vivo.

Nuestros resultados in vivo en la etapa posnatal, sugieren que la autofagia tiene un papel distinto al
que tiene en la etapa adulta. Nuestros datos muestran que hay una disminucién del nimero de RGLs
durante la tercera semana posnatal y que una parte de esta poblaciéon continia entrando en
quiescencia, pasando de un 20% de proliferaciéon a P14 a un 10% a P21. Las células madre del nicho
hipocampal presentan su pico maximo de proliferacién medida con el marcador de proliferacién
MCM2 a P3. A partir de ese momento, comienza la entrada en quiescencia, y los niveles de
proliferacién se reducen, pasando de un 100% de proliferacién entre E12,5 y P3,a 55% a P7, y a 30%
a P14 (Berg et al, 2019). Otros trabajos describen un 30% de proliferaciéon a P7 en células en NSCs y
progenitores de la SGZ (Noguchi et al, 2019) y un 10% P15 utilizando el marcador de proliferacién
Ki67+ (Harris et al, 2021). Nuestros datos se encontrarian en un término medio al indicar que a P14 el
20% de las células madre serian positivas para el marcador de proliferacion Ki67. La diferencia con los
datos de Berg y colaboradores puede ser explicada en base a los distintos marcadores de proliferacion
utilizados en los ensayos. Ki67 es un marcador de proliferaciéon que permite identificar células que se
encuentran en fase G1 tardia, G2, S y fase M. Por el contrario, MCM2 es un marcador que permite
identificar células positivas para cualquier fase del ciclo celular y ademas es mas estable y persiste
durante 72h en células que ya han salido del ciclo celular, siendo, por tanto, mas sensible (Harris et al.,
2021; Joshi et al, 2015).

Berg y colaboradores (Berg et al, 2019) describen que unicamente el 2,5% de las células madre que
adquieren la marca de BrdU tras una administracion intraperitoneal a P14 retienen la marca dia 30. En
cambio, Harris y colaboradores indican que el 100% de las células que proliferan a P14 continian
haciéndolo 48h, sugiriendo que esa poblacién de células termia agotdndose. Aunque también indican
que esa dindmica va cambiando con la edad y conforme los animales envejecen aumenta el porcentaje
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de células que se activan y después vuelven a quiescencia (Harris etal, 2021). Por el contrario,
nuestros datos con BrdU apoyan la idea de que durante la tercera semana posnatal todavia una parte
de la poblacién entra en quiescencia, ya que aproximadamente el 15% de las células madre marcadas
con BrdU a P13 mantiene la marca de BrdU a dia 21. Este porcentaje podria reducirse en caso de
analizar los animales a dia 30.

En cuanto a la reduccién en nimero de RGLs, pasa aproximadamente a la mitad en una semana (de
P14 a P21), una tasa de bajada bastante superior a la descrita para animales adultos jévenes. Por
ejemplo, segin Harris y colaboradores el nimero de NSCs del giro dentado baja a algo menos de la
mitad entre P15 y 2 meses. Posteriormente, el agotamiento se ralentiza y se desacopla de la
proliferacién, en parte porque aumenta el retorno a quiescencia de las NSCs que se activan (Harris
etal,2021).

La administracion de Tamoxifeno a ratones NesCreERT2;Atg7F/F posnatales no nuestra efecto en el
numero total de RGLs analizado a dia P21 en comparacién con los animales tratados con aceite como
control. Tampoco se observan cambios en el nimero de RGLs quiescentes entre ambos grupos. Sin
embargo, observamos un cambio en el estado de activacion de estas células y en su dindmica. Para
analizarlo utilizamos la combinacién de marcadores de BrdU (administrada a P13) y Ki67 (analizado a
P21), lo que nos permite evaluar el estado de activacién de las NSCs que estaban proliferando a dia 13
(cuando se administr6 la BrdU) y la activaciéon en el momento del sacrificio a P21. Por un lado,
encontramos un incremento en el nimero de RGLs Ki67+ y, por otro lado, una disminucién en el
nuimero de células madre que adquirieron la marca de BrdU. Curiosamente, a P21 las RGLs BrdU+* son
todas negativas para Ki67, es decir, estan fuera de ciclo. La disminucién de las RGLs BrdU+ en los cKO
podria explicarse por un agotamiento de las NSCs activas, que continuarian proliferando hasta
deplecionarse por diferenciacién a astrocito o neurona (Encinas etal, 2011; Pilz et al, 2018), sin
entrar en quiescencia (Figura D3).

Por otro lado, a P21 todas las RGLs Ki67+ fueron negativas para BrdU. El aumento observado en los
niveles de RGLs Ki67+ en los cKOs podria deberse a la activacion de las células madre que ya estaban
quiescentes antes de dia P13 (y por tanto no incorporaron BrdU, siendo BrdU-) y/o también a un
bloqueo en la entrada en quiescencia de las células madre que estaban activas a dia 13 y que por
sucesivas rondas de divisién habrian perdido la marca de BrdU (Figura D3). Sin embargo, esta tltima
hip6tesis es menos probable y no pudimos testarla debido a la imposibilidad de identificar células
doble positivas para Ki67 y BrdU, probablemente debido a los tiempos utilizados para el analisis. Sin
embargo, en animales adultos, se ha observado que la marca de CldU (andlogo de la timidina que se
incorpora en fase S) persiste en células Nestina* 120 horas después de la administraciéon y tras 4
rondas de division (Encinas et al., 2011). Por lo que, de ser asi en la etapa posnatal, seria esperable
encontrar células que fueran positivas tanto para BrdU como para Ki67. Por ello, un nuevo
experimento en el que se reduzca el tiempo entre la administraciéon de BrdU y el andlisis, podria servir
para tratar de dilucidar si el incremento en células Ki67 también se debe a un bloqueo de la entrada en
quiescencia .

Otros trabajos previos han analizado el fenotipo de animales deficientes en genes relacionados con la
autofagia en el giro dentado posnatal. La delecién de FIP200 (proteina esencial que forma parte del
complejo de induccién de la autofagia ULK1) utilizando un ratén cKO que expresa Cre no inducible
bajo el promotor de GFAP, reduce el niimero de NSCs y por el contrario se incrementan los astrocitos
que se localizan en la SGZ a dia P28. Estos defectos se deben a un incremento en los niveles de estrés
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oxidativo, que son parcialmente reversibles con el antioxidante acetilcisteina o el doble mutante
FIP200/p53. (Wang et al., 2013).

Por tanto, seria interesante evaluar como afecta el incremento de la proliferaciéon observado a 21 dias
en animales NesCreERT2:Atg7F/F al mantenimiento de las células madre a largo plazo y a los procesos
de astrogliogénesis y de neurogénesis, comprobando si las neuronas se forman y se integran en los
circuitos hipocampales correctamente. En los ultimos afios ha existido gran controversia sobre qué
sucede cuando una NSC quiescente de la SGZ adulta se activa, si termina agotandose tras varias rondas
de division o si por el contrario tiene capacidad de autorrenovacion a largo plazo (Bonaguidi et al,
2011; Encinas etal.,, 2011; Pilz et al, 2018; Urban et al., 2016). Ademas, recientemente se ha descrito
que la heterogeneidad de la poblacién de células madre permite que una poblacion de células madre
Glil* se autorrenueven a largo plazo, mientras que las Ascll* una vez activadas se diferencien
terminalmente en unas semanas (Bottes et al,, 2021). Nuestros datos muestran que la autofagia esta
implicada en el establecimiento y mantenimiento de las RGLs, por lo que seria interesante investigar la
heterogeneidad de la poblacion de NSCs y si los efectos se deben al estrés oxidativo como sucede al
delecionar FIP200 (Wang et al., 2013).

Q NSCs A NSCs
P14 . ® . . . ® . (] e [ & BrdU*
Ki67-BrdU?
Atg7 agotamiento
P21
. . . . [ ] ®

Atg7 )\

¢ €. Ki67*BrdU-

Figura D3: Grafico resumen del modelo propuesto

El gen Atg7, y por ende la autofagia, regula la quiescencia de las NSCs durante la etapa posnatal. Por un lado promueve la
entrada en quiescencia de las NSCs y por otro lado manteiene la poblacién de células madre al impedir su agotamiento y
reactivacion.
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Conclusiones

1. Las NSCs quiescentes in vitro muestran una reduccion de la expresion de genes relacionados
con la traduccién en comparacion con las NSCs activas. Ademas, a nivel de proteina se observa
de una reduccidn en la eficiencia del inicio de la traduccién. El analisis de la incorporaciéon de
OPPuro corroboré la reduccién de la sintesis proteica de las NSCs quiescentes in vitro.

2. A pesar de la reduccion en la sintesis proteica, las NSCs quiescentes mostraron un incremento
en el contenido proteico y una acumulaciéon de agregados proteicos transitorios, que
desaparecian cuando se revertia el estado de quiescencia y las NSCs entraban nuevamente en
el ciclo celular.

3. El andlisis de las principales vias de degradacién de proteinas en cultivos de NSCs indic6 que
las NSCs quiescentes tienen un enriquecimiento en la expresion de genes de la via autofagia-
lisosoma en comparacion con las NSCs activas. Muestran de manera basal un incremento de la
magquinaria autofagica determinada mediante la acumulacién de los marcadores LC311 y p62.

4. La activacion de AMPK y su diana ULK1 apuntan a un incremento en induccion de la autofagia
en los cultivos de NSCs quiescentes. Sin embargo, el flujo autofagico es similar entre NSCs
activas y quiescentes.

5. Experimentos funcionales en cultivos de NSCs de activacion/inhibicion farmacolégica de la via
autofagia-lisosoma con Fenformina/Bafilomicia Al, respectivamente, indican que la autofagia
podria controlar la entrada y salida de quiescencia.

6. La aproximacién al in vivo mediante el aislamiento magnético de las NSCs y astrocitos del
hipocampo en base al marcador GLAST corrobora la reducciéon de la traduccién y la
acumulaciéon de agregados proteicos observada en las NSCs in vitro. La acumulaciéon de
agregados ademas se incremento con el envejecimiento.
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7. Invivo durante la tercera semana posnatal, las NSCs radiales de la SGZ contindan entrando en
quiescencia. Los estudios con animales en los que se deleciond el gen de autofagia Atg7 en las
NSCs demuestran que la autofagia es esencial en este periodo para el correcto establecimiento
de la quiescencia, probablemente favoreciendo la entrada en quiescencia e impidiendo que las
NSCs que ya se encuentran quiescentes se activen.

8. En animales adultos la autofagia no parece ser esencial para el mantenimiento de la
quiescencia de las NSCs del nicho neurogénico hipocampal, sin embargo, en condiciones pro-
neurogénicas como es el ejercicio fisico voluntario parece estar implicada en el mantenimiento
de la poblacién de NSCs.
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