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RESUMEN

Introduccidén: La neurogénesis adulta consiste en la generacion de nuevas neuronas a
partir de células madre neurales que, tras madurar, se integran en circuitos preexistentes.
En el cerebro de mamiferos se han identificado, principalmente, dos nichos neurogénicos: la
zona ventricular-subventricular (V-SVZ) y la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo. La actividad de estas regiones esta finamente regulada y se ve afectada por

diversos factores, como el envejecimiento, que afectan a su capacidad neurogénica.

Objetivo: Intentamos comprobar si el envejecimiento afecta a la estructura y capacidad
proliferativa de la V-SVZ.

Material y métodos: Estudiamos la V-SVZ de ratones de 2 y 24 meses de edad. Se
comparo la organizacion celular de esta region mediante microscopia electrénica. Asimismo,
se estudid6 la presencia de distintos tipos celulares mediante la deteccidon
inmunohistoquimica de marcadores moleculares especificos. Por otra parte, se cuantifico la

capacidad proliferativa de la V-SVZ en ambos grupos experimentales.

Resultados: Hemos observado que con el envejecimiento la V-SVZ sufre una reduccion en
su espesor y otros cambios a nivel subcelular, que van acompafiados de una disminucion en

la capacidad proliferativa de la region.

Conclusion: El envejecimiento afecta a la capacidad proliferativa de la V-SVZ. Se requieren
nuevos trabajos que estudien las implicaciones fisiopatoldégicas de estos cambios en el

cerebro.

PALABRAS CLAVE

Neurogénesis adulta, zona ventricular-subventricular, envejecimiento, células madre

neurales.
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ABSTRACT

Introduction: Adult neurogenesis is the generation of new neurons from neural stem cells
that, after maturing, integrate into pre-existing neural circuits. In the brain of mammals, two
neurogenic niches have been identified: the ventricular-subventricular zone (V-SVZ) and the
subgranular zone of the hippocampal dentate gyrus. The activity of these regions is finely
regulated and is affected by various factors, such as aging, which affects their neurogenic

capacity.

Objective: Our aim was to prove if aging affects the structure and proliferative capacity of
the V-SVZ.

Material and methods: We studied the V-SVZ of 2- and 24-month-old mice. The cellular
organization of this region was compared by electron microscopy. Likewise, the presence of
different cell types was studied by immunohistochemical detection of specific molecular
markers. Finally, the proliferative capacity of the V-SVZ was quantified in both experimental

groups.

Results: We observed that aging causes a slimming of the V-SVZ and other changes at the
subcellular level, which are accompanied by a decrease in the proliferative capacity of the

region.

Conclusion: Aging affects the proliferative capacity of V-SVZ. Further studies are required in

order to ascertain the physiopathological implications of these changes in the brain.

KEYWORDS

Adult neurogenesis, ventricular-subventricular zone, aging, neural stem cells.
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EXTENDED SUMMARY

Background

Adult neurogenesis is the process by which new neurons are generated from neural
stem cells. After maturing, these new cells are able to integrate into pre-existing neural
circuits. For many years, neuroscientists believed that the central nervous system was
unable to generate new neurons, thus limiting our view about neuron replacement and brain
repair. In the 1960’s, Joseph Altman started paving the way for changing this conception by
providing evidence for the incorporation of new neurons to the olfactory bulb and the
hippocampal dentate gyrus. Decades later, with the development of new techniques,
independent research groups were able to demonstrate, in rodents, that the source of these
new neurons were neural stem cells located in the ventricular-subventricular area (V-SVZ) of

the lateral ventricles and the subgranular zone of the dentate gyrus, respectively.

The V-SVZ, an extensive region lining the lateral wall of the lateral ventricles, is the
largest germinal niche in the adult mammalian brain. In the V-SVZ, neural stem cells (NSCs)
correspond to a subpopulation of specialized astrocytes derived from radial glia. NSCs divide
generating transit amplifying cells, which in turn, give rise to migrating neuroblasts. In
rodents, neuroblasts migrate tangentially through the rostral migratory stream to the olfactory
bulb, where they differentiate and integrate into neural circuits participating in olfactory
processing. In contrast to rodents, adult neurogenesis in the human V-SVZ is relatively
scarce. Only during the first 18 months after birth many young neuroblasts can be found
adjacent to the human V-SVZ, migrating to the olfactory bulb, but also to extensive areas of

the prefrontal cortex.

In the hippocampal dentate gyrus, NSCs are located in the subgranular zone, the
interface between the granule cell layer and the hilus. In this region, radial astrocytes
function as NSCs and, similar to the V-SVZ, generate intermediate precursors which divide
and progressively mature giving rise to young neurons. These new neurons integrate in the

granule cell layer, participating in learning and memory processes.

There is great interest in understanding how the production of new neurons is regulated.
Many known chemical signals affect the generation, migration and integration of new
neurons, most of them linked to the special vasculature present in the neurogenic niches.
However, there are other complex factors, such as mental activity, physical exercise and

aging, that also have an effect on adult neurogenesis.

XIX
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Several studies have reported a decline in neurogenesis associated with age, yet the
causes of this phenomenon remain unknown. In this work, we focused on how aging affects

the organization and proliferative activity of the mouse V-SVZ.

Material and methods

We studied the V-SVZ of young adult (2-month-old) and aged (24-month-old) mice. We
first compared the cellular organization of this region by electron microscopy. We also
determined, by fluorescent immunohistochemistry, the abundance of two of the main cell
types in the V-SVZ using the specific molecular markers DCX (for neuroblasts) and GFAP
(for astrocytes). On the other hand, we assessed the proliferative capacity of the niche by
quantifying the incorporation of BrdU (BrdU is a synthetic nucleoside analog of thymidine,

which is incorporated into the DNA of cells in the S phase of the cell cycle).

Results

Our main finding was that aged mice showed an extraordinarily thin V-SVZ, with
decreased cell density in this brain region. We also observed subcellular changes in different
cell types of the aged mice. For example, we detected an accumulation of dense bodies in
the cytoplasm of different cell types; higher intermediate filament density in astrocytes; and a
general stretching of ependymal cells which resulted in a lower density of cilia in the
ventricular surface. Furthermore, immunohistochemical analyses revealed a lower number of
DCX-labeled neuroblasts in the aged V-SVZ, consistent with a significant decrease in the

number of BrdU label-retaining cells in this experimental group.

Discussion and conclusion

We confirm previous studies reporting a significant reduction in the neurogenic potential
of the V-SVZ in aged mice. Our results suggest that aging leads to structural and functional
changes in the V-SVZ. These changes involve remarkable differences in the cell organization
and proliferative activity of this neurogenic niche. While the underlying causes for these
events remain elusive, we speculate about the existence of physical and chemical signals
that might be altered by the normal process of aging, leading to a reduction in the number of
neural progenitor cells and/or their entrance in a quiescent state with decreased proliferative
activity. On the other hand, the existing literature about the effect of aging in the human
neurogenic niches is controversial. Therefore, future studies still have much to teach us
about when and how adult neurogenesis starts to decline during life. This new information
may help us to better understand age-related neurological diseases and how to prevent

them.

XX
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1. INTRODUCCION

La neurogénesis adulta es el proceso por el que se generan nuevas neuronas que
migran, maduran y se integran en un circuito neural preexistente. Fisioldgicamente, este
fendbmeno parece contribuir a mecanismos de plasticidad neural mas que en la reparacion
del cerebro. Sin embargo, llegar a entenderla y modularla supondria una potente

herramienta para su uso con fines terapéuticos.

1.1 Contextualizacién histérica

Hasta finales del siglo XX imperaba la idea de que una vez completado el desarrollo, el
sistema nervioso central (SNC) era incapaz de generar nuevas neuronas. Fue entonces
cuando Joseph Altman, gracias al uso de la timidina tritiada (un nucledsido radiactivo que se
incorpora al ADN de las células durante la fase S del ciclo celular) pudo identificar nuevas
células con morfologia neuronal en el bulbo olfatorio (BO) y en el giro dentado (GD) del
hipocampo (1-3). No se consiguid localizar con exactitud la procedencia de esas células
hasta que anos después, con los avances técnicos, pudo establecerse que estas nuevas
neuronas derivan de células madre neurales (CMN) localizadas, en el caso de los
mamiferos, en la zona ventricular-subventricular (V-SVZ) de los ventriculos laterales (4-7) y
en la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo (8-11). Aunque se ha
observado proliferacién celular en otras zonas del SNC como las paredes del tercer
ventriculo (12) o el canal central de la médula espinal (13,14), no se tienen evidencias

suficientes que confirmen la capacidad neurogénica de estas regiones.

Una vez se aceptd que el cerebro adulto podia ser capaz de generar nuevas neuronas,
el interés se centrd en establecer la naturaleza de las células madre neurales y su completa
caracterizacion. Algunos autores apuntaron que las CMN tenian caracteristicas astrocitarias
(15), mientras que otros propusieron que correspondian a células ependimarias (16). No
obstante, estudios como el de Spassky et al. (17) determinaron que las células ependimarias
son células postmitéticas, diferenciadas, y sin capacidad proliferativa. Por otra parte, ante la
pregunta de si la neurogénesis adulta era un fendbmeno comun en otras especies, se
llevaron a cabo multiples estudios que encontraron neurogénesis en diversas regiones del

cerebro en todos los grupos vertebrados estudiados, desde peces hasta primates (18-20).
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1.2 Nichos neurogénicos: la zona ventricular-subventricular

1.2.1 Desarrollo embrionario y perinatal

El sistema nervioso central deriva de una lamina formada por células progenitoras
(células neuroepiteliales) que se pliega formando el tubo neural. La luz de dicho tubo neural
dara lugar, posteriormente, al sistema ventricular cerebral y al canal central de la médula
espinal. Como se ilustra en la Figura 1, durante el desarrollo embrionario las células
neuroepiteliales tienen morfologia radial y contactan tanto con la superficie ventricular como
con la superficie pial. Al principio del desarrollo del SNC, estas células neuroepiteliales se
dividen simétricamente aumentando el numero de células progenitoras, mientras que, mas
adelante, se transforman en células de glia radial que comienzan a dividirse de forma
asimétrica, dando lugar a una célula madre que se mantiene adyacente a la cavidad
ventricular y a una célula hija que migra tangencialmente alejandose del ventriculo (21-23).
Ademas, las fibras radiales de las células de glia radial facilitan, junto a los vasos

sanguineos, la migracion de nuevas neuronas hacia la corteza cerebral (24).

Al aproximarse el nacimiento, se ha observado que en ratones la mayoria de células de
glia radial pierden su contacto con la cavidad ventricular y migran hacia la corteza cerebral.
Tan solo un pequefio porcentaje de células mantiene su contacto apical con el ventriculo vy,
con ello, su capacidad de actuar como células madre multipotentes, pudiendo dar lugar a los
diferentes tipos celulares de la linea neural. Durante el desarrollo postnatal y en el adulto,
las CMN se mantienen en la V-SVZ estableciendo un nicho celular con una organizacion

muy caracteristica (25).

1.2.2 Organizacion celular de la V-SVZ

En la edad adulta, la V-SVZ corresponde a la region que tapiza la pared lateral de los
ventriculos laterales. Estd compuesta por cuatro tipos celulares: las células E o
ependimarias, células B o astrocitos, células C o células de amplificacion transitoria (TAC) y
Células A o neuroblastos (Figura 2) (15). En varias especies de mamiferos, estos
neuroblastos o neuronas inmaduras migran rostralmente hacia el bulbo olfatorio a lo largo de
la corriente migratoria rostral (CMR), a través de la cual los neuroblastos se desplazan
rodeados por astrocitos que forman gliotubos, que facilitan dicho proceso (4). Una vez
alcanzan el BO, gracias a factores tréficos no bien conocidos, los neuroblastos se dispersan
y terminan de diferenciarse formando neuronas maduras que se integran en circuitos

preexistentes (5).
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Figura 1. Desarrollo del sistema nervioso central y sus componentes celulares. Se
muestra un diagrama que describe la secuencia de formacién del SNC a partir de las células
neuroepiteliales y de glia radial a lo largo del desarrollo. (MA) manto; (MZ), zona marginal;
(NE), neuroepitelio; (nIPC) célula intermediaria progenitora de neuronas; (olPC) célula
intermediaria progenitora de neuronas; (RG) glia radial; (SVZ) zona subventricular; (VZ)

zona ventricular. Extraido de Kriegstein y Alvarez-Buylla (25).

Figura 2. Estructura de la V-SVZ y evolucion de sus componentes celulares. (A)
Localizacion, a nivel macroscopico, de la V-SVZ en la pared lateral de los ventriculos
laterales (LV). (B) Organizacién de la V-SVZ: las células ependimarias (gris) tapizan la pared

del ventriculo y tienen su superficie apical cubierta por cilios. Por debajo de éstas
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encontramos células tipo B (astrocitos, azul), algunas de ellas en contacto con la cavidad
ventricular por medio de un cilio primario (flecha). Esta subpoblacion (células B1)
corresponde a las CMN, y se divide dando lugar a precursores intermedios (células tipo C,
verde), que a su vez se multiplican dando lugar a neuronas inmaduras o neuroblastos
(células A, rojo). Los neuroblastos se agrupan formando cadenas de migracion rodeadas por
astrocitos (B). Mas profundamente podemos encontrar vasos sanguineos (BV) a los que
suelen estar asociadas las expansiones basales de las células B. (C) Evolucion del proceso
neurogénico. Los astrocitos (B) tienen capacidad autorregenerativa, y ademas pueden dar
lugar a precursores intermedios (C) y éstos a su vez a neuroblastos (A). Imagen modificada

de Alvarez-Buylla y Lim (26).

Las células ependimarias (tipo E) son células de gran tamafio y morfologia cuboidal, y
forman un epitelio monoestratificado que tapiza la pared ventricular. En su superficie apical
presentan microvellosidades y un penacho de cilios que, mediante un movimiento de batido,
impulsan el liquido cefalorraquideo (LCR) a través del sistema ventricular del cerebro.
Tienen una cromatina poco densa y estan fuertemente unidas unas a otras mediante
interdigitaciones y complejos de union (15). Aunque existen estudios que inicialmente
describieron estas células como las bona fide CMN (16), o que al menos podian actuar
como tales ante determinadas condiciones patoldgicas (27,28), posteriormente se ha
concluido que son células derivadas de la glia radial y que no tienen actividad proliferativa
(17,29). No obstante, ante un dafo en esta capa, se ha observado que las células B1 son
capaces de modificar la secuencia B > C > A, formando células con un fenotipo intermedio
entre ependimario y astrocitario (ependymary-like cells). Estas células tienen rasgos de

células E pero también otros, como los filamentos intermedios (FI), mas tipicos de las B (30).

Los astrocitos de la V-SVZ (células B) son células con citoplasma claro y abundante.
Poseen una morfologia muy irregular debido a que se sitlan entre los diferentes
componentes celulares. Tradicionalmente se ha considerado a los astrocitos como un grupo
celular bastante homogéneo. Sin embargo, posteriormente se ha observado que existen
diversas subpoblaciones especializadas y con distintas funciones (31,32). En la V-SVZ
encontramos dos subpoblaciones, las células B1 y las células B2 (15); todas ellas expresan

el marcador GFAP (glial fribrillary acidic protein).

A dia de hoy, esta ampliamente aceptado que las células B1 son las bona fide CMN

(33). Son células también derivadas de la glia radial (34) que mantienen un contacto con la
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superficie ventricular mediante proyecciones citoplasmaticas que se intercalan entre las
células ependimarias (CE) y que terminan con un cilio primario en la luz del ventriculo lateral
(VI) (15). Se sugiere que dicho cilio primario puede estar implicado en la transduccién de
senales sistémicas mediadas por morfégenos o factores de crecimiento. Se sabe, por
ejemplo, que el cilio primario es esencial para la senalizaciéon por Hedgehog (Hh) (35). Las
células B1 son capaces de autorrenovarse, pero también de dar lugar a nuevos astrocitos,
neuronas y oligodendrocitos, no sélo en condiciones fisioldgicas, sino también en respuesta

a dafos cerebrales como traumatismos o ictus (36—39).

Las células B2, como deciamos, también tienen caracteristicas astrocitarias, si bien en
este caso no contactan con la cavidad ventricular, por lo que inicialmente fueron
consideradas como astrocitos quiescentes con funcion estructural (15). A pesar de ello,
estudios recientes usando técnicas de marcaje clonal indican que con el paso del tiempo,
algunas células B1 pierden su contacto apical con la cavidad ventricular dando lugar a
células B2, y que éstas también podrian tener cierta capacidad neurogénica (40). Por otra
parte, es también bien conocido que tanto las células B1 y B2 tienen expansiones basales
que contactan con la red vascular asociada a la V-SVZ, la cual interviene en la transmisién

de sefales sistémicas que regulan la actividad del nicho (41).

Las células de amplificacion transitoria (células C) poseen un nucleo irregular con
profundas invaginaciones y cromatina laxa (15). Son las células con mayor tasa proliferativa
de la V-SVZ y dan lugar a multiples neuroblastos (células A) tras varias divisiones mitoticas.
Por ello se pueden localizar frecuentemente cercanas a cadenas de neuroblastos. Esto pudo
ser demostrado gracias a una serie de experimentos con antimitéticos que eliminaban por
completo la poblacion de células C de la V-SVZ, que posteriormente eran restauradas
gracias a la presencia de células B quiescentes capaces de regenerar el nicho neurogénico
(42). Con el envejecimiento, las células C se encuentran de forma mas aislada y con una
capacidad proliferativa menor (43). Algunos estudios llevaron a cabo una caracterizacion
mas profunda, observando que al menos durante los primeros 12 meses de vida (en
ratones) la poblacion de células C se mantenia constante, y que a partir de ahi se veia
reducida (44).

Las células tipo A, células migradoras o neuroblastos, tienen un soma fusiforme, con un
citoplasma denso y escaso, y expresan Doblecortina (DCX), una proteina asociada a
microtubulos. Su nucleo es regular, con 2 o mas nucleolos y con cromatina laxa. Como

diferencia ante las células B, no presentan filamentos intermedios en el citoplasma y su
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reticulo endoplasmatico rugoso esta poco desarrollado (15). Se agrupan formando cadenas
rodeadas de astrocitos, quedando unidas entre ellas por complejos de unién, aunque a su
vez, ciertas partes de su membrana estan libres facilitando su migracién hacia el BO por
medio de la CMR en el caso del raton (4) y hacia regiones corticales en el caso del cerebro
humano (20,45,46), aportando una gran cantidad de neuroblastos que terminaran
madurando y dando lugar a nuevas neuronas. De forma interesante, en el cerebro humano
postnatal se encuentra una CMR hacia el bulbo olfatorio, que desaparece a medida que el
cerebro va madurando, sin conocerse las causas ni consecuencias fisioldgicas de dicho

fenébmeno (45).

Existe una amplia lista de marcadores inmunohistoquimicos expresados de forma
diferencial por los tipos celulares que componen la V-SVZ (Tabla 1). Sin embargo, algunos
de estos marcadores son expresados por mas de un tipo celular, o estan restringidos a una
etapa de maduracion concreta, por lo que en la mayoria de ocasiones deben emplearse

combinaciones de varios de estos marcadores para identificar un tipo celular concreto (30).

Tabla 1. Marcadores moleculares expresados por distintos tipos celulares de la V-SVZ.

Neuroblastos . Cé/qlg s de Cé/.ulas‘
(A) Astrocitos (B) ampl{flcgmon ependimarias
transitoria (C) (E)
Vimentina - ++ - ++
Nestina + ++ + +++
S100 - - - 4+
GFAP - ++ - +
PSA-NCAM +++ - - -
TUJ-1 +++ - - -
DCX +++ - - -
DLX-2 ++ - +++ -

Cabe mencionar también que en la V-SVZ, como en cualquier otro tejido, la matriz
extracelular y sus componentes (proteoglicanos de condroitin sulfato, principalmente) tienen
una gran importancia. Esta matriz extracelular aparece durante el desarrollo postnatal del

SNC y recientemente se ha descrito que juega un papel fundamental en la regulacion de la
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actividad de la V-SVZ, ya que tiene la capacidad de incorporar moléculas involucradas en la

activacion de la proliferacion celular (47).

1.3 Nichos neurogénicos: el giro dentado del hipocampo

Como ya hemos comentado, la otra gran regién donde se producen nuevas neuronas
en el cerebro de mamiferos es la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (1-
3,10,48,49). La adicion de nuevas neuronas al GD ha sido relacionada con procesos de
memoria y aprendizaje (50), mientras que déficits en la neurogénesis de esta region han

sido relacionados con neuroinflamacion (51), depresion (52), y epilepsia (53).

1.3.1 Desarrollo embrionario y perinatal

Desde el punto de vista embrionario, el GD tiene una serie de caracteristicas diferentes
a la V-SVZ. Quizas la méas importante de ellas sea que, pese a ser un area neurogénica, las
CMN que residen en la ZSG (la capa mas interna del giro dentado) pierden el contacto con
cualquier cavidad ventricular durante la formacion del SNC. En las primeras etapas
embrionarias, las células de glia radial mantienen su contacto con la pared ventricular y se
dividen simétricamente para ir aportando nuevas células a la SGZ. Posteriormente, terminan

perdiendo su contacto ventricular y se van retrayendo, dando lugar a astrocitos radiales (25).

Los astrocitos radiales (también llamados progenitores tipo 1) migran a la SGZ donde
residiran en el cerebro adulto. Estas células emiten proyecciones que atraviesan la capa
granular (GL) y llegan hasta la capa molecular (ML). Los astrocitos radiales actian como
precursores de nuevas neuronas en la ZSG y por tanto se consideran las CMN de este
nicho neurogénico (10,54,55). Sin embargo, no producen neuronas directamente, sino que
generan precursores intermedios (nIPC, células tipo D, o progenitores tipo 2) que seran los

que daran lugar a nuevas neuronas (11,56).

1.3.2 Organizacion celular del giro dentado y la zona subgranular

El GD corresponde a una estructura interna en el hipocampo en la que se distinguen
tres capas (de mas superficial a interna): molecular, granular y polimoérfica (Figura 3) (57). La
ML esta compuesta por las dendritas de las neuronas granulares (CG) e interneuronas.
Adyacente se encuentra la GL donde se encuentran los somas de las CG. Estas se agrupan
en columnas de 4-8 células confiriendo una gran densidad celular a esta capa. Mas
internamente encontramos la capa polimorfa o hilus, donde encontramos axones de las CG
y otras células como neuronas gabaérgicas y los astrocitos radiales anteriormente
mencionados. Las CG son neuronas con un soma esférico y un gran arbol dendritico que se

extiende a través de la ML. Dichas dendritas reciben aferencias de distintas areas del
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cerebro, como puede ser el propio hilus o |la corteza entorrinal. Los axones de estas células,
por su parte, también emiten proyecciones a la ML y a la capa CA3 del hipocampo (58). Ha
sido sugerido que el deterioro cognitivo asociado a la edad, especialmente aquél vinculado a

la memoria, podria deberse a una disminucion en el numero de CG (59).

Figura 3. Representacion de las diferentes capas del giro dentado. Diagrama ilustrando
el GD del raton. Se muestran la capa molecular (ML), la capa granular (GL), y el hilus (H).
Se representa el arbol dendritico de una CG en la ML con su soma en la GL y su axén
orientado hacia el hilus. En linea discontinua se representan las proyecciones que emite y

recibe de distintas areas cerebrales. Imagen modificada de Claiborne et al. (57).

Internamente al GD encontramos la zona subgranular, donde estan localizadas las CMN

de esta regién (astrocitos radiales) y los nIPC (Figura 4A-B).

Las células tipo B (astrocitos radiales o precursores tipo 1) tienen caracteristicas
morfolégicas astrocitarias, e inmunohistoquimicamente son semejantes a las descritas en la
V-SVZ, ya que expresan el marcador GFAP. Sin embargo, a diferencia de otros astrocitos
de la ZSG, los astrocitos radiales también expresan Nestina como marcador diferencial.
Tienen expansiones radiales que cruzan la GL, pero también se encuentran ocasionalmente
expansiones dispuestas de forma horizontal (10,11). De forma similar a lo que ocurre en la

V-SVZ, los astrocitos radiales de la ZSG también estan fuertemente asociados a la red
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vascular de esta region, sugiriendo que los factores derivados de los vasos sanguineos

influencian el comportamiento de las CMN de la ZSG (60).

Las células tipo D (precursoras tipo 2) corresponden a los precursores intermedios que
terminan diferenciandose dando lugar a neuronas granulares. Forman grupo de 2 a 4 células
con espacios intercelulares que facilitan su migracion hacia el estrato granular. Las células
tipo D se subdividen en D1, D2 y D3 segun su grado de diferenciacion (Figura 4C), siendo

D3 el estado mas diferenciado y el que se incorpora a la capa granular (11).

A

C
(p—o—-o—-o—-E—-a

Figura 4. Esquema sobre la organizacion celular de la zona subgranular. (A) Seccioén
coronal a nivel del hipocampo (HP), la flecha sefiala el giro dentado (DG). (B) Esquema
sobre la disposicion de las células en la ZSG compuesta por: astrocitos radiales (As),
precursores intermedios (D) y nuevas neuronas granulares (G). Las expansiones
horizontales de los astrocitos radiales del nicho estan frecuentemente asociadas a la lamina
basal (BL) de vasos sanguineos (rosa). (C) Proceso de diferenciacion de las células madre

de la ZSG. Imagen modificada de Alvarez-Buylla y Lim (26).

1.4 Regulacién de la neurogénesis adulta

El cerebro adulto alberga células madre neurales que residen y participan en la
fisiologia de nichos celulares muy concretos (la V-SVZ y la ZSG del giro dentado). Entender
y controlar los elementos que regulan el funcionamiento y activacion de estas peculiares

células resulta muy interesante, tanto desde el punto de vista cientifico como médico. Por
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ello, se han desarrollado numerosas investigaciones que tratan de identificar los factores
que determinan el comportamiento de las CMN, muchos de ellos comunes en la V-SVZ y la
ZSG. Sin embargo, se afaden constantemente nuevas rutas de regulacion que podriamos
clasificar como: intracelulares (factores genéticos y epigenéticos), intercelulares (factores de
troficos, interacciones célula-célula...) y extracelulares (vascularizacion, presion y flujo
intraventricular, factores en el liquido cefalorraquideo, etc.) (Figura 5; Tabla 2) (47). Ademas,
existen factores mas generales y complejos de entender como el estilo de vida, la

exposicion a toxicos, o el envejecimiento, en el ultimo de los cuales nos centraremos en este

trabajo.

ECM
Growth factors
Cytokines
Systemic signals
Hormones
Neurotransmitters

Exosomes

c state!

J

1 Choroid plexus

v IL B ]
' CP/CSF/Ependymal Intermediate Perivascular
q SvVZ

Figura 5. Esquema de las interacciones que participan en la regulacion de la
neurogénesis en la V-SVZ. En el diagrama se observa como los plexos coroides (CP)

emiten y reciben sefiales moleculares del liquido cefalorraquideo. Imagen extraida de Silva-
Vergas et al. (47).
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Tabla 2. Mecanismos de regulacion de la neurogénesis.

MECANISMOS DE REGULACION
Intracelulares Intercelulares Extracelulares
Vascularizacion
- Ach
- B-Celulina,
- EGF
BMP -1L-1, IL-6
Contacto con el endotelio - PDGF
D . - SDF-1
Cilcina kinasas opamina LCR
Extension fase G1 (TGF-B) GABA - BMP
N N-Cadherina - FGF
Metilacion de genes IGE
i NMDA }
Teldmeros - Nogging
Serotonina -PDGF
TGFB - SHH
- TGF
- TNFa
- VCAM1
- VEGF
- Wnts
ENVEJETCIMIENTDO

1.4.1 Factores intracelulares

Numerosos autores han observado que con el envejecimiento se producen cambios
celulares que modifican el ciclo celular y que influyen directamente en la capacidad
proliferativa de las CMN. Asi pues, se sabe que durante las primeras etapas del desarrollo,
los factores genéticos y epigenéticos tienen mayor relevancia y que, con el paso del tiempo,
éstos van perdiendo fuerza siendo desplazados por otros. Por ejemplo, Capilla-Gonzalez et
al. (44) observaron que las células de amplificacion transitoria (tipo C) de la V-SVZ no
alargaban su ciclo celular en ratones de dos afios respecto a las de ratones de seis meses
edad. Sin embargo, a diferencia de éstas, las CMN si que lo hacian. Esto parece deberse a
los cambios que se producen en la metilaciéon de los genes involucrados en el control del
ciclo celular. Gracias a estos y otros estudios, se pudo determinar que a pesar de que habia
una reduccién de las CMN con el envejecimiento, estas células no perdian su capacidad
proliferativa (29,44,61).

11
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Otro aspecto implicado en la capacidad proliferativa de las CMN viene determinado por
el mantenimiento de su integridad cromosdmica por medio de la actividad telomerasa. En
relacion a esto ha sido descrito que CMN obtenidas a partir de la V-SVZ de ratones
transgénicos deficientes en actividad enzimatica telomerasa tienen una drastica disminucion
en su actividad proliferativa in vitro debido al acortamiento de telomeros (62). Por el
contrario, la restauracion de la telomerasa en ratones transgénicos deficientes en dicha

actividad produce la reactivacién de las CMN y de la neurogénesis en la V-SVZ (63).

1.4.2 Factores intercelulares (célula-célula)

Otra serie de factores implicados en la regulacién de la actividad neurogénica consiste
en las interacciones intercelulares entre células de los nichos donde residen las CMN,
estableciendo una regulaciéon de tipo paracrino con un feedback continuo. En la V-SVZ
existe una multitud de vias de sefalizacion que regulan finalmente la actividad de los

distintos tipos celulares del nicho (64).

Los factores intercelulares comprenden incluso las interacciones de células de los
nichos neurogénicos con células relativamente alejadas de éstos. Tanto la V-SVZ como la
ZSG poseen aferencias de axones procedentes de distintas areas cerebrales. Por ejemplo,
ha sido descrito que neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafe proyectan axones
supraependimarios que entran en contacto con las células de la V-SVZ regulando la
actividad de las células B1 (65). Por otra parte, también ha sido descrita la existencia de
axones de neuronas dopaminérgicas procedentes de la sustancia negra que contactan con

células de la V-SVZ liberando dopamina en dicha regién (66).

Finalmente, hay que sefalar que no soélo los factores quimicos regulan la neurogénesis,
sino que los complejos union entre las células también lo hacen. Ha sido observado que los
vasos sanguineos adyacentes a la V-SVZ forman un plexo especial con el que contactan las
células B1 y C, pero no con las de tipo A. Esta interaccion neurovascular es una

especializacién que contribuye a la regulacién de la actividad de la V-SVZ (67).

1.4.3 Factores extracelulares

Probablemente éste sea el grupo de factores sobre el que mas informacién se dispone.
Sin embargo, supone un gran reto encajar toda esta informacioén para poder comprender los
mecanismos globales de la regulacién neurogénica. A continuacion, se desarrollan algunos
de los principales factores que intervienen en la fisiologia de la V-SVZ con especial énfasis
en su potencial implicacion en los cambios que se producen en el proceso de

envejecimiento.

12
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LCR

El LCR es un medio acuoso incoloro que bafa el SNC por medio del espacio
subaracnoideo, el sistema ventricular y el canal ependimario de la médula espinal. Tiene
diversas funciones y se forma principalmente en los plexos coroideos (PC). En su
composicion han sido identificadas multitud de moléculas implicadas en la actividad de las
CMN de la V-SVZ (47). Esta composicion cambia con el envejecimiento; en el estado
embrionario, por ejemplo, predomina el factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF2) y con el
tiempo se afiade el factor de crecimiento transformante (TGF), Sonic Hedgehog (SHH),
Wnts y BMP, entre otras. Muchas de estas moléculas son segregadas por los propios PC,
qgue a su vez poseen receptores para regular su produccion. A pesar de que estas moléculas
se han visto implicadas en procesos de diferenciacion y migracion, no se ha podido

determinar con exactitud su funcién exacta (6,30,67).

Microvascularizacién

La interaccion LCR-vascularizacién es un sistema complejo con gran cantidad de vias
de regulacion que confluyen en la V-SVZ, por lo que lograr entenderlo y poder controlarlo es
un reto interesante para proponer diferentes abordajes a problemas derivados del
neuroenvejecimiento. La vascularizacién de la V-SVZ y la ZSG tiene una serie de
caracteristicas concretas que difieren de otras areas del SNC. Al contrario de lo que cabria
esperar, ha sido descrito que la V-SVZ tiene una menor vascularizacién que otras areas
cerebrales y que, por lo tanto, es un poco mas hipoxica. En cambio, la barrera
hematoencefalica (BHE) de los vasos sanguineos de esta region es mas permeable,
permitiendo la difusion de moléculas que influyen en la regulacion neurogénica (68). En el
GD también se ha visto como con el envejecimiento la microvascularizacion se va tornando
mas permeable, abriendo el paso a sustancias proinflamatorias (69). Ademas, con la edad
se produce una reduccion en la angiogénesis y la plasticidad (70) paralela a la observada en

la capacidad neurogénica.

Inflamacién crénica y estrés oxidativo

Una de las hipétesis que se barajan para explicar el declive neurogénico asociado a la
edad es que éste podria responder a procesos neuroinflamatorios. Diversos estudios han
advertido que la inflamacion crénica y/o el estrés oxidativo excesivo produce un aumento de
la microglia reactiva, y que ésta contribuye a la liberacién de diferentes citoquinas que
influyen en la neurogénesis, tanto en la V-SVZ (29,71,72) como en el GD (59). Asi pues, al

inhibir la microglia se ha observado que hay un aumento de la neurogénesis (73).

13
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Otro parametro relacionado y que esta ampliamente estudiado es el cortisol. Una
exposicion prolongada a altos niveles de cortisol (no fisiolégicos) acelera el
neuroenvejecimiento (74). También se ha visto que los glucocorticoides aumentan con la
edad en el raton (75). Por otra parte, se ha descrito que la presencia de receptores de
corticoides es mayor en etapas adultas, y que bloqueando los mismos se mejora la
neurogénesis, la plasticidad y la cognicidon de ratas envejecidas (76), dando idea de la

importancia del estrés en el SNC y, en particular, sobre la actividad neurogénica.

Ejercicio fisico y enriquecimiento ambiental

Se ha demostrado que el estimulo que produce la actividad tanto fisica como mental
frena el declive de la neurogénesis (74,77-80), aunque se desconoce cual es la via que
produce dicho efecto o si existen diferencias entre distintos tipos de ejercicio fisico o mental.
Algunos estudios han intentado averiguar cual es el momento mas eficiente para estimular a
los ratones con un ambiente favorable para incrementar la neurogénesis, que parece ser
mas efectivo durante las 2-3 primeras semanas de vida, aunque la integracion completa de
las nuevas neuronas generadas en los circuitos neuronales existentes lleva mas tiempo
(50). Por otra parte, la exposicion de ratas a un ambiente enriquecido durante las primeras
etapas de su vida podria tener efectos a largo plazo (81). Por tanto, parece claro que tener
un estilo de vida activo seria beneficioso también desde el punto de vista de la neurogénesis

adulta.

1.5 Efecto de la edad sobre la neurogénesis adulta

En general, existe bastante consenso en cuanto a que hay un declive de la
neurogénesis asociado al envejecimiento, sin embargo, no se conocen con exactitud las
causas de este fendmeno. La mayor tasa proliferativa en la V-SVZ se alcanza en las
primeras etapas postnatales. Progresivamente, se observa una reduccién de esta capacidad

y en la senectud, la cantidad de precursores ya ha disminuido drasticamente (29,82).

Desde el punto de vista de la edad, varios trabajos han demostrado que existe una
disminucion en el numero de nuevas células que se producen tanto en la V-SVZ como en el
GD a lo largo de la vida (29,30,43,61). Dicha reducciéon parece tener relacion con la
aparicion de algunas enfermedades degenerativas como la enfermedad de Alzheimer o el
Parkinson (83). Las diferencias con la edad no sélo son cuantitativas, también se producen
cambios a nivel estructural caracteristicos del envejecimiento, como puede ser la reduccién
del numero de células tipo C y A de la V-SVZ, mientras que la poblacion astrocitica y

ependimaria se mantiene (84,85). Por su parte, el GD del ratén experimenta una reduccién

14
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similar en su capacidad proliferativa, si bien ésta es menor y no tan lineal a lo largo de los
afios (86). En el caso del GD humano, existe una gran controversia sobre el periodo durante
el cual esta estructura es capaz de generar nuevas neuronas. Mientras algunos trabajos
sostienen que la actividad neurogénica se mantiene en niveles relativamente altos a lo largo
de toda la vida (70,87), otros indican que la incorporacion de nuevas neuronas disminuye
drasticamente durante los primeros afnos de vida, siendo practicamente nula en el adulto
(88,89).

1.6 Funcidn de la neurogénesis adulta

La funcién de la neurogénesis adulta es una cuestién que sigue sin una respuesta clara.
En cualquier caso, esta claro que ésta difiere entre la V-SVZ y el GD, y también entre
distintas especies, pero parece un proceso clave para el mantenimiento de la homeostasis
en el SNC y su déficit esta asociado a diferentes patologias (90). Se tiene constancia, por
ejemplo, de que la pérdida de la neurogénesis causa déficits cognitivos importantes (91).
También se ha visto como la neurogénesis tiene un efecto antidepresivo y que el bloqueo de
la misma anula los efectos de los antidepresivos (92,93). Siguiendo con esta linea, por
medio de resonancia magnética nuclear se ha visto como los humanos con depresién
cronica tienen una reduccién del tamafo de su hipocampo (94). No hay que olvidar que el

hipocampo forma parte del sistema limbico que regula el comportamiento animico.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En vista de la bibliografia publicada y tras establecer un marco conceptual sobre el
problema que suscita el envejecimiento en el SNC y mas concretamente en los nichos
neurogénicos, planteamos la hipotesis de que el envejecimiento provoca cambios
estructurales en la V-SVZ del ratdén, en su organizacion celular y, en consecuencia, en su

capacidad proliferativa.
Para comprobar dicha hipotesis definimos los siguientes objetivos generales:

1) Evaluar los cambios morfolégicos que ocurren en la V-SVZ con el envejecimiento y
su potencial implicacion en la capacidad neurogénica.

2) Evaluar las posibles diferencias en la composicién y organizacién celular de la V-SVZ
de ratones envejecidos.

3) Determinar el efecto del envejecimiento en la capacidad proliferativa de la V-SVZ.

Para abordar los anteriores objetivos utilizaremos técnicas morfoldégicas basadas en el
uso de microscopia electrénica de transmisién (MET) y de barrido (MEB). Por otra parte,
determinaremos si existen diferencias en cuanto a la composicion celular de la V-SVZ de
ratones envejecidos mediante marcaje inmunohistoquimico de neuroblastos (DCX) y células
tipo B (GFAP). Finalmente, evaluaremos si existe una reduccién en la proliferacion celular
de la V-SVZ en ratones envejecidos. Para ello usaremos el marcador de proliferacion 5-
bromo-2-desoxiuridina (BrdU) y posteriormente cuantificaremos las células marcadas al

microscopio optico.
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3. MATERIAL Y METODOS

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos en la compafia Sigma-Aldrich salvo que

se especifique lo contrario.

3.1 Animales de experimentacion

Para el estudio presentado en este trabajo de fin de grado se utilizé material bioldgico
previamente obtenido en proyectos de investigacion anteriores. El procesamiento llevado a
cabo comenz6 a partir de secciones de cerebro fijadas, que habian sido conservadas en
tampoén fosfato 0.1 M (PB) con azida sddica 0.05% a 4 °C hasta el momento de su
utilizacion. Los animales a partir de los cuales se obtuvo dicho material, se estabularon bajo
ciclos de 12 h de luz/oscuridad, con disponibilidad de comida y agua ad libitum y a una
temperatura de 20-24 °C. Se utilizaron 12 ratones (machos y hembras) de la cepa C57BL/6,
distribuidos en dos grupos de edad (2 y 24 meses). Todos los procedimientos se llevaron a
cabo en cumplimiento de la normativa de la Comisién Europea 2010/63/UE y fueron

aprobados por el Comité Etico de Bienestar Animal de la Universitat de Valéncia.

3.2 Microscopia electrénica de transmision

Para el procesamiento de muestras para su estudio por medio de MET se anestesio
profundamente a los animales (n=3 ratones por grupo experimental) con pentobarbital
sodico (100 mg/Kg; Eutanax, Fatro) y a continuacién se perfundieron de forma intracardiaca
con solucion salina (0.9%) seguido de una solucién fijadora consistente en paraformaldehido
2%, glutaraldehido 2.5% en PB (0.1 M, pH 7.4). Una vez finalizada la perfusién, se extrajo el
cerebro de los animales y se postfijo en la misma solucion fijadora durante toda la noche. Al
dia siguiente, los cerebros fueron lavados con tampoén PB 0.1 M y uno de los hemisferios de
cada animal fue reservado para procesarlo para MEB, mientras que el otro fue cortado en
secciones de 200 um con un vibratomo Leica VT1000 S para, una vez seleccionados niveles
correspondientes a la V-SVZ, procesarlos para MET. Para ello, las secciones fueron
postfijadas con tetraéxido de osmio 2% en PB 0.1 M durante 1 h 30 min, lavadas con agua,
deshidratadas en soluciones de concentracién creciente de etanol y contrastadas con
acetato de uranilo 2% en etanol 70% durante 2 h 30 min. Posteriormente, las secciones
fueron infiltradas en resina epoxy Durcupan (Fluka), dejandose durante 72 h en una estufa a
70 °C. Una vez endurecida esta resina, se procedié a obtener cortes ultrafinos (60-70 nm)
mediante una cuchilla de diamante en un ultramicrotomo Leica Ultracut UCG6.

Posteriormente, los cortes ultrafinos fueron contrastados con citrato de plomo (solucion de
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Reynolds) y analizados con un microscopio electrénico de transmision FEI Tecnai G*Spirit

equipado con una camara digital Morada (Olympus).

3.3 Microscopia electrénica de barrido

A partir del hemisferio reservado en el apartado anterior, se diseccion6 la V-SVZ
tratando de no dafar la superficie de la pared ventricular. El proceso llevado a cabo para la
preparacion de muestras para MEB fue similar al descrito para MET hasta el momento en
que el tejido fue deshidratado en etanol 100%. Una vez en este paso, las muestras fueron
sometidas a un secado por punto critico de CO,. A continuacion, las V-SVZ fueron montadas
en portas metalicos mediante cinta adhesiva de doble cara y se llevé a cabo un sombreado
metalico de oro-paladio justo antes de su observacién. Por ultimo, se examind la superficie
de las paredes ventriculares mediante un microscopio electrénico de barrido Hitachi S-4800

equipado con un sistema de captacion digital de imagenes Quantax 400 (Bruker).

3.4 Estudios de proliferaciéon

Para detectar la proliferacion celular en la V-SVZ se inyecté BrdU. La BrdU es un
nucledsido sintético analogo de la timidina que se incorpora al ADN de las células en la fase
S del ciclo celular. La BrdU fue preparada a una concentracién de 5 mg/mL en solucién
salina 0.9% y administrada por via intraperitoneal (50 mg/Kg de peso). Los animales se
sacrificaron 2 h después de la inyeccion, pudiendo detectar posteriormente la incorporaciéon

de BrdU mediante el uso de un anticuerpo especifico.

3.5 Deteccion inmunohistoquimica

Los animales fueron fijados con paraformaldehido 4% en PB (0.1 M, pH 7.4) mediante
perfusion intracardiaca, del mismo modo al anteriormente descrito. Una vez fijados, los
cerebros fueron lavados con PB 0.1 M y crioprotegidos con sacarosa 30% durante 24 h a
4 °C antes de ser cortados. A continuacién, se obtuvieron cortes de 25 um con un criostato
Leica CM 1860 UV. Se usaron cortes en flotacién en los que se detectaron los marcadores

moleculares de interés.

Para la deteccion de DCX y GFAP por inmunofluorescencia (n=3 ratones por grupo
experimental), los cortes fueron lavados con PB 0.1 M y se bloquearon las peroxidasas
endégenas con H,0; 3% y metanol 10%. A continuacion, las muestras fueron bloqueadas
con caseina 1% y suero de cabra 5%. Las incubaciones con los anticuerpos primarios
(Tabla 3) se realizaron durante toda la noche a 4 °C. Tras varios lavados y un nuevo bloqueo
con suero y caseina, se incubd con anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos (Tabla

4) durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se hicieron lavados con PB 0.1 M y
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agua destilada, y se incubaron los cortes con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) durante 10

minutos. Por ultimo, se realizé el montaje de los cortes con FluorSave™ (Millipore).

Tabla 3. Listado de anticuerpos primarios empleados.

Anticuerpo Especie y dilucién | Casa comercial (referencia) | Especificidad
GFAP Raton, 1:500 Millipore (MAB360) Astrocitos

DCX Conejo, 1:200 Cell Signalling (AV41333) Neuroblastos
BrdU Raton, 1:150 Dako (MO744) Células en fase S

Tabla 4. Listado de anticuerpos secundarios empleados.

Anticuerpo Especie y dilucién | Casa comercial (referencia) | Marcaje

Anti-ratén, IgG Cabra, 1:500 Invitrogen (A11001) Alexa 488
Anti-conejo, IgG | Cabra, 1:500 Invitrogen (A21428) Alexa 555
Anti-ratén, IgG Cabra, 1:400 Vector Labs (BA-9200) Biotinilado

Para la deteccion inmunohistoquimica de BrdU, las secciones se incubaron en HCI 2 N
durante 30 minutos a 37 °C, seguido de tampodn borato (pH 8.5) e incubacién en tampdn
bloqueo consistente en: Tritdn X-100 0.2%, caseina 1% y NGS 5% en tampdn fosfato salino
0.1 M (PBS, pH 7.4). Posteriormente, fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario correspondiente (Tabla 3) y al dia siguiente se realizé la incubacion (de
1 h) con el anticuerpo secundario biotilinado (Tabla 4). A continuacion, se llevé a cabo una
amplificacién de la sefal mediante el complejo avidina/biotina (ABC, Vector) y se revelé con
3,3’-diaminobenzidina (0.05%, DAB). Por ultimo, los cortes fueron deshidratados con
concentraciones crecientes de alcohol etilico y aclarados en xileno, para finalmente ser

montados con Eukitt.

Una vez montadas, las muestras fueron examinadas usando un microscopio Nikon
Eclipse 80i equipado con una fuente de fluorescencia, y se obtuvieron fotomicrografias
usando una camara Nikon CCD DS-Qi1Mc.
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3.6 Analisis estadistico

Para la cuantificacion de la proliferacion celular en la V-SVZ se contabilizé el nimero de
células marcadas con DAB (BrdU") en al menos 4 niveles por animal (n=3 ratones por grupo
experimental). Los datos resultantes se expresaron como la media + el error estandar de la
media (SEM) y se realizé un analisis estadistico mediante Microsoft Excel y GraphPad
Prism. En primer lugar, se comprobd la normalidad de la muestra usando el test de
Kolgomorov-Smirnov. A continuacion, se utilizd una prueba t de Student bilateral para
muestras no apareadas para comparar si existian diferencias en la proliferacién celular entre
los dos grupos experimentales analizados. Se consideraron estadisticamente significativas

las diferencias con p-valores < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto del envejecimiento en la organizacion celular de la V-SVZ

En primer lugar, realizamos un estudio morfolégico analizando la estructura y
organizacion celular de la V-SVZ. Para ello, estudiamos dicha region mediante microscopia
electronica de transmision y de barrido. En general, aunque observamos cierta variabilidad
entre individuos de la misma edad, pudimos detectar cambios evidentes entre los individuos

de 2 y 24 meses de edad.

La primera caracteristica que llamé nuestra atencion respecto a la V-SVZ de animales
envejecidos cuando los estudiamos mediante MET fue un importante estrechamiento del
nicho neurogénico que, ademas, presentaba una menor celularidad (Figura 6A, B). Este
hecho resulté muy evidente, ya que en este grupo experimental llamaba atencion que las
neuronas y axones mielinicos del estriado presentaban una disposicion mas cercana a la

cavidad ventricular que en individuos adultos jévenes (Figura 6B).

Cuando estudiamos los distintos tipos celulares que constituyen la V-SVZ, también
encontramos diferencias tanto en composicién, como a nivel subcelular entre ambos grupos

experimentales:

Los astrocitos, en general, son células relativamente grandes e irregulares debido a que
se intercalan entre células contiguas a las que dan soporte. Tienen un citoplasma
abundante, electrollcido, y su reticulo endoplasmico rugoso esta bien desarrollado. Dentro
de la poblacién de astrocitos, pudimos distinguir células B1, en contacto con la cavidad
ventricular, y que presentaban, aparentemente, un citoplasma mas abundante que las
células B2, asi como una cromatina menos compacta (Figura 6A). En general, encontramos
escasas células B1 en los ratones de 24 meses, si bien, la reducciéon en el nUmero de
células afectaba, en mayor o menor medida, a todos los tipos celulares estudiados. Otra de
las caracteristicas de este tipo celular es la presencia de filamentos intermedios, la cual
resultaba evidente al examinar el grupo de ratones de 2 meses de edad. Sin embargo, con
el envejecimiento observamos que los astrocitos de esta regién presentaban una mayor
densidad de filamentos intermedios, haciéndolos mas fibrosos (Figura 7A). A su vez, como
se ve en la Figura 7B, en los ratones de 24 meses también observamos una acumulacion de
granulos de lipofuscina, material que corresponde a residuos de contenido lipidico resultado
de la digestion lisosomal. Estos acumulos, contrastaban con las grandes gotas lipidicas,

mayores y menos electrodensas, que encontrabamos en las células ependimarias (Figura
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7C). Estas gotas lipidicas también estaban presentes en ratones de 2 meses, pero su

tamano era inferior.

Figura 6. Organizaciéon celular de la V-SVZ en ratones jovenes y envejecidos. Se
muestra el espesor de la V-SVZ pseudocoloreada en color marréon. (A) En el raton de 2
meses se observa un espesor de 5-6 capas de células con una organizacidon muy concreta.
Las células ependimarias (e) tapizan la luz del ventriculo lateral (VI). Subyacente a la capa
ependimaria, podemos encontrar células B1, correspondientes a células madre neurales,
con caracteristicas de astrocitos, y con expansiones apicales que contactan con el VI por
medio de un cilio primario y expansiones basales que suelen contactar con vasos
sanguineos (Bv). También se observan numerosas cadenas de neuroblastos (linea amarilla
discontinua) compuestas por jovenes neuronas inmaduras (células tipo A) y algunas células
de amplificacién transitorias (células tipo C). Los neuroblastos poseen un citoplasma escaso
y varios nucleolos. Por el contrario, las células tipo C poseen una cromatina mas laxa y
tienen mas invaginaciones nucleares. Ademas, en la V-SVZ encontramos astrocitos que no
contactan con la cavidad ventricular (células B2). Adyacente a la V-SVZ encontramos el
estriado, donde podemos observar neuronas adultas (N) y axones mielinicos (recuadro
azul). (B) En el ratéon de 24 meses de edad, encontramos una drastica disminucion en el
espesor de la V-SVZ, que sdlo cuenta con 1-2 capas de células en la mayor parte de su

extension. Los citoplasmas que se observan en la imagen corresponden a células
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ependimarias con profundas interdigitaciones. En la luz del VI pueden observarse escasos

cilios y microvellosidades (flecha). Barras de escala: (A) 10 ym, (B) 5 um.

24 meses

Figura 7. Cambios caracteristicos del envejecimiento a nivel subcelular. (A) Se observa
el citoplasma de un astrocito con una gran cantidad de filamentos intermedios (flecha
negra). (B) Alrededor de los vasos sanguineos (Bv) se encuentran expansiones de
astrocitos. Con el paso del tiempo, estas células acumulan los denominados cuerpos de
lipofuscina (caja azul). También observamos haces de filamentos intermedios (flecha negra).
Las flechas rojas indican la presencia de mitocondrias. (C) Se muestra una célula
ependimaria (e) con una gran gota lipidica en su citoplasma (cabeza de flecha). Barras de
escala: (A) 500 nm, (B) y (C) 1 um.

Las células ependimarias también presentaban interesantes diferencias entre ambos
grupos experimentales. En el caso de los ratones de 2 meses de edad, encontramos un
mayor numero de células, con citoplasma voluminoso, morfologia cubica y nucleo
redondeado (Figura 8A). Cada una de estas células presenta un penacho de cilios en su
superficie apical que impulsa el LCR de la cavidad ventricular con un movimiento de batido.
También era caracteristica la presencia de una alta densidad de mitocondrias en la parte
apical de la célula, proximas a los corpusculos basales que sirven de anclaje a los cilios. En
el caso de los animales envejecidos del grupo de 24 meses, el numero de células
ependimarias era mucho inferior, estando los nucleos de éstas mucho mas separados que
en los individuos jovenes. Como consecuencia de esto, la morfologia de estas células era

totalmente distinta, con citoplasmas elongados y aplanados para compensar espacialmente
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la pérdida de células (Figura 8B). Ademas, las células presentaban profundas
interdigitaciones para mantener la cohesion de esta capa ependimaria (Figura 8D). Los
penachos de cilios, en el caso del grupo de animales de 24 meses aparecen mas separados
unos de otros, y las mitocondrias asociadas a éstos, mas dispersas a lo largo de todo el

citoplasma (Figura 8B).

Los neuroblastos (células tipo A) aparecian en el grupo de ratones de 2 meses de edad
formando agrupaciones o cadenas que, segun la bibliografia, migran hacia el bulbo olfatorio
siguiendo la corriente migratoria rostral. Segun nuestro estudio, son células con morfologia
fusiforme y muy electrodensas al MET por la alta densidad de ribosomas libres presentes en
su citoplasma, aunque en general contienen pocos organulos. Presentaban nucleos poco
invaginados, con varios nucleolos. Otra caracteristica importante de este tipo celular es la
presencia de espacios libres entre células adyacentes, facilitando la migracion de éstas
(Figura 8C). Estas cadenas de neuroblastos, solian estar rodeadas por expansiones
celulares de astrocitos tipo B2, y eran mucho mas abundantes y mas pobladas (con mayor

numero de células) en ratones jovenes que en ratones envejecidos (Figura 6A, 8A-C).

Las células de amplificacién transitorias (células tipo C) suelen tener nucleo
profundamente invaginado, se localizan en la proximidad de cadenas de neuroblastos y
tienen un tamafo mayor que éstos. No encontramos grandes diferencias en este tipo celular
al comparar animales de 2 y 24 meses. Sin embargo, al igual que otros tipos celulares,

también las encontramos con menor frecuencia en la V-SVZ de animales envejecidos.

Una de las principales diferencias que observamos al comparar la V-SVZ entre ambos
grupos experimentales, fue la organizacién de las células ependimarias, que en el caso de
los animales de 24 meses aparecian en menor nimero y con una morfologia muy elongada.
Por ello, intentamos obtener mas informacion sobre este tipo celular realizando un estudio
en face de paredes ventriculares mediante microscopia electronica de barrido, lo que nos

permitid examinar la superficie de la pared ventricular.
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Figura 8. El numero y disposicion de células ependimarias y neuroblastos es distinta
en la V-SVZ de ratones de 2 y 24 meses de edad. (A) Tapizando el ventriculo lateral (VI)
se encuentran las células ependimarias (e€) de un ratdén joven. En su extremo apical tienen
un penacho con numerosos cilios (flechas azules) y microvellosidades (cabezas de flecha).
Se observan grupos de mitocondrias (flecha roja) en la superficie apical de la célula, cerca
de los corpusculos basales de los cilios. (B) En animales envejecidos, las células
ependimarias (e) son mas escasas Yy se mantienen unidas formando profundas

interdigitaciones (linea negra discontinua). Se observan microvellosidades (cabeza de
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flecha) y los cilios son también mas escasos que en animales jovenes (flecha azul). (C) Se
muestra una cadena con abundantes neuroblastos (células tipo A) de un ratdn joven, con los
caracteristicos espacios libres a su alrededor. (D) Detalle de las interdigitaciones (linea
negra discontinua) formadas por las células ependimarias en animales envejecidos. Se
observan también mitocondrias (flechas rojas) mas dispersas que animales jovenes. Barras
de escala: (A)y (B) 5 ym, (C) 2 ym, (D) 1 ym.

Como se puede observar en la Figura 9A, en el ratén joven de 2 meses de edad, las
células ependimarias que forman la pared ventricular tenian la superficie apical
practicamente cubierta por penachos de cilios, mas o0 menos equidistantes unos con otros.
Entre estos penachos de cilios, podrian observarse pequefias microvellosidades. Sin
embargo, en ratones de 24 meses observamos que los penachos de cilios estaban mucho
mas distantes unos de otros, quedando la superficie celular mucho mas expuesta que en el
caso del otro grupo experimental (Figura 9B). Incluso encontramos células que carecian de
cilios, y daba la impresion de que la superficie que abarca cada célula es mayor en este
caso, pudiendo delimitar cada célula por un ribete de microvellosidades en la periferia de
éstas. Por otra parte, los penachos de cilios de las células ependimarias de ratones
envejecidos, parecen estar adheridos unos con otros, a diferencia de lo que observamos en
los animales jovenes, si bien no descartamos que este aspecto podria responder a un

artefacto de la técnica empleada.

Figura 9. Imagenes de microscopia electrénica de barrido mostrando la superficie de

las paredes ventriculares de ratones de 2 y 24 meses de edad. En estas dos imagenes

se visualiza la superficie de las paredes laterales del ventriculo lateral, por lo que estamos
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observando células ependimarias y sus cilios y microvellosidades. (A) En el ratén de 2
meses de edad, se observa una gran densidad de penachos de cilios; tedricamente cada
penacho corresponde a una célula ependimaria. (B) En el raton de 24 meses se observa
una reduccion en el numero de penachos debido a la pérdida de células ependimarias.
Ademas, los cilios parecen apelmazados unos con otros. En la superficie de las células
observamos también ribetes de pequefias microvellosidades que delimitan el contorno de
las células, y largas fibras que corresponden a axones supraependimarios. Barra de escala:

10 um.

4.2 Efecto del envejecimiento en la expresion de marcadores moleculares

Para investigar de forma mas profunda los cambios observados en la organizacion
celular de la V-SVZ de animales envejecidos, nos propusimos llevar a cabo un estudio de la
expresion de marcadores moleculares especificos de algunos de los tipos celulares de esta
region neurogénica. Para ello, realizamos un marcaje por inmunofluorescencia mediante el
marcador de neuronas inmaduras DCX, y el marcador de astrocitos GFAP. Ademas,
incluimos un marcaje nuclear con DAPI para poder identificar el nucleo del resto de células
en la V-SVZ.

Asi pues, en la Figura 10A se puede observar en una imagen panoramica la amplia
distribucién de neuroblastos a lo largo de toda la V-SVZ en los animales de 2 meses de
edad. En mayor detalle, en este mismo grupo experimental, observamos que los
neuroblastos se encuentran mayoritariamente agrupados y confinados a la V-SVZ (Figura
10B). Intercalados entre éstos, podemos encontrar células positivas para GFAP,
correspondientes a astrocitos. Por ultimo, encontramos algunas células cuyo nucleo esta
marcado con DAPI, pero negativas para DCX y GFAP, que corresponden a otros tipos

celulares.

Cuando comparamos con el ratébn de 24 meses de edad, observamos que los
neuroblastos son mucho menos frecuentes en los animales mas viejos, existiendo grandes
distancias entre unas agrupaciones y otras (Figura 10C). Curiosamente, en este ultimo panel
se pueden observar dos células marcadas con DCX localizadas en el estriado adyacente,

hecho que contrasta con la localizacion de estas células en animales jovenes.
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2 meses 24 meses
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Figura 10. Marcaje por inmunofluorescencia de la V-SVZ de ratones de 2 y 24 meses.
Los tres paneles corresponden a un marcaje doble con un marcador de neuroblastos (DCX,
rojo) y astrocitos (GFAP, verde). En azul se tifieron los nucleos con DAPI. (A) Imagen
panoramica de la V-SVZ de ratén de dos meses. A la derecha de ésta se encuentra el
ventriculo lateral (VL) y a la izquierda el estriado (Str). A lo largo de la S-SVZ se pueden
identificar numerosas células positivas para DCX correspondientes a neuroblastos. (B)
Detalle de cadenas de neuroblastos (flechas) y astrocitos intercalados con numerosas
expansiones citoplasmaticas en un raton de 2 meses de edad. (C) En el raton de 24 meses
de edad, las cadenas de neuroblastos son mucho menos numerosas y pobladas (flechas).

Barras de escala: 100 ym.

4.3 Efecto del envejecimiento en la proliferaciéon celular de la V-SVZ
Finalmente, con la intencion de llevar a cabo un analisis cuantitativo de la proliferacion
celular en la V-SVZ, inyectamos BrdU a ratones de 2 y 24 meses de edad, sacrificandolos a

las 2 horas de la inyeccion (Figura 11A).
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La incorporacion de BrdU a las células de la V-SVZ en divisién fue detectada

inmunohistoquimicamente con DAB. Como resultado, el nucleo de las células que durante

esas 2 horas tras la inyeccion entraron en fase de sintesis incorporando BrdU en su ADN se

marcaron con un color marrén oscuro (Figura 11B y 11C). A continuacion, realizamos una

cuantificacion del

numero de células positivas para BrdU, observando un numero

significativamente menor en el grupo de ratones de 24 meses de edad (Figura 11D; t-

student, p=0.0009). Estos resultados sugieren que en ratones el envejecimiento esta

acompafiado de una disminucioén en la capacidad proliferativa de la V-SVZ.
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Figura 11. Cuantificacion de la proliferacion en la V-SVZ en ratones de 2 y 24 meses

mediante marcaje con BrdU. (A) Diagrama indicando el protocolo de administracion de
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BrdU. (B y C) Se pueden identificar en marrén oscuro los nucleos de las células que han
incorporado BrdU (cabeza de flecha). En el caso del animal joven destaca el hecho de que
encontramos grandes agrupaciones de células positivas para BrdU (rodeadas con linea
discontinua). (D) La cuantificacion del numero de células positivas para BrdU en animales de
2 y 24 meses de edad indica una disminucion de la proliferacion con el envejecimiento
(grupo 2 meses, n=3 ratones, media + SEM 71.18 £ 5.31; grupo 24 meses, n=3 ratones,
media £+ SEM 22.42 + 1.28). *** indica p < 0.001. Barra de escala: 100 ym.
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5. DISCUSION

5.1 El envejecimiento afecta a la estructura y capacidad proliferativa de la V-SVZ

El envejecimiento es un concepto no bien definido desde el punto de vista biolégico, y
hay que diferenciar el proceso que ocurre de forma fisiolégica, de los procesos
neurodegenerativos que, a pesar de tener fisiopatologia bien estudiada, no responden al
proceso “normal” de senescencia. Dicho proceso ocurre de forma continua, sin embargo, la
mayoria de estudios en el campo de la neurogénesis adulta analizan edades extremas para
la obtencion de datos, perdiendo informacion importante que se recogeria mediante un
seguimiento continuo a lo largo de la vida. No obstante, este tipo de estudios implican una
dificultad intrinseca que muchas veces los hace inviables. En este sentido, nuestro estudio
analiza ratones de 2 y 24 meses, edades que vienen a reflejar la madurez del ratén, y

estadios senescentes.

En nuestros experimentos hemos encontrado resultados que concuerdan con la
literatura existente en cuanto al efecto del envejecimiento sobre la neurogénesis adulta. En
primer lugar, hemos observado mediante MET un adelgazamiento de la V-SVZ que puede
tener un doble motivo: por un lado, la disminucion en el numero de células progenitoras v,
por lo tanto, una menor incorporacién de nuevas células; y por otro lado, la muerte de las
células preexistentes. Existen varios trabajos publicados indicando disminuciones similares

en la densidad celular de los nichos neurogénicos (29,84,85).

A nivel celular y subcelular hemos encontrado interesantes diferencias entre los grupos
de 2 y 24 meses de edad. En los astrocitos de ratones envejecidos resulté llamativa la
abundante presencia de filamentos intermedios en su citoplasma, asi como de cuerpos
densos, hecho que concuerda con la bibliografia, y que sugiere la pérdida de algunas de las
caracteristicas propias de las CMN (29,30). Segun nuestro analisis, estas células parecen
corresponder a astrocitos de tipo reactivo (31). Por otra parte, la gran cantidad de cuerpos
densos o de lipofuscina encontrados en los astrocitos de estos ratones podria ser producto
de procesos de degradacion celular que no se han podido eliminar y que han ido

acumulandose en el citoplasma a lo largo de la vida de la célula.

La pérdida de astrocitos B1 en la V-SVZ del cerebro envejecido podria indicar una
capacidad regenerativa disminuida, la cual contribuiria al adelgazamiento e hipocelularidad
observados en la V-SVZ. Es posible también que dicha alteracion en la estructura u
organizacion celular del nicho neurogénico pudiera dar lugar a la alteracion de los

mecanismos de regulacién que controlan la proliferaciéon de las células B1 y C en
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condiciones fisiolégicas en el adulto joven. Por ejemplo, cabe senalar que las células B1
tienen contacto con el VI por medio de un cilio primario que actia como receptor de
diferentes sefales provenientes del LCR (35,95), por lo que la alteracion estructural del
nicho podria afectar a dicho mecanismo de regulacion. De modo parecido, tanto las
expansiones basales de las células B1, como las células B2 localizadas en las zonas mas
internas de la V-SVZ, estan en contacto con los vasos sanguineos que irrigan el nicho
(15,67), por lo que la alteracion de la organizacion celular podria afectar también a la

regulacién mediada por sefales a través de la BHE.

Otra alteracion caracteristica del envejecimiento que hemos observado afecta a las
células ependimarias. Por un lado, el cambio de su morfologia cubica a aplanada puede ser
explicada debido a que al ser células sin capacidad de autorregeneraciéon (17,29), la pérdida
progresiva de las mismas podria generar un problema espacial. Como la superficie
ventricular deber seguir estando tapizada con un menor numero de células, puede que las
CE se “estiren” para ocupar el espacio de las células perdidas. Estas células también
albergan cambios interesantes en su parte apical. En nuestro estudio de la superficie de la
pared ventricular mediante MEB apreciamos una reduccion en la densidad de penachos de
cilios, lo cual puede responder al mismo motivo que acabamos de sefialar. Sin embargo, no
so6lo se ve una reduccion en la densidad de cilios, sino que también se aprecia que los cilios
estan mas compactados entre si, lo que se podria traducir en una disfuncionalidad de los
mismos Yy, por lo tanto, peor eficiencia para batir el LCR. Bien es sabido que un flujo de LCR
deficiente esta relacionado con patologias inflamatorias, vasculares y degenerativas del
SNC (96). Una explicacion alternativa para la reduccion de la densidad ciliar, y posiblemente
la alteracién de su funcién, podria responder a las diferencias en la distribucion de las
mitocondrias asociadas a los corpusculos basales de los cilios. En el ratéon joven las
encontramos cercanas a la membrana apical de las CE, frecuentemente asociadas a dichos
corpusculos basales (15), probablemente para aportarles la energia necesaria para su
batido. En cambio, en animales envejecidos las mitocondrias son menos numerosas y
adquieren una distribucion mas aleatoria, lo que sugiere que el batido ciliar podria estar

también afectado.

La morfologia que hemos observado en los neuroblastos y las cadenas que éstos
forman desde la V-SVZ hasta el BO a lo largo de la corriente migratoria rostral también
concuerda con la literatura. Su aspecto fusiforme y los abundantes espacios intercelulares
libres son caracteristicos de células en migracion (15). En ratones envejecidos, observamos

una drastica disminucién en el niumero de estas neuronas jévenes marcadas con DCX. Este
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hecho parece l6gico en base a nuestros datos sobre la proliferacion celular en la V-SVZ de
ratones de 24 meses, que indican una significativa reduccién en la produccién de nuevas
células. No obstante, este ultimo experimento tiene a su vez ciertas limitaciones. Por un
lado, nosotros cuantificamos células que han entrado en divisibn mediante el uso del
marcador BrdU, el cual mantiene sus niveles en sangre durante unas 2 horas en el ratén
(97), tras las cuales sacrificamos al animal. Ese tiempo es sustancialmente mas corto que la
duracion del ciclo celular de las células de la V-SVZ (98), por lo que no estariamos
marcando todas las células activas con esa uUnica dosis de BrdU. Por otra parte, para
establecer qué fraccion de las células marcadas corresponden a la poblacion de
neuroblastos deberiamos haber hecho un doble marcaje con BrdU y DCX. No obstante, la
intencion de nuestro estudio consistia en comparar la capacidad proliferativa entre ratones
adultos jovenes y envejecidos, por lo que una cuantificacion mas precisa se escapaba al
proposito de nuestro estudio. Por ultimo, varios autores apuntan que existe un pool de
células precursoras quiescentes (99—101), a la espera de recibir una sefal de activacién, por
lo que en cualquier caso estariamos subestimando el potencial proliferativo de la V-SVZ
incluso utilizando protocolos de marcaje mas prolongados. Por qué se produce este bloqueo
en la neurogénesis sigue siendo una pregunta sin una respuesta clara, si bien la explicacién
mas sencilla seria la de mantener un reservorio de CMN ante una futura demanda. En
cualquier caso, parece necesario un mayor conocimiento de los mecanismos que controlan

la transicién entre CMN quiescentes y activas, y viceversa.

La neurogénesis adulta tiene una compleja regulacion basada en una gran red de
interacciones, por lo que estudiar y entender unos pocos factores aislados fuera de un
contexto fisioldgico, puede dar lugar a resultados dispares. Por ejemplo, algo que
bibliograficamente esta bien demostrado es el efecto inductor del ejercicio fisico y la
actividad mental sobre la neurogénesis adulta (78-80). Sin embargo, la mayoria de
experimentos en este sentido, se realizan con ratones estabulados con ruedas para correr
de forma voluntaria, y juguetes para estimular la exploracién y la resolucion de problemas,
comparado con un grupo control de animales estabulados en practicamente ausencia de
estimulos. Ambos grupos viven en condiciones muy artificiales respecto a las de ratones en
libertad. Cabria preguntarse si este tipo de experimentos serian extrapolables a la especie
humana, mucho mas heterogénea en sus habitos y estilos de vida. Es mas, incluso
aceptando el hecho de que el ejercicio y el enriquecimiento ambiental puedan tener un

efecto inductor en la neurogénesis adulta, seguimos sin responder cuestiones como qué tipo
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de deporte es mas favorable, qué cantidad seria necesaria, y si es igualmente favorable en

cualquier etapa de la vida.

De la reflexion anterior surge también la pregunta sobre cuanto de lo aprendido a partir
de los experimentos realizados con modelos animales como el ratén (el organismo en el que
se ha realizado la mayoria de estudios sobre neurogénesis adulta) son extrapolables a la
especie humana. Si bien es cierto que ambas especies comparten una gran parte de su
genoma, existen diferencias importantes tanto a nivel neuroanatémico como funcional. Por
ello, aunque totalmente necesarios, la interpretacion de datos obtenidos a partir de
organismos modelo siempre conlleva ciertas limitaciones, especialmente en el campo de la

medicina regenerativa (102,103).

5.2 Implicaciones de la neurogénesis adulta en el cerebro humano

El estudio de la neurogénesis adulta en humanos representa un problema con muchas
aristas, principalmente por la dificultad que entrafa la obtencion de muestras de un érgano
poco accesible como el cerebro, que en el caso de la especie humana implica una serie de
limitaciones. La mas importante de ellas es, probablemente, la dificultad de recolectar
muestras post mortem en condiciones Optimas, ya que existe un deterioro tanto a nivel
morfolégico como molecular inherente al tiempo legal necesario para procesar este tipo de
tejido (106,107). Ademas de estos problemas técnicos, nos encontramos también con el de
la variabilidad interpersonal. Puesto que la neurogénesis es un proceso regulado por una
serie de factores altamente intrincados (47), es dificil encontrar cohortes de muestras
humanas con unas caracteristicas homogéneas. Factores como la dieta, el estilo de vida, el
ejercicio fisico, el estrés, o la exposicion a toxicos o farmacos pueden resultar en una
variabilidad interindividual que dificulte la interpretacién de los resultados obtenidos. Por
todo ello, se hacen necesarios estudios que obtengan y analicen muestras obtenidas de un

modo sistematico y reproducible.

La primera evidencia de la incorporacion de nuevas neuronas a la capa granular del GD
del hipocampo fue aportada en 1998 por el grupo de Fred H. Gage estudiando pacientes
oncoldgicos que habian recibido una pequefa dosis de BrdU con fines diagndsticos. ElI GD
de cinco de estos pacientes fue analizado post mortem, encontrando abundantes células
marcadas con BrdU, que ademas expresaban el marcador neuronal NeuN y que
presentaban morfologia de neuronas granulares (48). Mas recientemente, el grupo dirigido
por Jonas Frisén utilizd un ingenioso sistema para datar la edad de las neuronas

hipocampales de 55 cerebros humanos de distintas edades. EI método que utilizaron esta
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basado en la incorporacién de *C al DNA de células que entran en division a lo largo de la
vida. Comparando los niveles de dicho is6topo en el DNA de neuronas hipocampales, con
los valores de concentracion atmosférica de '*C a lo largo del siglo XX, pudieron estimar
mediante un modelo matematico el recambio neuronal que habria en el hipocampo humano
(87). No obstante, ambos estudios han sido cuestionados con posterioridad por la dificultad
para ser replicados por otros grupos independientes (88). En cualquier caso, estos dos
trabajos defienden la capacidad neurogénica del cerebro humano incluso en edades
avanzadas (superiores a los 80 anos), lo que implicaria que el envejecimiento podria no
afectar de forma drastica a la produccion de nuevas neuronas en los humanos. Nuestros
resultados, con sus limitaciones, sugieren que existe una disminucion significativa en la
proliferacion de las células de la V-SVZ, sin embargo, en ratones de 24 meses de edad
todavia fue posible encontrar células que habian incorporado BrdU, lo cual concuerda con
estos dos estudios en humanos. Otros estudios realizados en ratones (29,30) coinciden con
la idea de una disminucion en la capacidad neurogénica de la V-SVZ, la cual conlleva una

importante reduccién en la densidad celular de la CMR (44).

Curiosamente, estudios recientes utilizando 59 y 44 muestras humanas respectivamente
(88,89), han observado una disminucion drastica en el numero de neuronas jovenes
presentes en el GD durante los primeros anos de vida, concluyendo que la neurogénesis era
muy escasa o incluso nula en la edad adulta. Estos trabajos han abierto de nuevo un gran
debate en el campo, especialmente por la publicacién casi simultdnea de otro estudio que
analizaba el mismo aspecto en el hipocampo de 28 donantes de entre 14 y 79 anos de
edad. Dicho trabajo concluye que la neurogénesis persiste en el hipocampo humano incluso
con el envejecimiento, indicando que el numero de progenitores neurales, neuronas
inmaduras, neuronas granulares, y el volumen del DG se mantienen estables a lo largo de
toda la vida (70). Los autores de dicho trabajo, y otros, argumentan que sus resultados
concuerdan con los obtenidos mediante técnicas indirectas mediante datacion con C
(70,87,108). Sin embargo, otros autores observan disminuciones en la neurogénesis
similares a las descritas por Sorrells et al., tanto en el GD (109-111) como en la V-SVZ
(45,111,112).

La explicacion a estas llamativas discrepancias todavia no esta clara. Algunos de estos
trabajos ponen en cuestion aspectos como la fiabilidad de determinados marcadores
moleculares, la buena preservacion del tejido, o los antecedentes personales de los
donantes (108). Por ejemplo, se ha observado que el marcador DCX podria no ser

especifico unicamente de precursores neuronales en el hipocampo humano adulto, siendo
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necesario combinarlo con otros marcadores como PSA-NCAM para identificar estas células
de forma fehaciente (88). Lo mismo puede ocurrir al medir la proliferacion con el marcador
de proliferacion Ki-67, ya que la microglia sigue dividiéndose a lo largo de toda la vida. Por
tanto, nos encontramos en un campo que debera revisarse en el futuro para esclarecer si
existe un aporte de nuevas neuronas en el cerebro humano adulto. En lo que respecta al
envejecimiento, de confirmarse la ausencia de una neurogénesis adulta activa en el
humano, deberemos cuestionarnos qué diferencias fisioldgicas y funcionales existen entre
los humanos y organismos modelo como el ratén. Otros animales con cerebros y
longevidades mayores que los roedores (como los delfines, ballenas o marsopas) también
carecen de neurogénesis en etapas adultas (105,112-114). Por tanto, parece razonable
cuestionarse desde el punto de vista del envejecimiento si existen en estas especies
mecanismos compensatorios, como la plasticidad neuronal, que tengan un papel mas

importante del que pensabamos.

Las implicaciones de este debate son de gran interés desde el punto de vista médico, ya
que afectan al entendimiento y a las perspectivas terapéuticas sobre diversas enfermedades
neuroldgicas. Quizads una de las ideas mas interesantes en este sentido sea la de investigar
si existe algun tipo de senal que sea capaz de reactivar la actividad neurogénica. Apoyando
esta idea se han publicado estudios interesantes basados en modelos de parabiosis
heterocrénica, en los que se consigue restaurar la neurogénesis en el cerebro de ratones
viejos, y de forma similar, acelerar la senescencia en el cerebro de ratones jovenes (84), lo
que sugiere que los nichos neurogénicos podrian tener la capacidad de responder ante

determinados estimulos sistémicos.

5.3 Conclusiones

Nuestros resultados confirman que el envejecimiento produce cambios estructurales y
funcionales en la V-SVZ de raton. La principal diferencia que encontramos, respecto a
ratones adultos jovenes, fue el adelgazamiento del nicho neurogénico, con una importante
reduccion en la densidad celular. También encontramos cambios a nivel subcelular, como la
acumulacion de cuerpos densos, el estrechamiento de las células ependimarias, y el
aumento de astrocitos fibroticos. Por Ultimo, también observamos una reduccion
estadisticamente significativa en la proliferacion celular de la V-SVZ de animales
envejecidos. Desconocemos con exactitud las causas subyacentes a estas alteraciones y
cuando se manifiestan a lo largo de la vida, por lo que consideramos necesario llevar a cabo

nuevos estudios mas profundos que respondan a estas preguntas.
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