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Resumen

Los oligodendrocitos son células gliales presentes en el sistema nervioso central cuya
principal funcion es la mielinizacion axonal. Ademas, en el cerebro adulto existe una poblacion
celular relativamente abundante que corresponde a células precursoras de oligodendrocitos
(OPC), que se mantiene en un estado indiferenciado. Recientemente se ha descrito un nuevo
marcador molecular, BCAS1, de funcién desconocida en el cerebro, que se expresa en una
subpoblacion oligodendroglial circunscrita a estadios intermedios de maduracion. El interés de
dicho marcador radica, principalmente, a que es expresado por OPC premielinizantes, siendo
relevante en el estudio de procesos como la remodelacion de la mielina y la remielinizacion ante
situaciones patoldgicas. Nuestro trabajo pretende llevar a cabo una caracterizacion descriptiva de
la poblacion celular definida por la expresion del marcador BCASI1 en el cerebro humano en
etapas infantiles y adultas, tanto en tejido sano como de pacientes de esclerosis multiple.
Hipotetizamos que BCAS1 podria definir una subpoblacion oligodendroglial presente desde
etapas posnatales hasta en el cerebro adulto, actuando como reservorio de OPC capaces de
responder a necesidades de remodelado mielinico. Para abordar dicha hipdtesis realizamos
estudios de inmunofluorescencia, microscopia electronica y cuantificacion de la densidad celular
de la poblaciéon BCAS1-positiva en muestras de tejido cerebral de donantes en edad pediatrica y
adulta. Nuestros resultados sugieren que la proteina BCAS1 se expresa en el cerebro humano en
estadios madurativos intermedios del linaje oligodendroglial, sin diferencias ultraestructurales,

moleculares, ni en cuanto a densidad celular entre los estratos infantil y adulto comparados.

Palabras clave: oligodendrocitos, células precursoras de oligodendrocitos, zona ventricular-

subventricular, BCASI, esclerosis multiple.

IX



Abstract

Oligodendrocytes are glial cells present in the central nervous system whose main function
is axonal myelination. In addition, in the adult brain there is a relatively abundant cell population
corresponding to oligodendrocyte precursor cells (OPC), which is maintained in an
undifferentiated state. It has been recently described that a novel molecular marker of unknown
function in the brain, namely BCASI1, is expressed by an oligodendroglial subpopulation
circumscribed to intermediate stages of maturation. The interest of this marker lies mainly in the
fact that it is expressed by premyelinating OPCs, being relevant in the study of processes such as
myelin remodeling and remyelination in pathological processes. Our work aims to perform a
descriptive characterization of the cell population defined by the expression of the BCAS1 marker
in the human brain during childhood and adult stages, both in healthy tissue and that from multiple
sclerosis patients. We hypothesized that BCAS1 could define an oligodendroglial subpopulation
present from postnatal stages to the adult brain, acting as a reservoir of OPCs capable of
responding to myelin remodeling needs. To address this hypothesis, we conducted
immunofluorescence studies, electron microscopy and quantification of the cell density of
BCASI-positive cells in brain tissue samples from pediatric and adult donors. Our results suggest
that BCASI protein is expressed in intermediate maturation stages of the oligodendroglial lineage
in the human brain, without evident ultrastructural, molecular, or cell density differences between

the compared child and adult groups.

Key words: oligodendrocytes, oligodendrocyte precursor cells, ventricular-subventricular zone,

BCASI, multiple sclerosis.



Extended summary

Background

Oligodendrocytes are glial cells present in the central nervous system (CNS) whose role is
to produce myelin to wrap neuronal axons, provide trophic support to neurons and regulate the
entry and exit of ions in axons and thus, are essential for a correct brain and spinal cord function.
These cells arise from the ganglionic eminences during brain development and are highly capable
to migrate to every brain area. However, not all the oligodendrocytes generated pre- and
perinatally are destined for immediate myelination. Some of these cells, which comprise 2-9% of
the total brain cellular composition, are kept as undifferentiated oligodendrocytes or
oligodendrocyte precursor cells (OPCs) in the adult brain. Furthermore, the adult brain presents
a remarkable region, known as the ventricular-subventricular zone (V-SVZ), which harbors
neural stem cells that proliferate and differentiate into new immature neurons, but also into glial
precursors such as OPCs in both normal and diseased brain. Indeed, several studies indicate that
this area can respond to demyelinating insults during adulthood by generating OPCs de novo,
suggesting that oligodendroglial progenitors could be a potential target for therapeutic strategies

designed to promote myelin repair in the CNS.

Most authors divide oligodendrocyte lineage maturational stages into four consecutive steps:
1) early OPCs; 2) preoligodendrocytes (or late OPCs); 3) immature (or pre-myelinating)
oligodendrocytes; and 4) mature (or myelinating) oligodendrocytes. Early OPCs are proliferative
cells with great migratory capacity and specific expression of PDGFR-a, A2B5 and NG2.
Although the morphology of early OPCs is slightly different depending on their location in the
brain, these cells are normally characterized by a small polygonal soma and a multipolar tree of
thin cellular processes. As a result of their intrinsic maturation process, OPCs give rise to
preoligodendrocytes, which start expressing O4 and GPR17 and extend additional multipolar
short processes. Upon loss of A2B5 and NG2 expression, immature oligodendrocytes become
post-mitotic cells with long ramified branches and are committed to the oligodendroglial lineage.
At this stage, immature oligodendrocytes continue to express O4 and begin to express
galactocerebroside C (GalC). In the final stage of their maturation, oligodendrocytes extend
membranes that form enwrapping sheaths around the axons and begin to express myelin proteins

(i.e. MBP, PLP, MAG and MOG).

Recent studies have described a new myelin-associated protein, namely BCASI1, as a marker
for a very specific population of oligodendrocyte progenitors circumscribed from late OPCs to

pre-myelinating oligodendrocytes. BCAS1-expressing cells are described as actively myelinating
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pre-oligodendrocytes within demyelinating lesions. Current evidence indicates that these cells
originate from NG2-glia (or early OPCs) in the white matter of the mouse and human brain.
Nevertheless, the role of BCAS1 and the presence of BCAS1-positive cells in non-myelinated
areas of the brain is still elusive. This work aims to characterize the BCAS1" cell population in
the human brain and to explore potential differences between adult and pediatric ages, both in

healthy tissue and that from multiple sclerosis patients.
Material and methods

We studied human brain tissue from donors of different ages which were distributed into two
age-groups: the first group included samples from infants between 2 and 13 years old; the second
group comprised adult population between 23 and 56 years old. We also analyzed a sample from

a 59-year-old multiple sclerosis patient independently.

First, we assessed the molecular profile of the oligodendroglial lineage in our samples by
immunofluorescence detection, including markers for different oligodendrocyte maturation
stages (NG2, PDGFR-a, BCAS1, MAP and MBP). After confirming the presence of BCAS1"
cells in both age groups, we described the fine structure of the human oligodendroglial lineage by
combining immunogold detection for NG2, BCAS1 and Olig2 with transmission electron
microscopy. Finally, we quantitatively analyzed the density of BCAS1" cells in the two age-

groups after immunohistochemical detection with diaminobenzidine.
Results

We performed immunofluorescence detection for different OPC maturational stages to
characterize the identity of developing oligodendrocytes in the human brain. Consistent with
previous studies, we confirmed the presence of early OPCs expressing the markers NG2 and
PDGFR-o0, intermediate oligodendrocyte precursors expressing BCAS1 and mature, myelinating
oligodendrocytes expressing myelin-associated proteins such as MAP and MBP. Interestingly,
our immunofluorescence analysis suggested that oligodendroglial developmental dynamics are
similar in adults and infants. We next performed a descriptive ultrastructural analysis based on
the detection of NG2, an early OPC marker, BCASI an intermediate maturational stage marker
for OPCs and Olig2, a transcription factor which is expressed by all oligodendroglial cells,
including mature oligodendrocytes. We observed that the morphology and fine structure of OPCs
changes considerably during the maturational timeline of these cells but, intriguingly, no
substantial differences were found between cells in the same maturational stage between infant
and adult individuals. In addition, we found that BCAS1 expression is mostly localized at the cell
membrane. Finally, we further investigated the dynamics of BCAS1™ cells during postnatal brain

development by immunohistochemical detection and quantification of BCAS1" cell density in the
XII



brain of adult and infant donors. We did not find significant differences in the density of BCAS1"
cells between the infant and adult groups (Mann-Whitney test, p > 0.05).

Discussion and conclusions

The identification of a transient BCAS1" oligodendroglial population associated with the
active phase of myelination in the murine and human white matter represented a breakthrough for
mapping and visualizing myelinating oligodendrocytes and indirectly correlating remyelinating
foci, an interesting detail in demyelinating diseases. Our work aimed to carry out a descriptive
characterization of the cell population defined by the expression of the BCAS1 marker in the
human brain. We hypothesized that BCAS1 could define an oligodendroglial subpopulation
present from postnatal stages to the adult brain, acting as a reservoir of OPCs capable of
responding to myelin remodeling needs. Alternatively, we also considered the possibility of a
different maturational timeline in pediatric and adult samples. Our results suggest that BCAS1
protein is expressed in the human brain in intermediate maturation stages of the oligodendroglial
lineage without ultrastructural, molecular, or cell density differences between the compared infant

and adult age groups.

We acknowledge some limitations in our study. These drawbacks were mainly related to
limited sample size due to the difficult accessibility to human brain tissue, especially to samples

from multiple sclerosis patients, hampering our statistical analyses.

To our knowledge, previous studies on BCAS1 in the human brain did not analyze pediatric
population. We conclude that BCAS1 could be used as an active myelination marker in the human
brain both in infant and adult ages, representing a potential therapeutic target for multiple sclerosis

and other demyelinating pathologies.
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1. Introduccion

1.1 Oligodendrocitos y mielinizacion

Los oligodendrocitos (OL) son las células encargadas del proceso de mielinizacion axonal
en el sistema nervioso central (SNC). El término OL fue introducido por el neur6logo espafiol Pio
del Rio Hortega y etimologicamente significa “glia ramificada”. Los OL forman parte del
conjunto de la glia, células mas pequefias que las neuronas que ocupan aproximadamente la mitad
del volumen del encéfalo y de la médula espinal, si bien la proporcion entre el niimero de neuronas
y células gliales varia entre diferentes regiones cerebrales. Podemos dividir las células gliales en
dos grandes grupos: microglia y macroglia, incluyendo esta tltima categoria a las células
ependimarias, astroglia y oligodendrocitos en el SNC (1,2). Los OL son células relativamente
pequefias que presentan ramificaciones cortas y finas. Se encuentran localizadas tanto en la
sustancia blanca como en la sustancia gris del SNC, situdndose en hileras paralelas a los fasciculos
axonales (OL interfasciculares), asociadas a los somas neuronales (OL satélite) o bien asociadas
a los vasos sanguineos (OL perivasculares). Los OL interfasciculares son las células responsables
de la sintesis de la vaina de mielina en el SNC (3). La mielina es un sistema de bicapas
fosfolipidicas formadas por esfingofosfolipidos, cuya funcidn es el aislamiento eléctrico de los
axones para acelerar la velocidad de propagacion del potencial de accidn. Aunque su composicion
mayoritaria son lipidos, las extensiones de membrana de los OL contienen proteinas (PLP, MBP,
MAG) que proporcionan integridad, estructura y funcionalidad a la vaina de mielina (4). PLP y
MBP son las mas abundantes de estas proteinas, constituyendo un 80% del total del contenido
proteico, y estan implicadas en el proceso de compactacion que genera la estructura multicapa de

la mielina madura (Fig. 1) (5,6).

Para asegurar una rapida y eficiente conduccion del impulso nervioso, los axones
mielinizados establecen y mantienen porciones no mielinizadas denominas noédulos de Ranvier.
En estos se concentran canales de sodio que median la despolarizacion de la membrana dando
lugar a la conduccion saltatoria. La mielina y los nédulos de Ranvier constituyen una de las
uniones célula-célula mas complejas conocidas, requiriendo un reconocimiento preciso, sintesis
de grandes cantidades de membrana celular especializada y una motilidad celular intrincada para
envolver hasta 100 capas de membrana alrededor de los axones (Fig. 1) (7). A diferencia de las
c¢lulas de Schwann del sistema nervioso periférico, un solo OL puede mielinizar varios axones,
pero no todos son mielinizados de manera simultanea, ya que la produccion de mielina es un
proceso altamente regulado (6). En la sustancia blanca de adultos sanos la mielina se intercambia

a un ritmo elevado a pesar de que la poblacion de OL se mantiene relativamente estable con un



recambio anual de 1/300 células. Es decir, la remodelacion mielinica es un proceso dinamico e
independiente del recambio celular (8,9). Diversas sefales provenientes de neuronas
eléctricamente activas, tales como factores de crecimiento, factores neurotroficos y la propia
actividad eléctrica celular, regulan la expresion génica y los procesos implicados en la

mielinizacion (10,11).

Cytosolic channel
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Figura 1. Diagrama e imagenes de microscopia electrénica de transmision mostrando la
estructura de la mielina en el sistema nervioso central. MBP es esencial para la generacion de
mielina compacta, uniendo las distintas capas de membrana plasmatica entre si. CNP interacciona
con el citoesqueleto de actina y contrarresta, a nivel intracelular, las fuerzas adhesivas de MBP.
Las distintas capas de membrana plasmatica estan, ademas, conectadas mediante uniones de tipo
gap que permiten el paso bidireccional de iones y pequefias moléculas. Extraido de Stadelmann

etal., 2019 (4).

Las alteraciones en el proceso de mielinizacion dan lugar a una conduccion eléctrica
anormal, dificultando la transferencia de informacion entre las diferentes regiones del cerebro. La
comunicacion entre axones y OL es de vital importancia en el origen de aquellas enfermedades
neurologicas en las que la pérdida de OL y la desmielinizacion estan asociadas a la degeneracion
axonal. Por ejemplo, en la esclerosis multiple (EM), la pérdida de OL y la desmielinizacion estan
asociadas a una degeneracion progresiva de los axones y al consiguiente declive neuroldgico

(12,13).



1.2 Diferenciacion del linaje oligodendroglial

1.2.1 Etapas madurativas

Aunque existen diferencias notables entre el desarrollo del cerebro murino y humano, el
raton ha sido tradicionalmente utilizado como organismo modelo para el estudio del origen y
diferenciacion de los OL, tanto en etapas perinatales como en la edad adulta (14). Durante el
desarrollo del cerebro, los OL son las ultimas células generadas después de las neuronas y los
astrocitos. Los OL se originan a partir de distintas corrientes migratorias de células progenitoras
de oligodendrocitos (OPC, por sus siglas en inglés) que se suceden en forma de oleadas (15).
Estas OPC, con capacidad de autorrenovacion limitada, persisten durante toda la vida y suponen
hasta el 9% de las células totales en la sustancia blanca y el 3% de las células totales en la sustancia
gris del cerebro adulto (16,17), diferenciandose a OL maduros a lo largo del desarrollo cerebral,

pero también en la etapa postnatal y adulta (18).

Durante su proceso madurativo, los precursores oligodendrogliales migran manteniendo su
capacidad proliferativa. Una vez en su localizacion final, salen del ciclo celular y comienzan a
diferenciarse hasta adquirir un fenotipo maduro mielinizante (19). La diferenciacion de las OPC
es un proceso complejo durante el cual las células atraviesan una serie de etapas madurativas
finamente reguladas caracterizadas por cambios en su morfologia, salida del ciclo celular y por

cambios en la expresion de genes y proteinas requeridos para la maduracion y mielinizacion (14).

La mayoria de los autores dividen los estados de maduracion de los OL en cuatro etapas

sucesivas, similares en el cerebro adulto y durante el desarrollo (Fig. 2):

1. Células precursoras de oligodendrocitos (OPC tempranas).
Preoligodendrocitos (OPC tardias).

Oligodendrocitos inmaduros (premielinizantes).

v

Oligodendrocitos maduros (mielinizantes).
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Figura 2. Etapas madurativas del linaje oligodendroglial. La parte superior de la figura
muestra las etapas madurativas del linaje oligodendroglial desde que células madre neurales
(NSC, verde) dan lugar a células progenitoras de oligodendrocitos (OPC, azul claro). Estas, a su
vez, comienzan un proceso de diferenciacion y maduracion que dara lugar sucesivamente a
preoligodendrocitos (azul oscuro), oligodendrocitos inmaduros (OL inmaduro, morado) y
finalmente oligodendrocitos maduros (OL maduro, rosa). Dichas etapas van a acompanadas por
cambios morfologicos y en la capacidad de migracion y autorrenovacion (indicada por flechas
semicirculares en el diagrama). En la parte inferior de la figura se indica el patrén de expresion
de marcadores moleculares caracteristico de cada etapa madurativa, asi como el pico de maxima
produccion celular durante el desarrollo murino (en dias embrionarios o postnatales) y humano

(en semanas de gestacion). Se destaca el marcador BCAS1 por su especial interés en este estudio.

Inicialmente, las OPC presentan una morfologia bipolar con procesos cortos y se caracterizan
por su gran capacidad proliferativa y migratoria. Expresan PDGFR-o, el proteoglicano NG2
(antigeno glial 2), y el gangliosido A2BS5 (20). Otros marcadores moleculares caracteristicos de
estas células son los factores de transcripcion Oligl y Olig2 presentes a lo largo de todo el proceso
de desarrollo y maduracién oligodendroglial. Aunque ambos estdn implicados en funciones

estructurales, Olig2 juega un papel fundamental en etapas mas tempranas del desarrollo, mientras
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que Oligl adquiere mayor protagonismo en la diferenciacion terminal. Con su diferenciacion
progresiva, las OPC se convierten en preoligodendrocitos, también denominadas OPC tardias en
la literatura. Se trata de células de mayor complejidad morfologica, con mayor cantidad de
procesos ramificados que el estadio anterior y que se distribuyen de forma abundante en la corteza
cerebral murina entre los dias posnatales 4 y 10 (P4 y P10). Estas células, ademas de los
marcadores anteriores, expresan la sulfatida (un galactolipido sulfatado) reconocida por el
anticuerpo O4 (20) y la proteina GPR17 (21), persistiendo la expresion de ambas moléculas en
los OL inmaduros. El avance en el proceso de diferenciacion y maduracion celular da paso a la
expresion de galactosilceramida (GalC) y la pérdida de expresion de NG2 y A2BS5, eventos que
permiten identificar a los OL inmaduros. En esta fase, los OL estan plenamente comprometidos
hacia el linaje oligodendroglial y se convierten en células postmitdticas con ramificaciones largas.
Estos contintian progresando hasta convertirse en OL maduros, los cuales se caracterizan por la
sintesis de proteina basica de mielina (MBP), la glicoproteina asociada a mielina (MAG) y la
isoforma madura de PLP1 (PLP) (14). No obstante, para la formacion de la mielina los OL
requieren establecer contacto con axones neuronales e iniciar la expresion de la glicoproteina del

oligodendrocito asociado de mielina (MOG) (22).

1.2.2 Regulacion del proceso de determinacion y maduracion oligodendroglial

La generacion del linaje oligodendroglial es un proceso finamente regulado que incluye la
proliferacion, migracion y diferenciacion celular y, en tltima instancia, la mielinizacion axonal.
Dichos eventos requieren de una elevada tasa metabolica y de una interaccion tanto con otros
tipos celulares como con los vasos sanguineos del parénquima cerebral (23). Estas caracteristicas
convierten a los OL en células altamente vulnerables a la alteracion de los mecanismos de
regulacion que rigen su comportamiento, pudiendo comprometer el proceso de mielinizacion y

provocar, eventualmente, problemas neurologicos (24-26).

Tanto en el desarrollo temprano como en etapas adultas, concurre una combinacioén de
diferentes vias de sefializacion que, junto con modificaciones epigenéticas, modulan la
proliferacion, migracion y diferenciacion de las OPC a partir de células madre neurales. Al mismo
tiempo, algunas de las moléculas implicadas en la regulacion de dichos procesos sirven como
marcadores de identidad celular especificos de cada una de las etapas del proceso madurativo
(Fig. 2) (27). Diversos trabajos sugieren que solo el factor de transcripcion Olig2 es absolutamente
necesario para la especificacion del linaje oligodendroglial, siendo otros factores importantes pero
no fundamentales en dicho proceso (28). En general, se puede hacer una distincién entre
reguladores positivos y negativos en el proceso de diferenciacion oligodendroglial. Entre los

primeros destacan los factores transcripcionales Nkx2.1, GSH2 y EMH, pertenecientes a la
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familia helix-loop-helix (HLH), que potencian y estimulan la diferenciacion, asi como la
expresion de genes que codifican proteinas asociadas a la mielina como MBP (29), PLP (30) y
MAG (31,32). Entre los reguladores negativos encontramos moléculas de la familia Wnt, que
inhiben la expresion de proteinas asociadas a la mielina y mantienen las OPC en un estado

indiferenciado y quiescente (33-35).

La fisiologia del linaje oligodendroglial ha sido ampliamente estudiada tanto in vivo como
in vitro, observandose que son células que responden a una serie de moléculas tales como
citoquinas (36), factores de crecimiento (37-39), neurotransmisores como GABA y glutamato
(40), hormonas como la triyodotironina (T3) (41) e IGF-1 (42,43) y otras moléculas como el 4cido
retinoico (44). La mayoria de estas sefiales actian por medio de rutas de sefializacion intracelular
de las familias Wnt, hedgehog, BMP (27,45) y Notch (46). No obstante, resulta complicado
determinar el grado de contribucion de cada uno de estos factores de forma aislada, ya que ha sido
descrito que la combinacion de varios de ellos produce efectos significativamente diferentes
(20,24). Asimismo, cada uno de estos grupos de sefiales ha sido relacionado con efectos en
diferentes aspectos funcionales de las células del linaje oligodendroglial como la supervivencia,

proliferacion, migracion, maduracidn y recuperacion funcional (Tablal) (27).

Recientemente se han descrito mecanismos epigenéticos que también contribuyen a la
regulacion de los procesos de determinacion, maduracion y mielinizacion en el linaje
oligodendroglial (47). Asi pues, se han identificado miRNA que participan en la regulacion de la
diferenciacion oligodendroglial y en el mantenimiento de la mielinizacion tanto en el cerebro sano
como en patologias desmielinizantes (48,49). A su vez, los procesos de metilacion de los
promotores de diversos genes han sido asociados a la modulacion de la diferenciacion de los OL,
asi como al proceso de mielinizacion tanto en el cerebro en desarrollo como adulto (50). Por
ultimo, se han descrito también modificaciones de histonas mediadas por deacetilasas (Hdac) que

intervienen en la diferenciacion hacia OL a partir de células madre neurales (27).



Tabla 1. Moléculas implicadas en la regulacion del linaje oligodendroglial. Modificado de Waly
etal., 2014 (27).

Molécula Supervivencia  Proliferacion Migracién Maduracion  Mielinizacién

Factores de crecimiento

FGF2 1 1 1 /]
EGF t 1 1 1
Nrg-1 1 1 1
Factores neurotréficos

BDNF+NT3 1 1 1
PDGF 1 1

Seifiales quimiotacticas

Semaforinas A

Reelina i

Netrinl i

Citoquinas

TNFa

LIF 1
CNTF

CXCL1 1
CXCLI12 1
Morfégenos

Shh 1 1

BMP 1
Wnt |

Hormonas

IGFI 1 1

T3 1 1 1
RXR-g 1

Comunicaciéon célula-matriz extracelular

Integrinas !

CSPG l

Comunicaciéon célula-célula

Notch-1 1 l 1
Lingo-1
PSA-NCAM 1 1

— - - -
—
> — > 5> —

— —
—

«—
«—

Al margen de los anteriores factores intrinsecos, existe también influencia del ambiente en
el comportamiento de las células del linaje oligodendroglial. Por ejemplo, se ha observado que el
aprendizaje de una nueva tarea de tipo visuomotor requiere mielinizacion activa por parte de las
OPC presentes en el cerebro adulto y que, de eliminarse genéticamente dichas células sin alterar
la mielina ya presente ni los OL maduros, el aprendizaje se ve afectado negativamente (51).
Asimismo, se ha observado mediante tractografia con tensores de difusion (DTI) que el
aprendizaje de tareas complejas durante la infancia, como tocar el piano, se correlaciona con una
organizacion diferente de los tractos de fibras de la sustancia blanca (52). Por ultimo, se ha
observado también que, tras una lesion desmielinizante, el aprendizaje de tareas motoras y el
ejercicio fisico aerobico promueven la remodelacion de la mielina y la recuperacion funcional en

ratones (53,54).



1.3 Oligodendrogénesis durante el desarrollo

Los OL estan presentes tanto en la sustancia blanca y gris del cerebro como de la médula
espinal y, aunque todos derivan de OPC, su origen y maduracion a OL mielinizantes difiere y es
mucho mas compleja a nivel cerebral que a nivel espinal. La generacion de nuevas OPC durante
el desarrollo se produce en la zona ventricular del prosencéfalo en formacion a partir de tres
oleadas de progenitores neurales que generan poblaciones de OPC que, bajo la expresion de
factores de transcripcion especificos, marcardn estas tres secuencias espacial y temporalmente

diferenciadas que progresan desde la region ventral a la dorsal (55).

En el cerebro de raton, las dos primeras oleadas se originan a partir de la region ventral
ventricular bajo la influencia de Shh y Olig2. Hasta la fecha, Shh es considerada la principal sefial
ventralizante para el desarrollo de OL en el tubo neural (56-60). Las OPC de la primera oleada
se generan a partir de células precursoras positivas para el marcador Nkx2.1 (Nkx2.1") de la
eminencia ganglionar medial (MGE) y del area entopeduncular anterior (AEP), que aparecen en
el dia embrionario 12.5 (E12.5) (58). A medida que el desarrollo continta, estas células
disminuyen hasta que desaparecen completamente en P10 (61). La segunda oleada, se origina a
partir de la eminencia ganglionar lateral (LGE) y caudal (CGE) a partir de progenitores Gsh2" en
el dia E15. Posteriormente, en PO, surge la tercera oleada a partir de progenitores Emx1" de la
region dorsal ventricular que eventualmente mielinizaran el neocortex (Fig. 3). De este modo, tres
oleadas de subpoblaciones de OPC compiten por el espacio y son necesarias para colonizar el
SNC durante el desarrollo (15). En el dia postnatal 2 (P2) el estadio madurativo predominante son
los preoligodendrocitos, mientras que en P7 la sustancia blanca contiene mas del 80% de células
oligodendrogliales en estadio de oligodendrocitos inmaduros (62). Después de su formacion, las
OPC migran y colonizan todo el SNC. Las OPC generadas ventralmente predominan en la médula
espinal, mientras que las generadas dorsalmente prevalecen en las vesiculas telencefalicas

(Richardson, 2006).

Esta sucesion de eventos concatenados a lo largo del desarrollo embrionario para dar lugar a
la poblacion de OL presente en el cerebro adulto llevo a la idea de que las distintas poblaciones
de OPC podrian ejercer diferentes funciones. Sin embargo, hasta la fecha ningn estudio ha
correlacionado un origen distinto con una especificidad en el comportamiento de OPC en el SNC

postnatal y adulto.



Ventral Origins Dorsal Origins

E125 E15.5 PO
Nkx2.1 Gsh2 Emx1
Medial Ganglionic Eminence Lateral Ganglionic Eminence Dorsal Ventricular Zone
Anterior Entopeduncular Area Caudal Ganglionic Eminence

Figura 3. Los OL se generan a partir de tres oleadas espacial y temporalmente
diferenciadas. Los OL poseen distintas propiedades segin su origen ontogenético. Las tres
oleadas que surgen de la zona ventricular del prosencéfalo en desarrollo siguen una progresion
ventral-lateral-dorsal. La primera oleada depende de Shh, mientras que las ultimas olas son
independientes de dicha molécula (57,63). La primera oleada (E12.5) es generada a partir de
progenitores que expresan Nkx2.1 de la eminencia ganglionar medial y del 4rea entopeduncular
anterior. La segunda oleada (a partir de E15.5) es generada por progenitores Gsh2" de las
eminencias ganglionares lateral y medial. La tercera oleada (posnatal) es generada por
progenitores Emx1" que surgen de la zona ventricular dorsal, subyacente a la corteza en

desarrollo. Extraido de Newville ef al. 2017 (64).

Existen pocos estudios que hayan evaluado la secuencia temporal del desarrollo de los OL
en humanos. Mientras que en el cerebro humano la proliferacion y migracion de neuronas ocurren
principalmente durante el periodo prenatal, la proliferacion y migracion de las células gliales son
esencialmente postnatales, completandose con los procesos de diferenciacion y maduracion
durante la infancia (14). Las primeras OPC se observan en el prosencéfalo fetal a las 10 semanas
de gestacion (10 SG), apreciandose un aumento en su nimero alrededor de las 15 SG en las zonas
correspondientes a las futuras eminencias ganglionares y en la zona periventricular (65). Entre las
18 y las 28 SG los preoligodendrocitos son el estadio madurativo mas abundante. Alrededor de
las 30 SG se observa un aumento de la complejidad morfologica (células multipolares) conforme
algunas de estas células avanzan en su proceso madurativo. Los primeros OL maduros MBP" se
observan a partir de las 20-28 SG en las regiones subcorticales; no obstante, a partir de las 36 SG
y, especialmente, tras el final de la gestacion es cuando se convierten en el estadio celular mas
abundante, correlacionandose con un aumento de la sustancia blanca mielinizada de hasta el 5%

del volumen total del cerebro en esta etapa (66,67).

La maduracion de los OL y la aparicion de mielina son procesos que progresan a lo largo de

una secuencia cronologica y topografica caracteristica, comenzando en areas relacionadas con la
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homeostasis basica y avanzando hacia regiones que controlan funciones mas complejas. Dada la
superposicion de estas fases, existen dudas sobre la extension cronologica de las distintas etapas
en las distintas regiones cerebrales (14). Una vez completado el desarrollo del SNC, existe una
subpoblacion de OPC que persiste en un estadio inmaduro y que se encuentra distribuida por todo
el cerebro. Dicha poblacion de OPC tiene una capacidad de proliferacion lenta o inactiva y actua

como reservorio, pudiendo diferenciarse a OL mielinizantes durante la vida postnatal (68—70).

1.5 Oligodendrogénesis en el cerebro adulto

Pese a que la oligodendrogénesis es un proceso que se inicia de forma tardia en el desarrollo
del SNC y que la mayoria de OPC se forman en etapas perinatales, el cerebro adulto mantiene
cierta capacidad de producir nuevos OL, aunque a menor ritmo que el cerebro en formacion. Las
células progenitoras de OL incluyen principalmente OPC que representan alrededor del 5% del
numero total de células en el parénquima cerebral adulto (17,71). La densidad de OPC
parenquimales parece no variar en la etapa adulta, pero sus caracteristicas difieren entre la
sustancia blanca y la sustancia gris. Por ejemplo, la capacidad proliferativa y de diferenciacion es
mayor en la sustancia blanca respecto a la sustancia gris. En cuanto a su diferenciacion, las OPC
presentes en la sustancia gris permanecen quiescentes en estado inmaduro, pero manteniendo
cierta capacidad de reactivacion, mientras que las presentes en la sustancia blanca estan mas

activas y contribuyen a la remodelacion de la mielina adulta (68).

Ademas de las OPC distribuidas por todo el parénquima cerebral, en la mayoria de
mamiferos existen dos regiones cerebrales donde residen células multipotentes conocidas como
células madre neurales (NSC), con potencial para generar nuevas neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos: la zona ventricular-subventricular (ZV-SV) y la zona subgranular (ZSG) del
giro dentado del hipocampo (72-75). Aunque no existen evidencias publicadas que apoyen una
oligodendrogénesis significativa en la ZSG del hipocampo, en la ZV-SV si que se ha descrito una

produccion de OPC abundante y sostenida a lo largo de toda la vida a partir de NSC (69-71).

La ZV-SV es una region germinal localizada en la pared lateral de los ventriculos laterales
cerebrales con una organizacion celular caracteristica y que difiere ligeramente entre el cerebro
humano adulto y el de animales de experimentacion (59,76). En ratones (Fig. 4, izquierda), la ZV-
SV incluye una primera capa de células ependimarias (o células tipo E). Son células postmitoticas
(77), cubicas y multiciliadas (78) encargadas del barrido del liquido cefalorraquideo (LCR) y del
aislamiento la cavidad ventricular del parénquima cerebral subyacente (79). Por debajo de esta
primera capa ependimaria, se encuentran células tipo B con caracteristicas astrogliales y
consideradas las NSC bona fide de esta region. Poseen capacidad de autorrenovacion

potencialmente ilimitada y pueden dividirse simétricamente dando lugar a dos nuevas células tipo
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B o asimétricamente, dando lugar a una célula tipo B y a una célula tipo C (80). A su vez, estas
c¢lulas B se clasifican entre aquellas que contactan con la luz ventricular mediante un proceso
apical terminado en un cilio primario (células B1) y aquellas que no lo hacen (células B2). Las
células tipo C, también llamadas células de amplificacion transitoria, son células originadas a
partir de células tipo B. Tienen alta capacidad mitdtica y dan lugar a precursores especificos de

nuevas neuronas (cé€lulas tipo A), astrocitos u OL (75,78).

En humanos la organizacion de la ZV-SV difiere ligeramente de la observada en el cerebro
de raton (Fig. 4, derecha). Dispone de una primera monocapa de células ependimarias o zona I en
contacto con la luz del ventriculo, similar a la del raton, que se continua con la capa hipocelular
o zona II, formada por procesos astrociticos y ependimarios, muy pobre en cuerpos celulares y
ausente en roedores. La zona III o ribete astrocitico presenta mayoritariamente cuerpos celulares
de naturaleza astrocitica, similares a las células tipo B del raton, con cierta capacidad proliferativa
en los primeros meses de vida, reduciéndose esta en el primer afio de vida (76,81). Finalmente,
se encuentra una zona de transicion con el resto de la sustancia gris, formada por principalmente

por cuerpos celulares de OL y axones mielinizados y que se denomina zona IV (59,82).

: Z-VSV ROEDORES "~ Z-VSVHUMANOS

@ Células tipo B
@ Células tipo C
@cCélulas tipo A

@ Células tipo B (NSC
®or
@ OL maduros

Zona | Zona ll Zona lll Zona IV

~ ~ D
o Oi:

Figura 4. Diferencias en la organizacion de la ZV-SV del cerebro de ratéon y humano adultos.

La parte izquierda de la imagen corresponde a un corte coronal de cerebro murino donde se
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muestra la citoarquitectura de la ZV-SV. Se observan células tipo B (tanto B1, en contacto con la
cavidad ventricular, como B2) segiin su disposicion con respecto a los tipos celulares del nicho
neurogénico. La parte derecha de la imagen representa un corte coronal de cerebro humano adulto
mostrando la ZV-SV. La capa | esta compuesta por células ependimarias multiciliadas en su polo
apical y procesos celulares en su polo basal. La capa I o gap hipocelular estd formada por
procesos celulares de las capas I y II. La capa III alberga los cuerpos de células tipo B,
principalmente, y la capa IV con OL maduros y axones a los que mielinizan. La parte inferior de
la figura ilustra la generacion de precursores neurales especificos a partir de células madre

neurales.

La produccion de nuevas OPC en la ZV-SV no es espacialmente homogénea, sino que
existen diferentes regiones con distinta actividad proliferativa y compromiso hacia la formacion
de unos tipos celulares u otros. Asi, ha sido descrito en el cerebro de raton que la parte dorsal de
la ZV-SV (area mas proxima al cuerpo calloso), bajo el estimulo de Wnt (45), es el area de mayor
proliferacion celular en contraposicion a la parte ventrolateral (area mas proxima al estriado), bajo
el estimulo inhibitorio de BMP (83). Por otra parte, se ha evidenciado la existencia de un dominio
dorsal de la ZV-SV influenciado por los niveles de Shh que da lugar a abundantes OL destinados
al cuerpo calloso. Ademas, la proporcion de OPC producidas correlaciona directamente con los
niveles de dicha molécula, convirtiendo esta regién en una fuente importante de OL en el

prosencéfalo posnatal de mamiferos (84).

Una de las hipotesis mas aceptadas en cuanto al significado bioldgico de esta perdurabilidad
en la sintesis de OL a lo largo de la vida sugiere que el aporte de nuevos OL contribuye a la
mielinizacion y/o remodelacion de la mielina, proceso que puede ser importante para la
plasticidad neuronal, el aprendizaje y la memoria, asi como para la reparacion ante lesiones

desmielinizantes (27).
1.6 BCAS1 como marcador del linaje oligodendroglial

BCASI se identifico originalmente como un ARNm amplificado en lineas celulares de
cancer de mama (85). Estudios recientes de transcriptdmica han demostrado también su expresion
a nivel cerebral, concretamente, en una subpoblacion de OL en estadio madurativo intermedio
(86), derivados de OPC (87). BCAS1 es una proteina basica de 31 kDa presente en el citosol de
los OL y en las areas no compactadas de la mielina (87). Esta formada por dos dominios asociados
al citoesqueleto que interactiian con la cadena de dineina y que se regula a la baja con la
diferenciacion celular (88). Por tanto, las células que expresan BCAS1 (BCAS1Y) en el cerebro

representan una subpoblacion caracteristica del linaje oligodendroglial correspondiente a OL en
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estadio madurativo intermedio y que se han descrito como OL premielinizantes (87,89). En el
cerebro humano, la poblacion de OL BCASI1" est4 restringida a la sustancia blanca en la etapa
fetal y postnatal temprana. La expresion de dicho marcador comienza a aparecer en la sustancia
blanca entre las 17 y 27 SG, alcanza sus valores mas altos en los recién nacidos e inicia su

descenso entre los 2 y 8 afios de edad, sobre todo a nivel del cuerpo calloso (87).

La densidad de OL BCASI1" se ha correlacionado con la secuencia cronoldgica de la
mielinizacion en la sustancia blanca, de manera que, regiones cerebrales que controlan tareas mas
complejas, como la corteza frontal, y que generan mielina mas tardiamente muestran una mayor
densidad de células BCAS1" durante la adolescencia y la edad adulta joven. En términos
generales, el mayor nimero de células con morfologia mielinizante esta presente en los primeros
afos de vida y disminuye progresivamente con la edad. Sin embargo, los OL BCAS1" de la
sustancia gris cortical, sobre todo a nivel frontal, persisten de forma mas dilatada en el tiempo y

se mantienen hasta la vejez (87).

Estos hallazgos respaldan que el nimero de OL en la sustancia blanca humana se establece
principalmente en los primeros afios de vida, mientras que en la sustancia gris continiian
generandose nuevos OL en la edad adulta (90). La identificacion de una poblacion
oligodendroglial transitoria BCAS1", asociada preferentemente con la fase activa de
mielinizacion de la sustancia blanca tanto murina como humana, se ha convertido en un marcador
util para mapear y visualizar OL mielinizantes (85,87). Hasta el momento, no existia ningin
marcador molecular que permitiera la discriminacion de axones mielinizados de los
remielinizados, siendo la mielinizacion en curso notoriamente dificil de detectar. El hecho de que
un aumento de la expresion de BCASI1 se correlacione indirectamente con focos de
remielinizacion resulta de especial interés en enfermedades neurodegenerativas que afectan al
SNC y que cursan con pérdida de mielina. Dentro de este grupo, la EM es la patologia mas

ampliamente estudiada (91).
1.7 Implicacion de los OL en la fisiopatologia de la esclerosis multiple

La EM es una enfermedad inflamatoria cronica del SNC que conduce a la desmielinizacion
y neurodegeneracion, siendo la principal patologia desmielinizante en el SNC. Es una de las
causas mas comunes de discapacidad neurologica en adultos jovenes a nivel mundial (92). Se
estima que aproximadamente 2,5 millones de personas en todo el mundo la padecen, la mayoria
de ellas mujeres (proporcion mujeres-hombres 2:1) de entre 20 y 40 afios. Independientemente de
la prevalencia, su incidencia estd en aumento (93). Aunque su etiologia es desconocida, se

considera una patologia multifactorial en la que la interaccion compleja de factores genéticos y
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ambientales determinan el riesgo de enfermedad de un individuo. La susceptibilidad genética esta
determinada principalmente por cambios en el sistema del antigeno leucocitario humano,
habiéndose relacionado los haplotipos de los alelos HLA-DRB1 y HLA-DQBI1 (94-96). Entre los
factores ambientales estudiados se asocian la infeccion virus de Epstein Barr y virus herpes
humano 6A (97), el tabaquismo (98,99), los niveles bajos de vitamina D (100—103) y un indice
de masa corporal alto durante la adolescencia (104). Ademas, algunos de estos factores como los
niveles de vitamina D y el tabaco también influyen el curso subsiguiente de la enfermedad (105).
No obstante, los resultados inmunolégicos y los estudios genéticos e histopatologicos de pacientes
enfermos apoyan la idea de que la autoinmunidad juega un papel muy importante tanto en el

origen como en el curso de la enfermedad (106).

Tradicionalmente, la EM se ha categorizado en cuatro fenotipos clinicos distintos: remitente-
recurrente (EMRR), secundaria progresiva (EMSP), primaria progresiva (EMPP) y progresiva-
recurrente (EMPR) (107). No obstante, esta categorizacion resulta meramente tedrica, ya que no
existen pruebas de laboratorio ni de imagen que permitan discernir los diferentes subtipos y en la
practica clinica, a menudo, puede existir superposicion o transicion entre estos fenotipos. La
mayoria de los pacientes padecen la forma EMRR, mientras que entre el 10 y 20% presentan
EMPP. Los casos de EMRR, sobre todo los no tratados, evolucionan a EMSP a los 10 — 20 afios
del diagndstico (108,109); no obstante, se desconoce el impacto sobre estas cifras con las nuevas
opciones terapéuticas. Esta gran variabilidad en el curso de la enfermedad dificulta el prondstico
y la optimizacion del tratamiento, pero la edad avanzada, el sexo masculino, la raza no caucasica,
la presencia de bandas oligoclonales especificas en LCR, la visualizacion de lesiones cerebelosas
y/o espinales, las recaidas frecuentes y el acimulo de discapacidad tras los brotes predicen un
curso mas activo o agresivo (110,111). Los sintomas neuroldgicos y psiquiatricos estan
determinados por la ubicacion de las areas desmielinizadas que conllevan pérdida de sensibilidad,
debilidad muscular o espasmos, ataxia, problemas visuales, fatiga, incontinencia y alteraciones

del estado de animo (112).

A nivel anatomopatologico, en funcion de la presencia y distribucion de los infiltrados
inflamatorios, el dafio tisular y la capacidad de remielinizacion espontanea se clasifican tres tipos

de lesiones (113—115):

o Lesiones activas: areas desmielinizadas de bordes difusos, hipercelulares, con infiltrado
linfocitico perivascular, edema, pérdida de mielina y OL, dafio axonal, macrofagos cargados
de debris de mielina, astrocitos hipertroficos y, ocasionalmente, con cicatriz glial. Este tipo

de lesiones son susceptibles de procesos de remielinizacion espontanea.
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e Lesiones cronico-activas: areas desmielinizadas bien delimitadas. Los bordes de la lesion
con signos desmielinizacion activa se conocen como periplaca y es donde se localizan
infiltrados inflamatorios perivasculares, macrofagos cargados de debris de mielina y lipidos,
astrocitos hipertroficos, ademas de un mayor ntimero de OL y signos de remielinizacion. En
este tipo de lesiones no se ha observado ningun tipo de remielinizacion espontanea.

e Lesiones cronico-inactivas: suelen ser de mayor extension y con bordes bien definidos.
Presentan desmielinizacion completa, un reducido ntimero de axones aun intactos, pocos
macrofagos y vasos sanguineos con endotelio fino. No se observan OL ni signos de

desmielinizacion ni de remielinizacion activa.

El diagnodstico es de exclusion, basado en la demostracion de criterios clinicos y/o
radiolégicos de lesiones en el SNC diseminadas en espacio y en tiempo que retnen los criterios

de McDonald de 2017 (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de McDonald revisados en 2017 para el diagnostico de la EM.

Diseminacion en espacio
Presencia de al menos una lesion en al menos dos de las siguientes areas:

Periventricular.

Cortical o yuxtacortical.
Infratentorial.

Médula espinal.

Diseminacion en tiempo

e Una nueva lesion que realza en T2 o captante de gadolinio en RMN de seguimiento
con respecto la RMN inicial.

e Presencia simultanea de lesiones asintomaticas captantes y no captantes de gadolinio
en cualquier momento.

e En pacientes que cumplen con criterios de diseminacién en espacio, la presencia de
bandas oligoclonales en LCR podria demostrar diseminacion en tiempo permitiendo
el diagnostico de EM.

La incorporacién de la resonancia magnética nuclear (RMN) en el diagndstico de la EM ha
permitido la deteccion de areas desmielinizantes asintomaticas, por lo que se considera la
herramienta mas sensible y precoz para la deteccion de lesiones desmielinizantes en el SNC. La
presencia de bandas oligoclonales de IgG en LCR ausentes en suero es una manifestacion de la
EM vy, pese a que este hallazgo solo apoya la sospecha diagnoéstica, es particularmente util en
individuos en cuya RMN cerebral basal no existen hallazgos sugestivos de EM (116). Pese a que
las RMN seriadas permiten evaluar de forma indirecta la integridad de la mielina con la deteccion
y seguimiento de las lesiones inflamatorias desmielinizantes (117), no existe ninguna técnica que
permita discernir areas mielinizadas de remielinizadas ni areas de remielinizacion en curso. Hasta

el momento, el estudio anatomohistopatoldgico ha sido la tnica forma de ratificar la formacion
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de nuevas vainas de mielina, tomando como referencia las denominadas placas de sombra (zonas
de mielina con tincion mas débil), no obstante, este analisis no proporciona informacién sobre el

momento en que la remielinizacion se lleva a cabo (118,119).

El descubrimiento reciente de BCAS1 como marcador de OL en estadio de maduracion
intermedio ha permitido, en el ambito de la investigacion, la deteccion de areas de formacion de
nuevos OL formadores de mielina. Generalmente, las lesiones cronicas completamente
desmielinizadas y las lesiones completamente remielinizadas (cubiertas con mielina palida
correspondiente a placas de sombra) rara vez contienen OL BCAS1"; por el contrario, los bordes
de las lesiones parcialmente remielinizadas suelen contener OL BCAS1". La alta densidad de
estos OL en el borde y el interior de las areas remielinizantes, en contraposicion a su baja densidad
en el nicleo/zona central, sugiere que la remielinizacion comienza en el borde de la lesion de la
sustancia blanca y se mantiene incluso en etapas tardias de la enfermedad. Por tanto, la presencia
de OL BCASI1" en lesiones con actividad inflamatoria y/o desmielinizante en curso y en lesiones
completamente inactivas sugiere que el reclutamiento de OPC y la estimulacién de la

remielinizacion son independientes de la actividad de la lesion (120).

Actualmente la EM se considera una patologia autoinmune del complejo oligodendrocito-
mielina que carece de tratamiento curativo. Actualmente, el principal objetivo terapéutico es
detener o ralentizar la enfermedad, asi como mejorar la calidad de vida de los pacientes, sin
posibilidad de actuar en el recambio de las células dafnadas. Las técnicas terapia regenerativa
basadas en OPC endogenas podria ser una estrategia prometedora para estimular la formacion de
OL maduros con capacidad de regeneracion funcional de la mielina. Por ello, en este trabajo,
caracterizamos OL en estadios madurativos intermedios como células con potencial capacidad

mielinizante tras alcanzar el completo desarrollo.
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2. Hipotesis y objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el estudio del proceso de maduracion del linaje
oligodendroglial mediante la caracterizacion de una poblacion especifica de células precursoras
de oligodendrocitos con capacidad mielinizante. Dicha poblacion esta definida por la expresion
del marcador molecular BCAS1. Nuestra hipotesis de trabajo establece que la poblacion de OL
BCAS1" es morfologica y funcionalmente reconocible en el linaje oligodendroglial,
manteniéndose en el cerebro humano como un reservorio de OPC, tanto en edades pediatricas

como adultas.
Para comprobar dicha hipdtesis planteamos los siguientes objetivos generales:

1. Identificar y correlacionar distintos marcadores con las etapas de desarrollo del linaje
oligodendroglial, asi como los cambios morfologicos que sufren estas células
durante su maduracion.

2. Determinar, cualitativamente, potenciales diferencias en la poblacion BCAS1™ en
muestras de pacientes de esclerosis multiple.

3. Estudiar la dinamica temporal del numero de células que expresan BCAS1 en

muestras adultas y pediatricas de tejido cerebral humano.

Para alcanzar dichos objetivos, se estudiaron muestras de cerebro humano de un amplio
rango de edades. Mediante estudios inmunohistoquimicos y ultraestructurales se caracterizaron
distintas etapas evolutivas del linaje oligodendroglial basados en la expresion de diversos
marcadores especificos, tanto en tejido de donantes control de diversas edades como en pacientes
de esclerosis multiple. Ademas, se realizé un andlisis cuantitativo comparativo de las células
BCASI1" para determinar la presencia de diferencias entre donantes en edad pediatrica y edad

adulta.
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3. Material y métodos

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

especifique lo contrario.

3.1 Muestras biologicas

Para el estudio presentado, se utilizd material bioldgico de distintas fuentes. Por un lado, se
emplearon resecciones de tejido cerebral de pacientes con epilepsia farmacorresistente
procedentes del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia, Espafia); por otro, se
analizé una muestra de una paciente de EM donada al Biobanco de Cleveland Clinic (Ohio,
EEUU). Las muestras contaban con el consentimiento informado de los pacientes o de sus
familiares para formar parte de la investigacion y todos los procedimiento que se llevaron a cabo
fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion en Humanos de la Universitat de Valéncia
(H1436176523231) y el comité Etico de Investigacion Biomédica del Hospital Universitario y
Politécnico la Fe (2015/0044) y se realizaron de acuerdo con los estandares éticos de la

Declaracion de Helsinki de 1964 y sus posteriores enmiendas.

Se utilizaron muestras procedentes de resecciones quirirgicas de pacientes con epilepsia
refractaria, 4 de ellos adultos y otros 4 nifios, realizadas por la Unidad de Cirugia de Epilepsia del
Hospital La Fe. Previamente a la cirugia se evalu6 el volumen y caracteristicas estructurales de la
zona cerebral afectada mediante RMN. Asimismo, se llevo a cabo un estudio de RM-DTI
(diffusion tensor image) evaluando propiedades de conectividad, estudio mediante tomografia de
emision de positrones (PET) y evaluacion de los valores de anisotropia y difusibilidad, que
establecen el grado de normalidad estructural del tejido cerebral. En los pacientes seleccionados
tras esta valoracion, se realizo una lobectomia selectiva. En el estudio se analiz6 tejido no afectado
por el foco epiléptico primario. Por otra parte, se utilizé una muestra de un donante afectado por
esclerosis multiple correspondiente al area periventricular, cedido por el Biobanco de la Cleveland
Clinic. Las caracteristicas de los donantes se recogen en la Tabla 3. Tras su reseccion
intraoperatoria o donacién postmortem, todas las muestras fueron fijadas por inmersion en
paraformaldehido 4% en tampdn fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4) durante 48 h. Tras ello, fueron
lavadas abundantemente con PB y se conservaron en azida sédica 0,05% en PB a 4 °C hasta el
momento de su utilizacion. El procesamiento llevado a cabo para este trabajo, descrito a
continuacion, partié de este material. Asimismo, en la Fig. 5 se esquematiza el planteamiento

metodologico empleado.

18



Tabla 3. Sujetos de estudio.

reseccion

Caso Edad Lesion Localizacion Cirugia Fijacion
. Frontal derecha Craneotomia y
1 2 an DCF tipo IIA PFA 4%
anos PO (AMYS) reseccion °
) 5 afios Sin lesion F rontobasal'der.echa Craneoto.n’n'a Y PFA4 %
(pars orbitalis) reseccion
T Tizaui omi
3 6 afios DCF tipo IA emporal izquierda Craneo o-n’na Y PRA 4%
(T1-T2) reseccion
- . Temporal izquierda Craneotomia y
4 9 DCF tipo 1A . PFA 4%
anos o (T1-T2-T3) reseccion °
. . C tomi
5 27 afios DCEF tipo ITA Insular anterior derecha raneo o-rr’ua Y PFA 4%
reseccion
6 12 afios DCF tipo IB Frontobasal .der'echa Craneoto-rrrlia Y PEA 4%
(pars orbitalis) reseccion
. o C tomi
7 39afios DCFtipolIB  Frontal izquierda (F2) rancotomia ¥y pra 40,
reseccion
. Frontal derecha Craneotomia y
8 44 ai DCF tipo 1IB . PFA 4%
anos PO (AMS) reseccion °
C tomi
9 59 afios  EM (EDSS 9) Muestra periventricular raneotomia y PFA 4%

Nota: DCF, displasia cortical focal.

Figura 5. Esquema del planteamiento metodologico desarrollado.
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3.2 Disefio experimental

Los sujetos de estudio se dividieron en dos grupos experimentales, uno de ellos compuesto
por individuos adultos (n = 4, edades comprendidas entre 27 y 44 afios) y un segundo grupo
compuesto por sujetos pediatricos (n = 4, edades 2 a 9 afios). La muestra procedente de una
paciente de esclerosis multiple (59 afios) no se asigné a ninguno de estos dos grupos
experimentales, sino que se estudio de forma descriptiva de forma independiente por no contar

con un suficiente nimero de muestras para realizar analisis estadisticos.

3.3 Deteccién inmunohistoquimica

Las muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol y xileno: etanol
70%, 96%, 100% (I), 100% (II), xileno-etanol, xileno (I), xileno (II), 90 min por paso.
Posteriormente se incubaron en parafina (I) durante 2 h y toda la noche en parafina (II) en vacio
a 60 °C. Una vez incluidas las muestras, se obtuvieron secciones de 5 pm en un micrétomo. Para
la deteccion marcadores moleculares por inmunofluorescencia, se desparafinaron los cortes en
una estufa durante 1 hora a 60 °C, se rehidrataron en concentraciones decrecientes de etanol y se
realizdé un desenmascaramiento de antigenos con Immunosaver (1:200, Electron Microscopy
Sciences) durante 20 minutos en una olla a presion. Tras el atemperado y el lavado de las muestras
con PB 0,1 M se bloquearon las peroxidasas endégenas mediante una solucion de H,O» 3% y
metanol 10% en PB 0,1 M durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Después, se
lavaron las secciones con una solucion de Triton X-100 0.1% y albimina de suero bovino 0,1%
en tampon fosfato salino 0,1 M (PTA) y se realizo un bloqueo de uniones inespecificas del
anticuerpo mediante incubacion en caseina 1% y suero de cabra 5% en PTA. Posteriormente, se
incubaron las muestras con los anticuerpos primarios (Tabla 4) durante toda la noche a 4 °C en
agitacion. Al dia siguiente, se lavaron las muestras con PTA y se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados a fluoréforos (Tabla 5) durante 1 h a temperatura
ambiente y en oscuridad. Tras lavar con PB 0,1 M y con agua destilada, las muestras se incubaron
con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM en agua destilada durante 5 minutos para el marcaje
nuclear de las células. Finalmente, tras el lavado con PB 0,1 M, se llevo a cabo el montaje de las

secciones con FluorSave™ (Millipore).

Para la deteccion inmunohistoquimica de BCAS1 con 3,3’-diaminobenzidina (DAB), las
secciones se procesaron del mismo modo descrito para la deteccion mediante
inmunofluorescencia salvo que, en este caso, se llevo a cabo una incubacion con un anticuerpo
secundario biotinilado (Tabla 5). Tras la incubacion con anticuerpo secundario, se llevo a cabo
una amplificacion de la sefial mediante el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC, Vector)

durante 1 h y se revel6 durante 8 minutos con una solucion de DAB 0,05%, H>0, 0,003% en PB
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0,1 M, todo ello a temperatura ambiente. Por Ultimo, los cortes fueron deshidratados con
concentraciones crecientes de etanol y aclarados en xileno para finalmente ser montados con

Eukitt.

Una vez montadas las muestras, estas fueron examinadas usando un microscopio Nikon

Eclipse 80i y se obtuvieron fotomicrografias usando una camara digital Nikon CCD DS-QilMec.

3.4 Deteccién por inmuno-oro

En primer lugar, se obtuvieron secciones coronales de 50 um con un vibratomo Leica
VT1000S. Las secciones fueron crioprotegidas por inmersion en sacarosa 25% en PB 0,1 M
durante 30 min y posteriormente se permeabilizaron mediante congelacion y descongelacion
repetida (3-4 veces) en metilbutano a -60 °C. A continuacion, las muestras se incubaron durante
1 h a temperatura ambiente en BSAc 3% (Aurion) para bloquear uniones inespecificas. Tras ello,
se incubaron con anticuerpo primario (raton anti-BCAS1, conejo anti-NG2 y conejo anti-Olig2,
Tabla 4) diluido en la solucién anterior durante 72 h a 4 °C. Una vez finalizado este proceso, las
secciones fueron lavadas abundantemente en PB 0,1 M e incubadas en BSAc 5%, gelatina de
pescado 1% (Aurion) en PB 0,1 M durante 1 h a temperatura ambiente. Acto seguido, se incubaron
con el anticuerpo secundario correspondiente (cabra anti-raton IgG y cabra anti-conejo IgG, 1:50,
conjugados a particulas de oro de 0,8 nm, Aurion; Tabla 5) durante 24 h a 4° C. Tras ello se
lavaron con PB 0,1 M, acetato sodico 2% y se llevo a cabo un proceso de intensificacion con plata
para aumentar el tamafio del grano de oro mediante un kit y siguiendo las instrucciones del
fabricante (Aurion R-Gent SE-LM). Posteriormente se realizaron lavados con acetato sodico 2%
y se incubaron las muestras durante 10 min con cloruro de oro 0,05% en agua para estabilizar los
complejos oro-plata formados. Después se sumergieron las secciones en tiosulfato sodico 0,3%
durante 20 min y se postfijaron con glutaraldehido 2% en PB 0,1 M durante 30 min. Por ultimo,
las muestras se lavaron en PB 0,1 M y se conservaron a 4 °C en azida sédica 0,05% en PB 0,1 M

hasta el momento de su inclusidn en resina.

3.5 Microscopia electronica de transmision

Las secciones derivadas del proceso de deteccion por inmuno-oro fueron incluidas en resina
epoxy para la obtencion de cortes ultrafinos y su posterior estudio mediante microscopia
electronica de transmision. Para ello, las secciones fueron contrastadas con tetradxido de osmio
1% en PB 0,1 M durante 30 min, lavadas con agua, deshidratadas parcialmente en soluciones de
concentracion creciente de etanol y contrastadas con acetato de uranilo 2% en etanol 70% durante
2 h 30 min. A continuacion, se completo el proceso de deshidratacion hasta etanol 100% y las
muestras se incubaron con 6xido de propileno como agente aclarante. En ese momento las

muestras fueron transferidas rapidamente a moldes de papel de aluminio que contenian resina
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epoxy Durcupan (Fluka). Una vez sumergidas en resina, las muestras se incubaron durante toda
la noche a temperatura ambiente en agitacion para permitir su infiltracion. Al dia siguiente, las
muestras se transfirieron a moldes creados con laminas de acetato y se incubaron 72 h a 70 °C
para la polimerizacion de la resina. Una vez fraguada esta resina, se obtuvieron secciones
ultrafinas (70-80 nm) mediante una cuchilla de diamante en un ultramicrotomo Leica Ultracut
UCT7. Las secciones se colocaron sobre rejillas de cobre recubiertas con Formvar y se contrastaron
con citrato de plomo (solucion de Reynolds). A continuacion, se analizaron mediante un
microscopio electronico de transmision FEI Tecnai G* Spirit equipado con una cdmara digital

Morada (Olympus).

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios usados.

Anticuerpo Eéisi}ifgiléeny Casa comercial Especificidad
A Santa Cruz Preoligodendrocitos y oligodendrocitos
BCAS-1 Raton, 1:200 (SC-136342) inmaduros mielinizantes
Conejo, Millipore . .
NG2 1:200 (AB5320) OPC y preoligodendrocitos
n Olic2 Conejo, Chemikon Oligodendrocitos (desde OPC hasta
::94 & 1:300 (AB9610) oligodendrocitos maduros)
<
E GFAP Raton, 1:200 MC?Ck' Filamentos intermedios en astrocitos
25 Millipore
PDGFRa 1:50 BD Biosciences OPC y preoligodendrocitos
MBP Rata, 1:100 Abcam Proteina asociada a la mielina
, Merck- . , . .
MAG Ratoén, 1:100 o Glicoproteina asociada a la mielina
Millipore

Tabla 5. Lista de anticuerpos secundarios usados.

Anticuerpo Especie y dilucion Casa comercial (referencia)  Marcaje
Anti-raton, [gG Cabra, 1:500 Invitrogen (A11001) Alexa 488
8 Anti-conejo, IgG Cabra, 1:500 Invitrogen (A21428) Alexa 555
% Anti-rata, [gG Cabra, 1:500 Invitrogen (A11006) Alexa 488
% Anti-raton, [gG Cabra, 1:500 Vector (BA-9200) Biotinilado
é Anti-raton, [gG Cabra, 1:50 Aurion (25120) Oro 0,8 nm
Anti-conejo, IgG Cabra, 1:50 Aurion (25100) Oro 0,8 nm
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3.5 Cuantificacion y analisis estadistico

Para la cuantificacion de la densidad celular del marcador BCASI se contabilizo, de forma
ciega, el niimero de células positivas para dicho marcador por unidad de superficie en cinco
niveles anteroposteriores por sujeto (n = 3 por grupo experimental). Las secciones analizadas
correspondian a distintas zonas de la sustancia blanca cortico-subcortical y se procesaron
mediante inmunohistoquimica con DAB. Los datos resultantes se expresaron como la media + el
error estandar de la media (SEM) y se realiz6 un analisis estadistico mediante GraphPad Prism
version 9.1.0 para Mac (GraphPad Software, www.graphpad.com). En primer lugar, se comprobd
la normalidad de la muestra usando la prueba de Kolgomorov-Smirnov. A continuacion, se utilizo
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para determinar si existian diferencias significativas
en el nimero de OL BCASI1'/mm’ 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 Estudio de la dinamica temporal de la poblacién celular BCAS1" en muestras adultas y

pediatricas de tejido cerebral humano

Con el fin de detectar posibles diferencias en la dindmica de maduracion del linaje
oligodendroglial en cerebros humanos en edad infantil (2 a 9 afios; n = 4) respecto a aquellos en
edad adulta (27 a 44 afios; n = 4), llevamos a cabo una deteccién por inmunofluorescencia de
marcadores moleculares caracteristicos de diferentes etapas madurativas de los OL. Para
identificar OPC en estadios tempranos de diferenciacion empleamos los marcadores NG2 y
PDGFR-a. Adicionalmente, empleamos el marcador GFAP, expresado por astrocitos, para poder
descartar precursores astrociticos (NG2/GFAP" y morfologicamente similares) en nuestro
estudio. Los dos grupos de edad analizados presentaban una distribucion dispersa pero ubicua
tanto de OPC (células NG2" y PDGFR-0.") como de astrocitos (células GFAP) en la sustancia
blanca (Fig. 6). No obstante, en ocasiones se observaron pequefias agrupaciones de OPC que
normalmente no superaban las cinco células. Aunque se encontraron células doblemente
marcadas (NG2"/PDGFR-a"), también encontramos células positivas tinicamente para alguno de
estos dos marcadores, sugiriendo que existe una transicion entre diferentes estadios de
maduracion. Estos resultados confirman que el cerebro humano mantiene una poblacion de OPC
inmaduros incluso en edades adultas y que la distribucion y organizacion de dichas células no

cambia de manera notable con la edad.

39 afios sustancia blanca 5 afos sustancia blanca

Figura 6. Deteccion por inmunofluorescencia de diversos marcadores gliales. A—C) Imagenes

de tejido cerebral de un donante de 5 afios. D-F) Imagenes de tejido cerebral de un donante de 39
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afios de edad. En ambos casos se observa una distribucion ubicua de células gliales de morfologia
estrellada que pueden ser distinguidas por la expresion del marcador astroglial GFAP, o bien por
la expresion de NG2 y/o PDGFR-a, dos marcadores de OPC. No se observan diferencias notables
en cuanto al patroén de distribucion de ambos tipos celulares entre la edad pediatrica y adulta.

Barras de escala: 10 pm.

A medida que las células oligodendrogliales avanzan en su proceso madurativo, estas dejan
de expresar NG2 y PDGFR-a paulatinamente, comenzando a expresar otros marcadores tipicos
de OL (14). Para detectar los estadios intermedios de maduracion oligodendroglial realizamos un
doble inmunomarcaje con Olig2, especifico del linaje oligodendroglial y presente en todas las
etapas madurativas, en combinacion con BCASI1, expresado por pre-oligodendrocitos y OL
premielinizantes. Los dos grupos de edad estudiados (infantil y adulto) mostraron una distribucion
celular homogénea en la sustancia blanca, sin cambios aparentes entre ambos grupos en cuanto a
la distribucion o la organizacion de células BCAS1". Mientras que las células doblemente
positivas BCAS17/0lig2" representan estadios madurativos mas precoces, concordante con las
numerosas prolongaciones ramificadas que presentaban, las células BCAS17/Olig2"
corresponderian a una fase mas madura, presentando una morfologia mas compacta en las

muestras analizadas (Fig. 7).
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39 afios sustancia blanca

Figura 7. Detecciéon por inmunofluorescencia de marcadores especificos del linaje
oligodendroglial en estadios de maduracion intermedios. A y B) Imagenes de tejido cerebral
de un donante de 5 afios de edad. C y D) Imagenes de tejido cerebral de un donante de 39 afios de
edad. En ambos casos, las células BCAS1" (verde) colocalizaron con el marcador del linaje

oligodendroglial Olig2 (rojo). Las flechas sefialan ejemplos de células BCAS17/0lig2". Dichas
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células presentaban una morfologia estrellada, a diferencia de las células BCAS17/Olig2", mas

maduras y con una morfologia mas compacta. Barras de escala: 25 pm.

Por ultimo, investigamos la presencia de marcadores de OL maduros en las muestras de
ambos grupos de edad. Para ello decidimos detectar MAG y MBP, proteinas asociadas a la mielina
y, por ende, marcadores indirectos de OL maduros con capacidad mielinizante. A pesar de haber
encontrado sefial fluorescente correspondiente a tractos de axones mielinicos en ambos grupos de
edad, la deteccion de los marcadores empleados no ofrecid una vision morfoestructural de la
mielina ni la asociacion de esta con los OL adyacentes (Fig. 8). Por esta razon, recurrimos a

técnicas de microscopia electronica en combinacion con deteccion inmunohistoquimica.

39 afios sustancia blanca 5 afios sustancia blanca

Figura 8. Deteccion por inmunofluorescencia de proteinas asociadas a la mielina,
caracteristicas de oligodendrocitos maduros. A—B Imagenes de tejido cerebral de un donante
de 5 afios. C-D) Imagenes de tejido cerebral de un donante de 39 afios de edad. En ambos casos
la expresion de MBP (verde, flechas) y MAG (rojo), se asocia a OL en estadios de maduracion
tardia. Resulta complicado relacionar el marcaje observado con las células adyacentes. Barras de

escala: 10 um.

4.2 Caracterizacion ultraestructural del linaje oligodendroglial y de la poblacién BCAS1"

Con el fin de analizar en mas detalle cambios asociados a la edad en la citoarquitectura,
composicion subcelular y los contactos establecidos con estructuras vecinas de las células del
linaje oligodendroglial, llevamos a cabo detecciones por inmuno-oro seguidas de analisis
mediante microscopia electronica de transmision. La deteccion por inmuno-oro es una técnica

similar a la inmunohistoquimica clasica, que emplea un anticuerpo secundario conjugado a
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particulas de oro de muy pequefio tamafo (0,8 nm) visibles en un microscopio optico de

transmision.

Siguiendo el planteamiento anterior, en primer lugar identificamos OPC mediante el
marcador NG2". Las OPC NG2" presentaban nucleo irregular y escasos procesos citoplasmaticos.
Pese a las evidentes diferencias morfologicas con los oligodendrocitos maduros, estas OPC
presentaban algunas caracteristicas subcelulares comunes del linaje oligodendroglial, como
cisternas de reticulo endoplasmico rugoso cortas y dilatadas (Fig. 9A-B) (121). En la proximidad
de las células NG2" encontramos también células negativas para este marcador, que sin embargo
estaban intimamente asociadas a axones mielinicos. Su morfologia compacta, citoplasma escaso
y oscuro (electrodenso), y su nticleo esférico con abundantes grumos de heterocromatina, sugieren

su pertenencia a estadios madurativos mas avanzados del linaje oligodendroglial (Fig. 9B-C).

NG2-Au

Figura 9. Deteccién por inmuno-oro de células progenitoras de oligodendrocitos NG2" en la
sustancia blanca humana de un donante de 6 afios de edad. A) Imagen de microscopia
electronica de transmision a baja magnificacion. Se puede observar una célula NG2" localizada
en la sustancia blanca rodeada de axones mielinicos cortados transversal y tangencialmente

(flechas). B) Detalle de la OPC anterior donde se observan agregados de oro-plata en el
27



citoplasma celular, correspondientes al marcaje para NG2 (flechas). C) Imagen a bajos aumentos
donde se observa un oligodendrocito maduro (OL) NG2™ en la esquina superior izquierda,
caracterizado por su citoplasma mas oscuro (electrodenso), nucleo esférico con abundante
heterocromatina y escaso citoplasma. En la parte central se observa un OPC NG2" (flechas,
derecha) y otra célula de mayor tamafio, NG2™ (a la izquierda). La presencia de cisternas de
reticulo endoplasmico cortas y dilatadas en esta ultima sugiere su pertenencia al linaje
oligodendroglial. D) Detalle del marcaje NG2 en el citoplasma de la OPC mostrada en el panel

anterior. Las flechas indican el marcaje con oro-plata. Barras de escala: 2 um.

Para identificar OPC en estadios intermedios de maduracion, detectamos la expresion del
marcador BCAS1. Hasta la fecha no se conoce con exactitud la localizacion subcelular de dicha
proteina en las OPC. En nuestro estudio observamos, de forma constante, que la localizacion de
la marca para BCAS]1 estaba mayoritariamente localizada en la membrana plasmatica, con escasa
presencia en otros espacios celulares como citoplasma o nucleo (Fig. 10A-C; Fig. 11). A nivel
ultraestructural, las células BCAS1 mostraban una asociacion mas evidente a axones mielinicos
que las células NG2', sugiriendo una fase de maduracion mas avanzada. Ademas, las células
BCASI", presentaban un tamafio ligeramente superior y mayor complejidad celular que estadios
madurativos mas tempranos, evidenciados por una mayor presencia de organulos y expansiones
citoplasmaticas mas abundantes e intrincadas. El nucleo celular, ademas, presentaba una
morfologia mas redondeada y con mayor presencia de heterocromatina que en las células NG2*
descritas anteriormente (Fig. 10D-E). De nuevo, no se observaron diferencias notables entre las
células BCAS1" presentes en el cerebro de donantes en edad pediatrica y adulta (Figs. 10y 11).
No obstante, en las muestras de edad adulta, debido a su mayor grado de mielinizacidn, eran méas
evidentes las diferencias entre oligodendrocitos premielinizantes (BCAS1") y oligodendrocitos
maduros (BCAS1) (Fig. 11A-C). Curiosamente, en muestras adultas encontramos
ocasionalmente células BCAS1™ con una morfologia méas compacta de lo habitual, nucleo
redondeado y un patrén de cromatina intermedio entre estadios inmaduros y maduros, pudiendo
representar estas células las Gltimas etapas de maduracion antes de convertirse en OL maduros
(Fig. 11D). No obstante, en general concluimos que la ultraestructura y organizacion celular de
los OPC en estadios intermedios de maduracion era semejante entre los grupos de edad infantil y
adulto estudiados y que la expresion de la proteina BCAS1 aparece predominantemente localizada

en la membrana citoplasmatica.
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BCAS1-Au

Figura 10. Detecciéon por inmuno-oro de oligodendrocitos premielinizantes BCAS1" en la
sustancia blanca humana de un donante de 6 afios de edad. A) Imagen panoramica en la que
se muestra una célula de microglia (Mi), en la parte superior izquierda, reconocible por su
citoplasma oscuro, contorno irregular y granulos de heterocromatina en el nucleo, siendo negativa
para el marcador BCAS1; en la parte inferior se observa un oligodendrocito inmaduro BCAS1".
B y C) Detalle del marcaje BCASI1 (flechas) asociado a la membrana plasmatica. Dicho marcador
se expresa en estadios de maduracion intermedios en el linaje oligodendroglial, donde ya puede
observarse cierta asociacion a la mielina de axones adyacentes. D y E) Ejemplo de otro
oligodendrocito premielinizante BCAS1" (flechas). Estas células presentan mayor variedad y
abundancia de organulos que estadios de maduracion anteriores, siendo caracteristicas las
cisternas de reticulo endoplasmico rugoso cortas y dilatadas, al igual que en el resto de células

del linaje oligodendroglial. Barras de escala: 2 pm.
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BCAS1-Au

Figura 11. Deteccion por inmuno-oro de oligodendrocitos premielinizantes BCAS1" en la
sustancia blanca humana de un donante de 39 aiios de edad. A) Imagen panoramica en la que
se muestra una célula BCAS1" (OL) y un oligodendrocito maduro (OLm), con citoplasma mas
electrodenso e intimamente asociado a axones mielinicos. B) Detalle de las células mostradas en
el panel anterior. C) Ejemplo de oligodendrocito premielinizante con marca para BCAS]1 incluso
alrededor de la vaina de mielina que recubre a los axones adyacentes. D) Oligodendrocito
BCAS1" con morfologia compacta e intima asociacion a axones mielinicos. Las flechas indican

marca para BCAS]1 en todos los casos. Barras de escala: 2 pm.

Durante su proceso madurativo, el cuerpo celular de los OL premielinizantes se torna
paulatinamente mas compacto y su citoplasma mas electrodenso; aumentan el reticulo
endoplasmico rugoso con cisternas mas cortas y dilatadas, el complejo de Golgi, las mitocondrias
y microtibulos a medida que adquieren mayor capacidad metabolica (121). Para caracterizar
ultraestructuralmente este estadio terminal de maduracion recurrimos a la deteccion de la
expresion del factor de transcripcion Olig2 cuya expresion es exclusiva del linaje
oligodendroglial. Basandonos en la identificacion de todas las células Olig2", es decir, de OL en
distintas etapas del proceso madurativo, analizamos las posibles diferencias asociadas a la edad

junto con los cambios ultraestructurales descritos y caracteristicos de cada fase madurativa. Para
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ello, comparamos las muestras de nuestro grupo de edad pediatrica con el de edad adulta. En
ambos casos observamos que la mayor parte de células marcadas con Olig2, de localizacion
nuclear, correspondian a células con las caracteristicas ultrastructurales de oligodendrocitos
maduros anteriormente sefialadas. De forma concordante con lo observado en etapas madurativas
mas tempranas, tampoco se observaron en este caso diferencias relevantes entre las muestras de

donantes en edad infantil y adulta (Figs. 12 y 13).

Figura 12. Deteccion por inmuno-oro de Olig2 en células del linaje oligodendroglial en la

sustancia blanca humana de un donante en edad pediatrica de 9 afios. A) Imagenes de baja
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magnificacion en las que se observa la apariencia tipica de la sustancia blanca cerebral, con
abundantes axones mielinicos (flechas) en diversas orientaciones y un oligodendrocito maduro
(OL) en la parte central de la imagen. B) Detalle del oligodendrocito anterior mostrando el patrén
nuclear de punteado fino correspondiente a la expresion del factor de transcripcion Olig2
(flechas). C—F) Imagenes representativas de células Olig2" (marcaje sefialado con flechas blancas)
con axones mielinicos (flechas negras) asociados a sus procesos citoplasmaticos. Barras de

calibracion: A, 10 um; resto de imagenes, 2 pm.

Figura 13. Deteccion por inmuno-oro de Olig2 en células del linaje oligodendroglial en la

sustancia blanca humana de un donante de 44 afios de edad. A) Imagen panoramica en la que
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se observan axones mielinicos de distintos diametros (flechas), un vaso sanguineo (VS) y
multiples células del linaje oligodendroglial (OL) Olig2". B-D) Imagenes a mayor magnificacion
en las que se muestra la inmunorreactividad para el marcador nuclear Olig2 (flechas), expresado
en preoligodendrocitos, con mayor area citoplasmatica que los oligodendrocitos maduros
mostrados en E y F. E y F) Oligodendrocitos en etapas terminales de maduracion con citoplasma
mas compacto y electrodenso, y una asociacion mas intima a los axones mielinicos adyacentes.

Barras de escala: A, 10 um; resto de imagenes, 2 um.

4.3 Cuantificacion de la densidad celular de la poblacion BCAS1" en tejido cerebral

pediatrico y adulto sano y presencia de células BCAS1* en muestras de esclerosis multiple

Con el fin de detectar posibles diferencias en la densidad celular de células BCAS1"
asociadas a la edad, cuantificamos el niimero de células BCAS1"/mm? en muestras de donantes
en edad pediatrica y adulta (n = 3 por grupo de edad). Para ello, llevamos a cabo una deteccion
inmunohistoquimica mediante DAB y posterior cuantificacion de las células BCAS1" en la
sustancia blanca. En el grupo de edad pediatrica se contabilizaron 341+ 65,89 células
BCAS1"/mm?* (media + SEM), mientras que en el de edad adulta se cuantificaron 377,6 + 13,4
células BCAS1*"/mm?. El analisis estadistico reveld que no existen diferencias significativas en la
densidad celular de la poblacion BCAS1" entre ambos grupos de edad (test de Mann-Whitney, p-
valor = 0,7). Estos resultados sugieren que, de acuerdo con lo observado mediante
inmunofluorescencia y microscopia electronica, no existen diferencias notables en la dindmica de
maduracion del linaje oligodendroglial entre la edad infantil y adulta en la sustancia blanca del

cerebro humano (Fig. 14A-C).

Por ultimo, nos preguntamos si la poblacion de células BCAS1" podria estar, de algiin modo,
alterada en pacientes de EM. Si bien tan solo tuvimos acceso a una muestra de una donante
afectada por esta patologia, a nivel descriptivo no observamos grandes diferencias en cuanto a la
morfologia de las células BCAS1" en la muestra de EM respecto a la de donantes que no padecian
EM. Sin embargo, y de forma interesante, si que se percibid (a nivel cualitativo) una menor
densidad de células BCAS1" en la muestra de EM (Fig. 14C) al compararla con las de donantes
control en edad pediatrica (Fig. 14A) y adulta (Fig. 14B).
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Figura 14. Detecciéon inmunohistoquimica de BCAS1 en la sustancia blanca de donantes
pediatricos, adultos y en una paciente de esclerosis multiple. A) Imagen representativa de la
distribucion de células BCAS1" en la sustancia blanca cerebral de un nifio de 9 afios. B) Células
BCASI1" en la sustancia blanca cerebral de un donante adulto de 27 afios. C) Cuantificacion de la
densidad de células BCAS1" en donantes en edad pediatrica y adulta (p = 0.7, U de Mann-
Whitney; n = 3 por grupo de edad). D) Sustancia blanca de una paciente de esclerosis multiple de

59 afios de edad. Barras de escala: 100 um.
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5. Discusion

5.1 Dinamica de la maduracion del linaje olidogendroglial en el cerebro humano

El sistema nervioso es uno de los tejidos con menor capacidad de reparacion del cuerpo
humano, probablemente debido a su alto grado de especializacion. No obstante, desde el
descubrimiento relativamente reciente de la existencia de células madre neurales en el cerebro
adulto de muchos mamiferos, se han depositado grandes esperanzas en la reversion de patologias
neurodegenerativas (122). En el caso concreto de las patologias desmielinizantes y, en especial,
de la EM, se han identificado dos fuentes potenciales de OL con capacidad de reparar la mielina
tras una lesion. La primera de ellas comprende las OPC generadas durante el desarrollo fetal y
persistentes en el cerebro adulto, que suponen un 5% del total de las células del cerebro humano
(18). La segunda fuente de OPC deriva de las células madre neurales presentes en los nichos
neurogénicos, especialmente en la ZV-SV (71). Publicaciones recientes destacan el potencial

migratorio y la capacidad remielinizante de estas células (7,27).

Este trabajo pretende aportar mayor evidencia a la bibliografia ya existente respecto a la
generacion de OPC a partir de células NG2" y su potencial desarrollo hacia células del linaje
oligodendroglial, no solo en la ZV-SV sino en el resto de sustancia blanca cerebral e
independientemente de la edad del individuo (8,123). Aunque nuestro planteamiento ya habia
sido explorado en la sustancia blanca de cerebro adulto, hasta donde sabemos no existen trabajos
que hayan evaluado la presencia de OPC y OL en estadios madurativos intermedios (BCAS1") en

tejido cerebral humano que incluyan individuos pediatricos en su investigacion.

Hemos observado, mediante deteccion por inmunofluorescencia, que la expresion de
marcadores moleculares caracteristicos de las distintas fases madurativas del linaje
oligodendroglial es similar en edades pediatricas y adultas. Mediante microscopia electronica de
transmision y marcaje con inmuno-oro observamos la citoarquitectura, los cambios a nivel
subcelular y la localizacion de los distintos marcadores empleados. Se incluyd el marcador de
OPC tempranos NG2, el marcador de OPC en estadios intermedios de maduracion BCASI, y se
estudiaron células con morfologia de OL maduros Olig2". Dicha evaluacién tampoco reveld
diferencias considerables entre las muestras de donantes en edad pediatrica y adulta analizadas.
Por ello, hipotetizamos que existe un reservorio de OPC en el cerebro humano que persiste desde
la edad infantil hasta la edad adulta, y que la maduracion de esas OPC hacia OL maduros podria
suponer una forma de mantener cierta capacidad de remodelacion de la mielina, tanto en

situaciones fisiologicas como ante lesiones desmielinizantes. Esta idea ha sido apoyada por otros
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estudios anteriores (9,14,19,20), si bien serian necesarias nuevas evidencias que ayuden a explicar

los factores que intervienen en la activacion de dicho proceso.

5.2 Poblacion BCAS1" en el cerebro humano en edad infantil y adulta

Con el fin de objetivar los resultados descriptivos obtenidos mediante inmunofluorescencia
y microscopia electronica tras deteccion por inmuno-oro, llevamos a cabo una cuantificacion de
la densidad celular de la poblacion BCAS1", correspondiente a OL en etapas intermedias de
maduracion. Se compararon muestras de donantes en edad pediatrica y en edad adulta sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. Puesto que ha sido
descrito un recambio anual de OL de aproximadamente 1/300 células (9), el mantenimiento de
una poblacion de OPC constante entre la edad infantil y adulta requeriria un aporte de nuevas
células que compensen la desaparicion de OPC por diferenciacion a OL maduros. Una posible
explicacion seria el aporte de nuevas OPC a partir de células madre neurales situadas en la ZV-
SV. A pesar de que se tiene constancia de la capacidad oligodendrogénica de la ZV-SV,
especialmente en su parte dorsal (84), no existe informacion sobre el impacto que dicho aporte
pueda tener sobre el mantenimiento de la poblacién de OPC en todo el cerebro. Tradicionalmente
se ha considerado que las OPC generadas en la ZV-SV migrarian hacia el cuerpo calloso y al
estriado, regiones cercanas al dicho nicho (70,71). Sin embargo, no es descartable que la
capacidad migratoria de las OPC permita que estas células alcancen otras regiones cercbrales mas

alejadas.

Nuestro anélisis cuantitativo sobre la poblacion BCAS1" incluyé tnicamente muestras de
tres donantes por grupo de edad. Mientras que la variabilidad interindividual en la densidad de
células BCAS1" en muestras de cerebro adulto era relativamente pequefia, en los individuos en
edad pediatrica dicha variabilidad fue considerable. Posiblemente esta discrepancia se deba a que
se analizaron muestras de niflos entre 2 y 9 afios, una etapa en la que el cerebro humano sufre
grandes transformaciones. Es plausible que, de haber incluido un mayor nimero de muestras en
el estudio con estratos de edad mas homogéneos y acotados, se hubieran objetivado diferencias
en la densidad de células BCAS1" relacionadas con la edad. Es, por tanto, conveniente realizar
estudios de mayor envergadura que analicen este aspecto. Por otra parte, el proceso de
mielinizacion no es sincrono en todo el cerebro, ya que los estimulos recibidos y el
neurodesarrollo difieren en las diferentes regiones cerebrales (14). Debido a ello, no puede
descartarse que existan diferencias regionales en cuanto a la densidad de células BCAS1 e incluso
que diferentes regiones conserven esta poblacion celular de forma diferencial en la edad adulta.
Finalmente, aunque nuestro grupo de donantes adultos no excluia edades extremas, solo se

incluyeron edades adultas intermedias. La inclusion en el estudio de ancianos y la presencia de
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células BCAS1" en edades avanzadas sustentaria con mayor firmeza el mantenimiento de OPC

con capacidad mielinizante a lo largo de toda la vida.

A pesar de que la funcion de BCAS1 en el SNC es desconocida, se ha descrito que ratones
transgénicos knock out para BCAS1 (BCAS17") muestran hipomielinizacion y niveles de ansiedad
y anomalias conductuales similares a los de modelos de esquizofrenia en ratones (124). Por lo
tanto, la persistencia de una poblacion de OL premielinizantes BCAS1" a lo largo de la vida es
relevante desde el punto de vista de la remodelacion de la mielina e incluso en la conservacion de
la capacidad de aprendizaje tras la infancia (51), pero también para una potencial recuperacion
funcional tras lesiones que cursen con desmielinizacion (87). Pese a la imposibilidad de
cuantificar células BCAS1" en pacientes con esclerosis multiple en nuestro estudio debido a
disponer inicamente de una muestra con esta patologia, la observacion de células BCAS1" en una
paciente con varios afios de curso de enfermedad arroja esperanzas sobre posibles tratamientos

que exploten la capacidad mielinizante de estas células.

Clasicamente, el tratamiento de la EM se ha basado en la inmunosupresion y/o
inmunomodulacion con el fin de controlar la respuesta inflamatoria (125-128). Es importante
destacar que la mielina también se regenera en pacientes con EM durante las etapas tempranas de
recaida/remision, pero a medida que la enfermedad progresa, la remielinizacion de los axones se
vuelve insuficiente y la reparacion falla, posiblemente debido al deficiente reclutamiento y
diferenciacion de OPC en adultos (129). La estimulacion de estos procesos ha sido reconocida
recientemente como un importante desafio terapéutico para las enfermedades desmieclinizantes
(130). Es por ello por lo que las técnicas de medicina regenerativa basadas en OPC enddgenas, y
especialmente aquellas con potencial mielinizante como las células BCAS1", podrian suponer una

estrategia prometedora para estimular la formacion de OL maduros y reparar la mielina dafada.

5.3 Limitaciones del estudio

Reconocemos la existencia de limitaciones en nuestro estudio que podrian afectar a los
resultados y conclusiones obtenidos. El principal problema que encontramos fue la disponibilidad
limitada de muestras de tejido cerebral humano, especialmente en el caso de donantes en edad
infantil. Asimismo, el hecho de utilizar material humano repercute en la integridad y preservacion
del tejido, al no poder utilizarse técnicas optimas de fijacion. En el caso particular de las muestras
de pacientes de EM, este hecho ha imposibilitado que contemos con un grupo de muestras
suficientemente numeroso como para poder llevar a cabo cuantificaciones y analisis estadisticos
fiables. Por otra parte, la muestra que obtuvimos procede de una donacion postmortem a un banco

de tejidos, por lo que la preservacion del material biologico es especialmente delicada.
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En segundo lugar, a pesar de que las muestras de donantes en edad adulta presentaron poca
variabilidad interindividual en la densidad de células BCASI", en el caso de las muestras de
donantes en edad pediatrica, esta variabilidad fue mas acusada, posiblemente repercutiendo en el
analisis estadistico llevado a cabo. Una posible explicacion, mencionada en el apartado anterior,
seria el rango de edades de las muestras analizadas, el cual incluia muestras de donantes de 2 a 9
afios de edad, siendo la infancia una etapa con grandes cambios en el desarrollo neurolégico. Con
todo, si que se observa una mayor tendencia a una mayor densidad celular en cerebros adultos.
Asi pues, planteamos que estudios posteriores deberian realizar una estratificacion mas

exhaustiva.

Por ultimo, las muestras empleadas en nuestro estudio proceden de resecciones realizadas a
pacientes con epilepsia refractaria, en la mayoria de casos debida a una displasia cortical focal,
una patologia relacionada con trastornos de la migracion neuronal en la corteza cerebral durante
el desarrollo (131). A pesar de que en el estudio se emplearon regiones adyacentes lo méas alejadas
posible del fondo de surco (normalmente coincidente con el foco epiléptico) y con resultados de
imagen (RMN, PET y RM-DTI) normales, ha de tenerse en cuenta que las muestras analizadas
proceden de donantes con una patologia neuroldgica. No obstante, estudios anteriores han

utilizado muestras del mismo tipo (132).

5.4 Conclusiones

Hasta la fecha solo existen unos pocos estudios que hayan analizado la poblacion celular
BCAS1" en el cerebro humano (87,89). Hasta donde sabemos, ninguno de los anteriores estudios
habia estudiado muestras de donantes en edad pediatrica. Basandonos en la expresion de diversos
marcadores moleculares especificos del linaje oligodendroglial y caracteristicos de los distintos
estadios celulares madurativos, nuestros resultados sugieren que no existen diferencias relevantes
en el proceso madurativo de los OPC entre el cerebro humano en edad infantil y adulta. Asimismo,
confirmamos que el marcador BCASI1, expresado por oligodendrocitos inmaduros
premielinizantes, se localiza en la membrana plasmatica y que la poblacion celular que lo expresa

mantiene su densidad celular entre la edad infantil y adulta.
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