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La neurogénesis se define como la generación de nuevas neuronas funcionales a partir de las 

células madre neurales (NSCs). Éstas tienen, teóricamente, la capacidad de generar todos los 

tipos de células gliales y neuronales del sistema nervioso y de autorrenovarse en un número 

indefinido de veces sin perder su fenotipo y capacidad de diferenciarse (Gage, 2000, 

Weissman et al., 2001). Al final del desarrollo embrionario la mayoría de las neuronas del 

Sistema Nervioso Central (SNC) están formadas. No obstante el proceso de neurogénesis 

continúa tanto en la etapa posnatal como adulta.  

Numerosos grupos de investigación han tratado de identificar cuál es el comportamiento de 

las NSCs a lo largo de su progresión de linaje para dar lugar a las distintas poblaciones 

neurales así como elucidar cuáles son los mecanismos moleculares que controlan el proceso 

de la neurogénesis. Sin embargo, aún existen numerosos interrogantes por resolver. Entre 

ellos destacan: i) ¿Hasta qué punto las NSCs son dependientes de programas intrínsecos y/o 

de las señales provenientes de su nicho neurogénico a la hora de generar sus 

correspondientes linajes neurales? ii) ¿es una NSC capaz de dar lugar a los tres linajes 

neurales (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas)? o ¿por el contrario presenta 

restricciones en la elección de su destino celular? iii) ¿Cuáles son las vías de señalización  

implicadas en la regulación del proceso de neurogénesis? En el presente trabajo 

pretendemos dar respuesta a algunas de estas cuestiones y analizar la implicación de la 

señalización mediada por nucleótidos en el comportamiento de las NSCs de dos nichos 

neurogénicos: el cerebelo posnatal y la zona subependimaria (SEZ) adulta.  

Para ello, hemos puesto a punto un protocolo de cultivo de los progenitores posnatales de 

cerebelo aislados de dos estadios posnatales, P0 y P5, basado en nuestra experiencia previa 

en el cultivo de progenitores de la zona SEZ adulta murina, a muy baja densidad celular y en 

ausencia de factores tróficos (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a). Este modelo, en 

combinación con la videomicroscopía de time lapse, ha permitido la monitorización del 

comportamiento de las NSCs, a nivel de célula única y de manera ininterrumpida, 

permitiéndonos la caracterización de sus árboles de linaje asociados y, por tanto, de su 

comportamiento en ausencia de las señales del nicho. La identificación de los fenotipos 

celulares se realizó mediante tinciones inmunocitoquímicas tras finalizar los experimentos, 

utilizando los siguiente marcadores: β-III tubulina (neuronas), GFAP (astroglia) y GFAP/SOX2 

(NSCs). De esta manera hemos demostrado que los progenitores neurales cerebelosos 

mantienen su naturaleza neurogénica en ausencia de factores tróficos procedentes de su 

nicho neurogénico. Los progenitores cerebelosos dividen predominantemente de forma 

simétrica generando neuronas glutamatérgicas e interneuronas GABAérgicas funcionales en 

proporciones similares a las reportadas in vivo (Lackey et al., 2018, White and Sillitoe, 2013). 

Así mismo, hemos comprobado que las NSCs aisladas del cerebelo posnatal también son 

capaces de autorrenovarse mediante divisiones asimétricas. No obstante, a medida que se 

avanza en el desarrollo cerebelar, hemos observado que las NSCs pierden la capacidad de 

autorrenovación y tienden a adquirir un comportamiento más quiescente. Estos resultados 

indican que los progenitores neurales cerebelares tempranos podrían desarrollar una parte 
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considerable de su progresión de linaje de forma autónoma, en ausencia de las señales 

presentes en su correspondiente nicho, de manera análoga a lo descrito previamente en 

otros nichos neurogénicos como la corteza en desarrollo (Shen et al., 2006, Temple, 1989) o 

la SEZ adulta (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a).  

El modelo de cultivo desarrollado en este trabajo constituye, precisamente por su 

aislamiento del nicho, una herramienta útil para monitorizar cómo afectan al 

comportamiento de las NSCs, de manera individual, las diversas señales extrínsecas 

presentes en su entorno celular. En este sentido, los nichos neurogénicos además de ser 

regiones de formación de nuevas neuronas, reciben proyecciones neuronales de regiones 

adyacentes y lejanas por lo que la modulación de la neurogénesis a través de 

neurotransmisores y, en concreto, a través de la señalización purinérgica fue una de las 

líneas de investigación que se han abordado a lo largo de este trabajo. Nosotros hemos 

analizado el efecto de un inhibidor del transportador vesicular de nucleótidos VNUT, 

clodronato, sobre el comportamiento y linaje de los progenitores cerebelosos. Hemos 

demostrado que la modulación del transportador VNUT, resulta en un descenso del número 

de NSCs acompañado de un aumento en el número de árboles del linaje simétricos 

suprimiendo el proceso de autorrenovación. Los resultados obtenidos sugieren que VNUT 

podría regular el balance entre quiescencia y activación de las células madre, si bien la 

ventana de actuación parece estar restringida al estadio P0 posnatal. 

En la segunda parte del presente trabajo hemos analizado la implicación de la señalización 

purinérgica en el proceso de neurogénesis en la SEZ adulta, concretamente hemos 

confirmado que el receptor P2Y13 específico para ADP regula el comportamiento de las NSCs 

en cultivo. Hemos demostrado que el receptor P2Y13 se expresa en la población de NSCs 

aisladas de la SEZ y, mayoritariamente, en las NSCs en estado primed. La activación del 

receptor P2Y13 induce la entrada en ciclo celular de las NSCs y su progresión en el linaje, 

produciendo un aumento del número de clones complejos simétricos de cuatro y cinco 

rondas de división. Por el contrario, la presencia del antagonista del receptor P2Y13, 

MRS2211, promueve que las NSCs permanezcan en estado quiescente. Además, la 

señalización mediada por el receptor P2Y13 no sólo resulta en la activación de las NSCs sino 

que también reduce su capacidad de autorrenovación. Asimismo, hemos comprobado que la 

sobreexpresión del receptor in vivo induce la activación y la diferenciación de las NSCs de la 

región ventral de la SEZ murina. En conjunto, el P2Y13 se postula como un potencial 

biomarcador de las pNSCs que podría regular su transición entre el estado quiescente y la 

diferenciación neuronal.  

Los resultados aportados en este trabajo confirman el papel que juega la señalización 

mediada por nucleótidos en la neurogénesis posnatal del cerebelo y en la neurogénesis 

adulta en la zona subependimaria, sugiriendo dos posibles dianas farmacológicas el 

transportador VNUT y el receptor metabotrópico P2Y13.  
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Neurogenesis is defined as the generation of new functional neurons from neural stem cells 

(NSCs). These cells have the theorical capacity to generate all glial and neuronal cell types of 

the nervous system and to self-renew an indefinite number of times without losing their 

phenotype and ability to differentiate (Gage, 2000, Weissman et al., 2001). By the end of 

embryonic development most of the neurons of the Central Nervous System (CNS) are 

formed. However, the process of neurogenesis continues in both the posnatal and adult 

stages. 

Several studies have tried to identify the behavior of NSCs along their lineage progression to 

give rise to the different neural populations as well as to elucidate the molecular 

mechanisms that govern the process of neurogenesis. However, still many questions remain 

to be answered. Highlighted among them are: i) To what extent are NSCs dependent on 

intrinsic programs and/or signals from their neurogenic niche when generating their 

corresponding neural lineages? ii) Is an NSC capable of giving rise to the three neural 

lineages (astrocytes, oligodendrocytes and neurons) or, conversely, does it exhibit 

restrictions in the choice of its cell fate? iii) What are the signaling pathways involved in the 

regulation of the process of neurogenesis?  In the present work we aim to answer some of 

these questions analysing the involvement of nucleotide-mediated signaling in the behavior 

of NSCs from two neurogenic niches: the posnatal cerebellum and the adult subependymal 

zone (SEZ).  

To this end, we have developed a protocol for culturing posnatal cerebellar progenitors 

isolated from two posnatal stages, P0 and P5, based on our previous experience in culturing 

murine adult SEZ progenitors at low cell density and in the absence of trophic factors (Costa 

et al., 2011, Ortega et al., 2011a). This model, in combination with time-lapse 

videomicroscopy, allowed us to continously monitor the behavior of NSCs, at a single cell 

level, enabling us to characterize their associated lineage trees and, therefore, their behavior 

in the absence of niche signals. The identification of cell phenotypes was performed by post-

imaging immunocytochemical assays, using the following markers: β-III tubulin (neurons), 

GFAP (astroglia) and GFAP/SOX2 (NSCs). Thus, we have demonstrated that cerebellar neural 

progenitors maintain their neurogenic nature in the absence of trophic factors from their 

neurogenic niche. Cerebellar progenitors divide predominantly symmetrically generating 

glutamatergic neurons and functional GABAergic interneurons in similar proportions to 

those reported in vivo (Lackey et al., 2018, White and Sillitoe, 2013). Likewise, we have 

found that NSCs isolated from the posnatal cerebellum are also capable of self-renewal 

through asymmetric divisions. However, as cerebellar development proceeds, we observed 

that NSCs tends to lose the self-renewal capacity and acquiring a more quiescent behaviour. 

These facts are consistent with a considerable part of the lineage progression of cerebellar 

NSCs and progenitors being reproducible in the absence of their niche, as previously 

demonstrated for other neurogenic niches such as the developing cortex (Shen et al., 2006, 

Temple, 1989) or the adult SEZ (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a). 
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The culture model developed in this work constitutes, precisely because of its isolation of 

the niche, a useful tool to monitor how the behavior NSCs is affected by each extrinsic 

signals present in their cellular environment, individually. In this sense, neurogenic niches, 

besides being regions of generation of new neurons, are also exposed to neuronal 

projections from adjacent and distant regions. Thus, the modulation of neurogenesis 

through neurotransmitters and, in particular, through purinergic signalling, was the main line 

of research addressed throughout this work. We analysed the effect of an inhibitor of the 

vesicular nucleotide transporter VNUT, clodronate, on the behavior and lineage of cerebellar 

progenitors. We have shown that modulation of the VNUT transporter results in a decrease 

in the number of NSCs accompanied by an increase in the number of symmetric lineage 

trees. VNUT inhibition also led to a reduction in the process of self-renewal. The results 

obtained suggest that VNUT could regulate the balance between quiescence and activation 

of stem cells, although the window of action seems to be restricted to the posnatal P0 stage. 

In the second part of the present work we have analysed the involvement of purinergic 

signalling in the modulation of neurogenesis in the adult SEZ. Specifically, we have confirmed 

that the ADP-specific P2Y13 receptor regulates the behaviour of NSCs in vitro. We have 

shown that the P2Y13 receptor is expressed in the population of NSCs isolated from the SEZ, 

being particularly enriched in primed NSCs (pNSCs). Activation of the P2Y13 receptor induces 

cell cycle entry of NSCs and their lineage progression, leading to an increase in the number 

of symmetric complex clones of four and five division rounds. In contrast, the presence of 

the P2Y13 receptor antagonist, MRS2211, promotes NSCs to remain quiescent. Moreover, 

P2Y13 receptor-mediated signalling not only results in the activation of NSCs but also reduces 

their self-renewal capacity. Furthermore, we found that overexpression of the receptor in 

vivo induces activation and differentiation of NSCs in the ventral region of the murine SEZ. 

Taken together, P2Y13 is postulated as a potential biomarker of pNSCs that could regulate 

their transition between quiescent and neuronal differentiation. 

The results provided in this work confirm the role of nucleotide-mediated signalling in 

posnatal neurogenesis in both the cerebellum and in the adult SEZ, suggesting two possible 

pharmacological targets, the VNUT transporter and the metabotropic receptor P2Y13. 
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4.1 La neurogénesis 

La neurogénesis es el proceso por el cual se generan neuronas funcionales a partir de 

progenitores neurales denominados células madre neurales (NSCs). Se define teóricamente 

a una NSC como la célula que tiene la capacidad de generar todos los linajes celulares 

neurales (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas) y puede autorrenovarse en un número 

indefinido de veces sin perder su fenotipo y su capacidad para diferenciarse (Gage, 2000, 

Weissman et al., 2001). Sin embargo, los linajes generados no tienen por qué producirse de 

forma directa a partir de las NSCs, sino que pueden originarse a partir de una o múltiples 

etapas de amplificación de los distintos precursores intermedios.  

Las corrientes iniciales de pensamiento propusieron que las neuronas y las células gliales 

provenían de dos tipos de precursores distintos que se bifurcaban durante el desarrollo 

embrionario. De hecho, Rudolf Virchow sugería que las células gliales tenían un origen 

mesenquimal (His, 1889). Sin embargo, Wilhelm His concluyó que ambos tipos celulares 

provenían de dos tipos de poblaciones de progenitores, rechazando la teoría del origen 

mesenquimal de las células gliales (Rakic, 2003). Como consecuencia de estos estudios, se 

llegó a la conclusión que las células gliales se originaban a partir de lo que hoy conocemos 

como Glia Radial (RG), mientras que las neuronas derivaban de un tipo de progenitores 

especializados denominados neuroblastos (His, 1889, Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). 

Sin embargo, gracias a posteriores investigaciones, se pudo demostrar que durante el 

desarrollo embrionario se genera una población principal de progenitores neurales, 

responsable de la formación de todos los tejidos neurales y capaces de generar neuronas, 

astrocitos y oligodendrocitos. Este progenitor neural se denomina RG (Cameron and Rakic, 

1991, Sidman and Rakic, 1973). 

4.1.1 La glía radial y la neurogénesis temprana: origen y características principales 

Durante el desarrollo embrionario, las células madre totipotentes de la masa celular interna 

del blastocisto forman el embrión, así como el trofoblasto, la lámina externa de células que 

formarán la placenta. Las células madre embrionarias son pluripotentes y son las 

responsables de la formación de las tres capas germinales del embrión: endodermo, 

mesodermo y ectodermo. Durante el proceso de neurulación, se producen una serie de 

invaginaciones en el ectodermo que forman el tubo neural donde residen los progenitores 

que originarán las NSCs. Dichos progenitores son células neuroepiteliales, que dividen 

simétricamente dando lugar a nuevas células neuroepiteliales en estado indiferenciado, 

incrementando así el reservorio de progenitores (Rakic, 1995). Basalmente, las células 

neuroepiteliales se unen a la superficie pial, mientras que apicalmente contactan con el 

lumen del tubo neural.  

Hacia el día 9 de desarrollo embrionario (E9) en el ratón, las células neuroepiteliales sufren 

una serie de cambios que les llevan a transformarse en la RG. Estos cambios consisten en 

una disminución de las características epiteliales junto con un aumento de la longitud radial 
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y la expresión de marcadores astrogliales como el transportador de aspartato/glutamato 

(GLAST), la proteína de unión a lípidos cerebrales (BLBP) y la proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP) (Campbell and Gotz, 2002). Además, estas células adquieren filamentos intermedios 

y microtúbulos dentro de la fibra radial (Bruckner and Biesold, 1981, Choi and Lapham, 1978, 

Gadisseux and Evrard, 1985). Para que esta transformación de célula neuroepitelial a RG 

tenga lugar, es necesaria la expresión del factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10) 

así como del factor de trascripción Hes miembro de la familia bHLH (Gotz and Huttner, 

2005). 

Los cuerpos celulares de la resultante RG se disponen en la región que rodea los ventrículos 

laterales denominada zona ventricular (1970). En la parte apical de su membrana emana un 

cilio primario que constituye un orgánulo clave para el mantenimiento de la polaridad apico-

basal.  

4.1.2 Destino celular  

Durante el desarrollo embrionario, la RG experimenta predominantemente divisiones 

asimétricas dando lugar a una copia de sí misma (autorrenovación) y a una célula hija que 

puede ser tanto una neurona como un progenitor intermedio (IPC) (Noctor et al., 2004). 

Estos IPCs a diferencia de la RG, experimentan mayoritariamente divisiones simétricas a 

través de las cuales generan dos neuronas o dos IPCs (Figura 1) (Haubensak et al., 2004, 

Miyata et al., 2004, Noctor et al., 2007). La determinación del destino celular ha sido 

asociada a los cambios en la duración del ciclo celular de la RG. En concreto, las divisiones 

neurogénicas están relacionadas con el aumento de la duración de la fase G1, mientras que 

la RG experimenta divisiones proliferativas, generando IPCs, cuando aumenta la duración de 

la fase S (Arai et al., 2011, Dehay and Kennedy, 2007). 

Asimismo, el proceso de neurogénesis está también regulado por la formación de 

microentornos. Estos microentornos se caracterizan por la formación de diversos gradientes 

de señalización que inducen la expresión de distintos factores de transcripción, modulando 

el destino celular. Entre las vías de señalización principales se incluyen la vía de Wnt y la vía 

de Notch (Dorsky et al., 1997, Gaiano and Fishell, 2002, Silva et al., 2003, Zhang et al., 2008). 

Por un lado, la vía de Wnt potencia las divisiones asimétricas de la RG y favorece la 

formación de progenitores intermedios y diferenciación neuronal a través del aumento de la 

expresión de N-myc. Por otro lado, la vía de Notch mantiene la capacidad proliferativa, 

induciendo la expresión de los genes Hes1 y Hes5 los cuales bloquean la diferenciación 

celular mediante la represión de genes pro-neurales (Gaiano et al., 2000, Iso et al., 2003). 

Entre estos genes pro-neurales, reprimidos por Notch, se encuentran Atoh1, Ascl1, Nuerog1 

y Neurog2 (Hatakeyama et al., 2004, Hatakeyama et al., 2001). Dicha represión además es 

crítica para el mantenimiento de la capacidad de autorrenovación de la RG (Gaiano et al., 

2000).  
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Asimismo, la formación de gradientes de señalización como los de Sonic hedgehog (Shh) o 

de morfógenos como las proteínas BMPs (Proteínas morfogénicas óseas) inducen la 

expresión de factores de transcripción como Emx1, Sp8, Pax6, Gsh1, Gsh2, Dlx1, Dlx2, ER81 y 

Olig2 (Hochstim et al., 2008, Long et al., 2009) junto con genes pro-neurales como Ascl1 o 

Ngn2, determinando la especificidad de la célula generada por parte de la RG y los IPC 

(Guillemot, 2007).  

A partir del día embrionario 17 y hasta el día posnatal (P0), la mayoría de RG comienza a 

transformarse en astrocitos. En este momento los somas de la RG se desplazan desde la 

zona ventricular hacia zonas más superficiales de la pared cerebral. En este periodo de 

tiempo, las fibras radiales de la RG comienzan a alargarse y a ramificarse, cambiando su 

morfología de bipolar a multipolar, adquiriendo así la morfología astrocítica (Mission et al., 

1991).  

 

Figura 1. Desarrollo embrionario. Hacia el día E9 las células neuroepiteliales se transforman (flechas negras) en 
RG. La RG divide asimétricamente (flechas moradas) para dar una copia de sí misma, una neurona o un 
progenitor intermedio (IPC). Los IPCs dividen simétricamente (flechas magentas) para dar lugar a dos neuronas 
o a dos IPCs. Los progenitores de oligodendrocitos (OPCs) también se generan a partir de divisiones asimétricas 
de la RG. A partir del día E17 la mayoría de la RG se transforma en astrocitos. CP: corteza cerebral; IZ: zona 
intermedia, SEZ: zona subependimaria y VZ: zona ventricular.  

Al finalizar el desarrollo embrionario, la mayoría de las neuronas que pueblan el sistema 

nervioso central (SNC) están formadas. Sin embargo, el proceso de neurogénesis no finaliza 

con el nacimiento, sino que continúa en la etapa posnatal, siendo uno de los máximos 
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exponentes de neurogénesis posnatal, el desarrollo del cerebelo. Asimismo, en el estadio 

adulto se mantiene un remanente de RG en varias localizaciones cerebrales donde continúa 

la neurogénesis adulta. Las principales zonas de neurogénesis adulta son la zona subgranular 

del giro dentado del hipocampo (SGZ) y la zona subependimaria adulta (SEZ) en el ventrículo 

lateral. No obstante, aunque son muchos los estudios científicos centrados en el estudio del 

proceso de neurogénesis, existen todavía muchas preguntas sin resolver. Entre ellas 

podemos destacar aquí: i) ¿cuál es el comportamiento de las NSCs a la hora de dar lugar a su 

progenie?, ¿está este comportamiento programado de forma intrínseca en las NSCs?, 

¿depende exclusivamente de las señales del microentorno neurogénico? o ¿es por el 

contrario una mezcla de ambos supuestos?, ii)¿Cuál es la capacidad de un progenitor para 

generar distintos tipos celulares?,¿puede un progenitor individual dar lugar tanto a linajes 

neuronales como gliales? O, por el contrario, ¿poseen los progenitores un destino 

restringido? Finalmente, iii) otro de los interrogantes se centra en identificar cuáles son las 

principales vías de señalización que pueden modular el proceso de la neurogénesis.  

Referente a las dos primeras cuestiones, todavía existe un debate sobre el papel que tiene la 

señalización extrínseca e intrínseca. En cuanto a los progenitores de la SGZ, se ha señalado 

que su potencial de diferenciación está determinado por las señales del entorno (Kriegstein 

and Alvarez-Buylla, 2009, Ming and Song, 2011). Sin embargo, en los progenitores de la SEZ 

la diferenciación celular parece estar más controlada por factores intrínsecos. De manera 

que, la producción de los diferentes tipos neuronales se da en regiones específicas del nicho 

(Brill et al., Hack et al., Merkle et al., 2007). 

Atendiendo a la multipotencia de los progenitores neurales, numerosos estudios apuntan 

que en el desarrollo temprano co-existen progenitores que solo pueden generar neuronas o 

células gliales en ratones (Anthony et al., 2004, Battiste et al., 2007, Davis and Temple, 1994, 

Grove et al., 1993, Krushel et al., 1993, Luskin, 1993, Luskin et al., 1988, McCarthy et al., 

2001, Mione et al., 1997, Price and Thurlow, 1988, Williams and Price, 1995, Wu et al., 

2006). Sin embargo, otros estudios defienden que las células precursoras tienen la capacidad 

de generar tanto neuronas y astrocitos como neuronas y oligodendrocitos (He et al., 2001, 

Parnavelas et al., 1991, Reid et al., 1995, Walsh and Cepko, 1988, Walsh and Cepko, 1992, 

Williams et al., 1991, Yung et al., 2002, Ortega et al., 2013b, Ortega et al., 2013a). No 

obstante, se desconoce en detalle, qué factores inducen que una célula madre se diferencie, 

se autorrenueve, o escoja un destino celular concreto.  

En consecuencia, la presente tesis se centrará en el estudio del comportamiento de los 

progenitores neurales de dos nichos neurogénicos y estadios distintos. Concretamente, se 

analizará el comportamiento de los progenitores neurales de cerebelo en la etapa posnatal y 

el comportamiento de los progenitores neurales en la SEZ adulta. Además, se prestará 

especial atención a la potencial modulación que la señalización purinérgica tiene sobre 

ambos escenarios neurogénicos. 
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4.2 El cerebelo 

El cerebelo constituye una de las zonas más importantes y estudiadas del sistema nervioso 

central (Leto et al., 2016, Mathis et al., 1997, Sotelo and Wassef, 1991). Aunque el grado de 

desarrollo entre los vertebrados es distinto, es un área que está presente en todos ellos. 

Anatómicamente, el cerebelo conecta con el tronco cerebral a través de tres pedúnculos 

cerebelosos. El cerebelo participa en diversas funciones entre las que destaca el 

mantenimiento de la postura y el equilibrio. Además, es responsable de la modulación fina 

del movimiento. Este proceso implica la integración y el procesamiento de la información 

recibida a través de la aferencias propioceptivas y cognitivas, comparando el movimiento 

intencional con el que se está realizando (Hashimoto and Hibi, 2012, Ito, 2006). Aunque 

tradicionalmente, se ha considerado que el cerebelo sólo participaba en la coordinación 

motora, en los últimos años se ha sugerido el papel de éste en el procesamiento de 

emociones y la realización de tareas.  De hecho, existen evidencias científicas que muestran 

una actividad diferente del cerebelo de pacientes sanos en comparación con pacientes con 

esquizofrenia, los cuales presentan una menor actividad cerebelosa en el procesamiento 

emocional (Mothersill et al., 2016). Lo mismo ocurre en los pacientes con autismo, en los 

que la activación del cerebelo relacionada con la atención fue menor que en los pacientes 

sanos (Allen and Courchesne, 2003). Así como en la demencia frontotemporal, donde se han 

evidenciado cambios estructurales y funcionales del cerebelo que inducen disfunciones 

cognitivas y de comportamiento (Chen et al., 2019). 

4.2.1 Histogénesis del cerebelo  

La morfogénesis del cerebelo da comienzo en torno al día embrionario 9 E(9) a partir de la 

región anterodorsal del romboencéfalo (Butts et al., 2014, Hatten and Heintz, 1995). En ese 

momento se generan dos zonas germinales, el neuroepitelio del cuarto ventrículo (VZ) y el 

labio rómbico (RL), definidas por la expresión del factor de transcripción Ptf1a y Atho1, 

respectivamente (Miale and Sidman, 1961, Laine and Axelrad, 1994, Mugnaini and Floris, 

1994) (Figura 2). 

4.2.1.1 El neuroepitelio del cuarto ventrículo 

El neuroepitelio del cuarto ventrículo es el nicho donde se originan todas las interneuronas 

GABAérgicas, las neuronas de Purkinje y las neuronas GABAérgicas de los núcleos 

cerebelosos. Para ello, se requiere la expresión del factor de trascripción Ptf1a, el cual define 

el linaje GABAérgico (Hoshino et al., 2005, Pascual et al., 2007, Zhang and Goldman, 1996). 

Dentro del VZ se diferencian dos subpoblaciones de progenitores: los progenitores de las 

neuronas de Purkinje (PCPs) y los progenitores de las interneuronas GABAérgicas (PIPs). 

Mientras que los PCPs se caracterizan por la expresión de Olig2, los PIPs expresan 

selectivamente Pax-2 (Leto et al., 2006, Maricich and Herrup, 1999). Durante las primeras 

etapas del desarrollo, el VZ está poblado en su mayoría por PCPs, mientras que sólo se 
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detecta una pequeña proporción de PIPs en la zona rostral. Sin embargo, a medida que 

avanza el desarrollo se induce la formación de PIPs a partir de PCPs. Este proceso está 

regulado por la expresión del factor de transcripción Gsx1 (Seto et al., 2014). Los PIPs son los 

progenitores responsables de generar en los días E10,5 y E13,5, las neuronas de proyección 

de los núcleos profundos y las células de Golgi, respectivamente (Leto et al., 2016). La 

expansión de estas poblaciones de neuronas GABAérgicas está potenciada por la 

señalización de Shh. Este mitógeno llega al VZ a través del líquido cerebroespinal y es 

secretado por el plexo coroideo (Huang et al., 2010). 

Simultáneamente, los PCPs generan las neuronas de Purkinje, las cuales migran, a 

continuación, radialmente desde la pared del ventrículo hacia la corteza cerebelosa, 

formando la capa celular de Purkinje (Xu et al., 2013, Altman and Bayer, 1978, Hibi and 

Shimizu, 2012). Curiosamente, son las primeras células cerebelosas que comienzan a migrar 

tras su diferenciación (Beckinghausen and Sillitoe, 2019). 

No obstante, en el VZ no sólo se generan neuronas, sino que también se produce una 

población de oligodendrocitos, la glía de Bergmann y astrocitos. Estos último se generan en 

torno al día E10,5, coincidiendo con el comienzo de la señalización de Notch, que induce la 

diferenciación hacia el linaje astroglial. 

4.2.3 El labio rómbico  

En el labio rómbico se generan los precursores de los tres tipos de neuronas glutamatérgicas 

que pueblan el cerebelo. Para que se forme dicho nicho neurogénico es necesaria la 

señalización de la proteína BMP, la cual induce la expresión del factor de transcripción 

Atoh1. Dicho factor es el único gen requerido para la formación de las neuronas 

glutamatérgicas que derivan del labio rómbico (Englund et al., 2006, Machold and Fishell, 

2005, Wang et al., 2005, Wingate, 2001).  

Las primeras neuronas glutamatérgicas que se generan durante el desarrollo embrionario 

son las neuronas de proyección glutamatérgicas de los núcleos cerebelosos. Éstas originadas 

en torno al día E10,5, migran hacia la zona transitoria nuclear hasta el día E12,5 (Haldipur et 

al., 2018). Seguidamente se generan los progenitores de las neuronas granulares, los cuales 

migran tangencialmente hacia la corteza cerebelosa y se disponen por encima de las 

neuronas de Purkinje, formando la capa granular externa (EGL) (Parmigiani et al., 2015), que 

cubre toda la superficie cerebelosa en torno al día E15 (Altman and McCrady, 1972, Altman 

and Bayer, 1997, Chung et al., 2010, Sotelo, 2004). Sin embargo, no es hasta etapas más 

tardías (E16) cuando se generan los progenitores de las células unipolares en cepillo (UBCs), 

que pueden seguir generándose en la etapa posnatal (P0-1). Para la formación de estas 

neuronas glutamatérgicas es imprescindible la expresión del factor de transcripción Pax6 

(Yeung et al., 2016). Una vez generadas, los progenitores de las UBCs abandonan el labio 

rómbico y migran dorsalmente hacia la capa granular interna (IGL) a través de la futura 

materia blanca (PWM). En torno al día P2 comienzan a diferenciar y alcanzan la capa 
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granular interna en el día P10 (Englund et al., 2006). No obstante, la diferenciación de las 

UBCs continúa hasta el día P28 (Figura 2) (Morin et al., 2001 2001). 

 

Figura 2. Desarrollo embrionario y posnatal del cerebelo. En el día embrionario E9 a partir de la región 
anterodorsal del romboencéfalo se generan dos nichos neurogénicos: el labio rómbico (RL) y el neuroepitelio 
del cuarto ventrículo (VZ). A partir de los progenitores del RL se van a generar las distintas neuronas 
glutamatérgicas que pueblan el cerebelo, mientras que a partir de los progenitores del VZ se generarán las 
neuronas de Purkinje, las interneuronas GABAérgicas y las células de naturaleza glial. El desarrollo del cerebelo 
continúa en el estadio posnatal hasta el día P28 cuando se alcanza la citoarquitectura definitiva.  

4.2.2 Desarrollo posnatal del cerebelo 

Tras el nacimiento, las zonas germinales RL y VZ desaparecen. Sin embargo, el cerebelo 

presenta la particularidad de realizar la mayor parte de su desarrollo en la etapa posnatal, 

continuándose la morfogénesis cerebelar en tres zonas proliferativas diferenciadas: la capa 

granular externa, la capa de las neuronas de Purkinje y la capa de futura materia blanca 

(Altman and Bayer, 1997, Leto et al., 2016). 

4.2.2.1 La capa granular externa  

En la capa granular externa se disponen los progenitores de las neuronas granulares Atoh1+, 

(GCP) los cuales continúan proliferando en la superficie generando una capa externa de 6-8 

células de grosor, mostrando un pico de proliferación entorno al día posnatal 7. Dicha 

expansión está inducida por el mitógeno Shh, el cual es liberado por las neuronas de 

Purkinje (Wallace, 1999). Shh induce la expresión de genes como Gli2, que asegura la 

correcta expansión de los progenitores de las neuronas granulares. Además, Shh a través de 

la sobreexpresión de ciclina D1, D2 y de N-myc promueve la proliferación celular, activando 

la entrada al ciclo celular y la replicación del ADN (De Luca et al., 2016). Una vez terminada la 

expansión, se produce la salida de ciclo de los progenitores junto con una disminución de los 

niveles de Atoh1. Simultáneamente, las neuronas granulares comienzan a expresar el factor 

p27, que es un inhibidor de las quinasas dependientes de ciclina, provocando una 

desensibilización de las neuronas granulares a la actividad del mitógeno Shh (Durand et al., 

1998, Miyazawa et al., 2000). 
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Por otro lado, en los GCP se inicia la expresión del factor de transcripción NeuroD1, el cual 

promueve su diferenciación hacia neuronas granulares postmitóticas (Miyata et al., 1999). 

Éstas migran radialmente a través de las prolongaciones de la glía de Bergmann y atraviesan 

la capa de las neuronas de Purkinje, formando la capa granular interna (van Essen et al., 

2020), donde se diferencian totalmente a neuronas granulares maduras (Rakic, 1971). Con 

respecto a esta migración, se ha demostrado que la Semaforina 6A puede ser determinante 

en el inicio de la migración de las neuronas granulares (Kerjan et al., 2005). Además, los 

factores de crecimiento VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular) y BDNF (Factor 

neurotrófico derivado del cerebro) también participan en el proceso de migración siendo 

incluso secretados por las propias neuronas granulares o por la glía de Bergman (Zhou et al., 

2007). 

Entre todas las neuronas que se generan durante el desarrollo del cerebelo, las neuronas 

granulares son las últimas en diferenciarse y alcanzar su posición. De hecho, hasta el día P15 

no se disponen la totalidad de las neuronas en la capa granular interna, y no es hasta el día 

P21 cuando desaparece la capa granular externa (Altman and Bayer, 1997, Xu et al., 2013).  

4.2.2.2 La capa de neuronas de Purkinje 

Inmediatamente por debajo de la capa granular externa se encuentra la capa de las 

neuronas de Purkinje. En ella se localiza, aparte claro está de las propias neuronas de 

Purkinje, la glía de Bergmann, un tipo de astrocitos unipolares que derivan de la RG. Estos 

progenitores se generan en la zona ventricular en torno al día E13,5. A partir del día E15 

comienzan a migrar hacia la capa de las neuronas de Purkinje a través de la PWM (Futura 

materia blanca), proceso que termina en el día P7 cuando alcanzan su destino y se disponen 

entre los cuerpos celulares de las neuronas de Purkinje (Yamada and Watanabe, 2002). La 

glía de Bergmann es necesaria para la correcta migración de las neuronas granulares hacia la 

capa granular interna. De hecho, durante la segunda semana de desarrollo posnatal se 

produce un incremento de sus fibras coincidiendo con el pico de proliferación y migración de 

los progenitores de las neuronas granulares. Además, está demostrado que la glía de 

Bergmann también participa, junto con las neuronas de Purkinje, en la potenciación de la 

proliferación y diferenciación celular a través de la señalización de Shh (Araujo et al., 2019). 

Asimismo, se ha sugerido que la glía de Bergmann podría comportarse como un progenitor 

de otros tipos celulares en el cerebelo adulto, ya que expresa marcadores de NSCs como 

SOX1 y SOX2.  

4.2.2.3 Futura materia blanca 

Adyacente a la capa granular interna naciente se encuentra la PWM. En esta capa se 

disponen los progenitores de las interneuronas GABAérgicas Pax2+ (PIPs), procedentes del 

VZ, los progenitores de los linajes astrogliales, así como células en proceso de maduración 

(Leto and Rossi, 2012, Leto et al., 2012). Entre las células que experimentan este proceso de 

maduración se encuentran las neuronas de proyección de los núcleos profundos y las células 
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de Golgi, generadas durante el desarrollo embrionario en el VZ. Sin embargo, durante la 

primera semana de desarrollo posnatal, también se siguen formando nuevas neuronas de 

proyección de los núcleos profundos y células de Golgi. Esta etapa coincide con un pico de 

proliferación inducido por la acción de Shh (Huang et al., 2010), así como con el comienzo de 

la generación del resto de interneuronas GABAérgicas, entre las que se encuentran las 

células de Lúgaro, las células estrelladas y las células en cesta unipolares (Leto et al., 2006, 

Sudarov et al., 2011, Weisheit et al., 2006). 

Las células de Golgi son las primeras interneuronas en abandonar la PWM hacia la capa 

granular interna, alcanzándola en el día P4. Simultáneamente, las células de Lúgaro también 

migran hacía la capa granular interna y se disponen en su parte superior en torno al día P5 

(Leto et al., 2016). Por último, las células estrelladas y las células en cesta unipolares 

abandonan la PWM hacia la capa molecular. Para ello atraviesan la PWM, la capa granular 

interna y la capa de las neuronas de Purkinje. Finalmente, estas interneuronas alcanzan su 

destino en la corteza cerebelosa en torno al día P16 (Galas et al., 2017). 

Si bien, en la PWM también se disponen progenitores astrogliales procedentes del VZ. Éstos 

por la acción de Shh proliferan y se diferencian hacia astrocitos en la etapa posnatal. 

Después estos astrocitos generados migran hacia la capa granular interna o se disponen en 

la sustancia blanca (Fleming et al., 2013, Huang et al., 2010). Además, en la PWM, cabe 

destacar la presencia de un tipo de progenitor que difiere de los progenitores que se 

encuentran en la capa de las neuronas de Purkinje, los cuales generan predominantemente 

glía de Bergman. Estos progenitores proliferan mucho menos que los de la capa de las 

neuronas de Purkinje, pero son capaces de generan tanto interneuronas GABAérgicas como 

astrocitos de la materia blanca (Parmigiani et al., 2015). 

Igualmente existe una población de progenitores de oligodendrocitos en la PWM que 

derivan de progenitores Olig2+ en la VZ en torno al día E13.5 (Sudarov et al., 2011, Zhang et 

al., 2011). No obstante la mayoría de los oligodendrocitos provienen de OPCs de naturaleza 

extracerebelosa que colonizan el cerebelo durante el desarrollo embrionario (Grimaldi et al., 

2009). 

4.2.3 La corteza cerebelosa 

Alcanzado el día P21, el desarrollo posnatal del cerebelo finaliza, generándose como 

resultado la corteza cerebelosa adulta. Ésta presenta una estructura trilaminar a lo largo de 

la cual se disponen las células generadas durante el desarrollo de cerebelo. La corteza 

cerebelosa está formada de la zona más externa a la más interna por la capa molecular, la 

capa de las neuronas de Purkinje y la capa de las neuronas granulares (Cerminara et al., 

2015) (Figura 3).  

La capa molecular la integran los axones de las neuronas granulares que forman sinapsis con 

las arborizaciones dendríticas de las neuronas de Purkinje a través de las fibras paralelas. En 

esta capa también se encuentran las interneuronas en cesta y estrelladas. Estas últimas 
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establecen contactos sinápticos con las dendritas distales de las neuronas de Purkinje. 

Además, estableciendo contactos axo-dendríticos con las neuronas de Purkinje se distinguen 

los terminales de las fibras trepadoras, proveniente de núcleo de la oliva inferior localizada 

en el bulbo raquídeo y las prolongaciones distales de la glía de Bergman (McKay et al., 2007). 

La capa de las neuronas de Purkinje está formada por la disposición ordenada de los somas 

de dichas células, entre los cuales se dispone la glía de Bergmann. Los axones de las 

neuronas de Purkinje descienden hacia la sustancia blanca y los núcleos profundos 

cerebelosos (Cerminara et al., 2015, Roostaei et al., 2014). 

La capa de las neuronas granulares alberga los somas de las neuronas granulares, que 

forman los denominados glomérulos cerebelosos al establecer sinapsis a través de sus 

dendritas con los axones de las interneuronas de Golgi y con los terminales glutamatérgicos 

de las fibras musgosas. Además, en esta capa también se disponen los somas de las 

interneuronas de Lúgaro y de las células unipolares en cepillo (Cajal, 1899, Palkovits et al., 

1971, Ito et al., 1984, Schmahmann and Pandya, 1997, D'Angelo, 2011). 

Una vez alcanzada la mencionada citoarquitectura del cerebelo adulto, los tres nichos 

proliferativos desaparecen. Aunque se ha descrito la presencia de NSCs en el cerebelo adulto 

(Klein et al., 2005), no existen evidencias científicas que sugieran una neurogénesis 

constitutiva en el cerebelo adulto (Altman and Das, 1966). Si bien, no puede descartarse 

procesos neurogénicos en respuesta a determinados estímulos y/o daño celular (Ahlfeld et 

al., 2017, Salih et al., 2022). 

 

Figura 3. Esquema de la citoarquitectura de la corteza cerebelosa. Se muestran las tres capas de la corteza 
cerebelosa: la capa molecular, la capa de neuronas de Purkinje y la capa molecular. A través de las fibras 
musgosas y trepadoras llegan a la corteza cerebelosa las señales excitadoras. Las fibras musgosas sinaptan con 
las células granulares, mientras que las fibras trepadoras sinaptan con las neuronas de Purkinje.  

 

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=N%C3%BAcleo_olivario_inferior&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Bulbo_raqu%C3%ADdeo
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4.3 La neurogénesis en el cerebro adulto 

La neurogénesis adulta fue ignorada por la comunidad científica durante más de 100 años, a 

pesar de que existían numerosas evidencias que indicaban la formación de nuevas neuronas 

en el cerebro adulto. En la década de los sesenta, Altman y colaboradores describieron por 

primera vez la formación de nuevas neuronas marcando las células en división con [3H]-

thimidina y trazando el destino celular. Asimismo, identificaron la formación de nuevas 

neuronas en el bulbo olfatorio y en el hipocampo basado únicamente en criterios 

morfológicos (Altman and Das, 1966). Pero no fue hasta 1990, cuando se propusieron por 

primera vez los dos nichos neurogénicos en los que tenía lugar el proceso de neurogénesis 

adulta: la zona subependiamaria de los ventrículos laterales (Doetsch et al., 1999a, Doetsch 

et al., 1997, Imayoshi et al., 2008) y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo 

(Gould and Cameron, 1996, Kempermann et al., 1997). En ambos nichos queda un 

remanente de RG que continúa proliferando en la etapa adulta generando nuevas neuronas 

(Gage, 2002, Alvarez-Buylla and Lim, 2004, Nottebohm, 2004, Ming and Song, 2005, 

Obernier and Alvarez-Buylla, 2019). Aunque la SEZ y la SGZ sean los dos nichos principales 

donde se da la neurogénesis adulta, se han descrito otras zonas del SNC donde también 

tiene lugar. Estas zonas son: la sustancia nigra (Zhao et al., 2003) , el hipotálamo (Evans et 

al., 2002), la médula espinal (Horner et al., 2000) , la amígdala (Bernier et al., 2002), el 

estriado (Shapiro et al., 2009, Suzuki and Goldman, 2003) o el bulbo olfatorio (Liu and 

Martin, 2003, Moreno-Estelles et al., 2012, Pagano et al., 2000), donde se generan nuevas 

neuronas in vivo. Asimismo, se han aislado progenitores multipotentes en la corteza cerebral 

tras una lesión (Buffo et al., 2008, Sirko et al., 2013). No obstante, la neurogénesis en estas 

localizaciones es menos robusta que la que tiene lugar en los dos nichos principales. 

La SEZ y la SGZ están compuestos por una diversidad de estructuras y poblaciones celulares 

como neuronas, proyecciones axonales, astrocitos y vasos sanguíneos, creando un ambiente 

que mantiene las NSCs en estado quiescente e indiferenciado (Morrison and Spradling, 

2008). Asimismo, aportan una variedad de señales que pueden modular el comportamiento 

de las células madre, manteniendo la homeostasis y regulando su proliferación, 

diferenciación, autorrenovación y destino celular (Fuchs et al., 2004, Blank et al., 2008, Faigle 

and Song, 2013).  

A diferencia del desarrollo embrionario en el que todo el proceso de proliferación, 

diferenciación y migración siguen un patrón temporal, los pasos de la neurogénesis adulta 

ocurren de manera paralela, como describiremos a continuación.  

4.3.1 La zona subgranular 

La zona subgranular está localizada en el giro dentado del hipocampo. Esta zona despierta 

mucho interés científico debido a la implicación del hipocampo en funciones cognitivas, 

procesos de memoria y comportamiento (Kheirbek and Hen, 2011, Brooker et al., 2017, 

Toda and Gage, 2018). El giro dentado del hipocampo está formado por tres capas: la capa 
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molecular, la capa granular y la zona subgranular. En esta última nacen nuevas neuronas 

inmaduras a partir de los progenitores neurales. Estos progenitores se conocen con el 

nombre de células tipo 1, las cuales se encuentran en estado quiescente. Las células tipo 1 

presentan un soma triangular y un proceso apical largo. Dicho proceso proyecta dentro de la 

capa granular y se ramifica cuando se interna en la capa molecular interna (Llorens-Martin et 

al., 2015). Estos progenitores expresan distintos marcadores como SOX2, nestina o GFAP 

(Fukuda et al., 2003, Garcia et al., 2004, Suh et al., 2007). Sin embargo, aunque expresan 

GFAP, son diferentes de los astrocitos maduros tanto funcional como morfológicamente. 

Además, expresan el factor de transcripción Hes5, el cual bloquea la maduración de los 

progenitores manteniéndolos en estado indiferenciado (Ables et al., 2010, Goncalves et al., 

2016, Abbott and Nigussie, 2020). Las células tipo 1 generan los progenitores intermedios 

denominados células tipo 2, las cuales tienen una gran actividad proliferativa en 

comparación con las células de las que proceden. A diferencia de las células tipo 1, las 

células tipo 2 presentan prolongaciones celulares cortas orientadas tangencialmente hacia la 

zona subgranular y no expresan GFAP. Sin embargo, siguen manteniendo la expresión de 

SOX2 y nestina. Dentro de las células tipo 2 se diferencian dos subtipos: las células tipo 2a y 

las células tipo 2b. Morfológicamente, ambas células son similares y expresan nestina. Sin 

embargo, las células tipo 2b ya no proliferan y comienzan a expresar genes relacionados con 

la especificación celular, como doblecortina (DCX) (Goncalves et al., 2016, Sanchez-Huerta et 

al., 2016) (Figura 4).  

 

Figura 4. Neurogénesis en la zona subgranular (SGZ). Las células de tipo 1α generan los porgenitores 
intermedios que se denominan células de tipo 2a. Estas proliferan hasta que generan las células tipo 2b, las 
cuales no proliferan y comienzan a expresar genes de especificación celular. Las células tipo 2b diferencian 
hacia las células de tipo 3 que comienzan a diferenciarse hacia neuronas inmaduras. Estas últimas maduran y se 
integran en las conexiones hipocampales pre-existentes.  

Si las condiciones locales son favorables, las células tipo 2b sobreviven y comienzan a 

diferenciarse hacia neuroblastos también conocidos como células tipo 3. Dichas células 

siguen manteniendo la expresión de DCX, pero no expresan nestina (Sanchez-Huerta et al., 

2016). A su vez, comienzan a expresar genes asociados con las neuronas granulares 

dentadas como Trb2, NeuroD1 o Prox1 (Goncalves et al., 2016, Llorens-Bobadilla et al., 

2015). La inhibición de la expresión de dichos factores produce la disminución de la 

diferenciación neuronal en la zona subgranular (Gao et al., 2009, Kuwabara et al., 2009, 

Lavado et al., 2010). Las células tipo 3 modifican su orientación con sus dendritas 

proyectando dentro de la capa molecular dentada y los axones inervando tanto el hilo 

dentado como la capa celular piramidal CA3 (Danzer et al., 2008). En ese momento las 
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células tipo 3 comienzan a recibir señales de las neuronas musgosas hiliares, las cuales son 

neuronas glutamatérgicas. Asimismo, las células tipo 3 son inervadas por fibras colinérgicas 

procedentes del núcleo de la banda diagonal de Broca y de los núcleos septales (Deshpande 

et al., 2013). Durante la fase de maduración, los árboles dendríticos adquieren una mayor 

complejidad y son inervados por la corteza entorrinal, completando así la integración de las 

nuevas neuronas en el circuito hipocampal pre-existente donde se diferencian hacia 

neuronas granulares glutamatérgicas (Deshpande et al., 2013, van Praag et al., 2002).  

Las células de tipo 1 no sólo generan neuronas, existe un porcentaje de progenitores que 

son multipotentes (Bonaguidi et al., 2011). De hecho, se ha revelado que las células de tipo 1 

se dividen a su vez en dos tipos de células: las células tipo α y tipo β. Las células tipo α son 

las más abundantes en la SGZ y se caracterizan por una larga prolongación apical con una 

pequeña arborización de prolongaciones celulares secundarias que se adentra en el primer 

tercio de la capa molecular. Las células de tipo β se encuentran en una menor proporción y 

presentan una prolongación radial corta cuyas arborizaciones secundarias solo llegan a la 

capa granular. Además, mientras que las células de tipo α pueden generar astrocitos, 

neuronas, células de tipo β y autorrenovarse, las células de tipo β no proliferan (Gebara et 

al., 2016). Sin embargo, en condiciones fisiológicas estos progenitores no son capaces de 

generar oligodendrocitos (Steiner et al., 2004). En cuanto a las señales que regulan el 

proceso de neurogénesis en la SGZ, se ha señalado que la vía de Wnt/β-catenina está muy 

activa en esta región. De modo que el bloqueo de la señalización de Wnt inhibe la 

neurogénesis in vivo e in vitro (Lie et al., 2005, Steiner et al., 2004). 

4.3.2 La zona subependimaria  

La zona subepedimaria localizada en las paredes lateral y dorsal de los ventrículos laterales 

es el nicho germinal más grande en el cerebro adulto murino. Las neuronas generadas en 

esta zona migran hacia el bulbo olfatorio a través de la vía migratoria rostral donde se 

diferencian y sustituyen a las interneuronas locales, contribuyendo a la discriminación de 

olores, así como la asociación olor-recompensa (Grelat et al., 2018, Li et al., 2018, Lledo and 

Saghatelyan, 2005). 

4.3.2.1 Origen de la SEZ 

Durante el desarrollo embrionario, la pared de los ventrículos laterales está compuesta por 

un área seudoestratificada que pasa a formar un epitelio en el cerebro adulto. Dicho epitelio 

está compuesto por dos tipos de células denominadas células ependimarias cuboidales (E1) 

y células B1 pseudoestratificadas. Ambas células tienen un origen común, ya que ambas son 

producidas por la RG que divide durante el desarrollo fetal. Sin embargo, la proporción de 

las células B1 y E1 varía a lo largo de los ejes antero-posterior y dorso-ventral de la pared 

lateral (Mirzadeh et al., 2008, Obernier and Alvarez-Buylla, 2019). 
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A través de experimentos de seguimiento de célula única se ha observado que las RG divide 

dando lugar a clones que contienen células E1 o células B1, así como una combinación de 

ambos tipos celulares. No obstante, existe una población de RG que no muestra este 

carácter bipotente y solo genera células E1 (Redmond et al., 2019).  

En la etapa posnatal temprana, la RG localizada en la pared lateral de los ventrículos retracta 

su proceso distal y da lugar a las células pre-B1. Estas células expresan la proteína de 

adhesión VCAM1 en las prolongaciones apicales, la cual parece ser crucial para el 

mantenimiento de las células madre, ya que la inhibición de la expresión de dicha proteína 

con shRNA o el bloqueo con anticuerpos induce la disminución del número de células madre 

a través de la potenciación de la diferenciación celular (Kokovay et al., 2012). En la etapa 

embrionaria, estas células pre-B1 se mantienen en estado quiescente mediante el aumento 

del regulador del ciclo celular p57kip2 y se activan en la etapa posnatal dando lugar a las 

células B1 (Fuentealba et al., 2015, Furutachi et al., 2015, Yuzwa et al., 2017). 

4.3.2.2 Las células ependimarias  

Las células ependimarias (células E) son células posmitóticas multiciliadas que impulsan el 

líquido cefalorraquídeo a lo largo del sistema ventricular (Carlen et al., 2009, Mirzadeh et al., 

2010, Sawamoto et al., 2006), Spassky et al. (2005). Dichas células se encuentran en la 

superficie de la pared ventricular junto con las células B1. Primeramente, se sugirió que las 

células E se comportaban como NSCs (Johansson et al., 1999). Sin embargo, a través del 

análisis de transcriptoma de célula única y del linaje, se ha confirmado que las células E no 

muestran propiedades de células madre (Shah et al., 2018). Por el contrario, estas células si  

son capaces de regular la neurogénesis a través de ANKYRIN3, una proteína adaptadora que 

está localizada en las uniones apicolaterales de las células E. Cuando se produce una 

disminución de la expresión de ANKYRIN3, la capa de las células E se altera reduciendo la 

neurogénesis, ya que la función de las células B1 como progenitoras neurales depende, en 

gran medida, de la integridad de esta capa celular (Paez-Gonzalez et al., 2011).  

4.3.2.3 Las células B1 y su progenie 

Las células B1 son las responsables de la formación de neuronas y células gliales en el 

cerebro adulto (Figura 5). Estas células se conocen como células mono-ciliadas CD133+ 

(Beckervordersandforth et al., 2010) y se caracterizan por la expresión de diversos 

marcadores gliales como GFAP, GLAST y la proteína BLBP. En su parte apical, las células B1 

poseen un orgánulo denominado cilio primario, responsable de la trasmisión de señales 

extracelulares al interior de la célula. Este cilio primario expresa prominina 1 y contacta con 

el líquido cefalorraquídeo. El dominio apical además está rodeado de una superficie de 

células ependimarias formando estructuras en molinillo o pinwheel (Chaker et al., 2016). En 

la parte basal las células contactan con los vasos sanguíneos (Mirzadeh et al., 2008). 

Las células B1 generan a su vez a los progenitores intermedios de amplificación también 

conocidos como células C o TAPs (Doetsch et al., 1999b). Como señalan diferentes estudios 
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in vitro, estas células B1 pueden dividir tanto simétrica como asimétricamente, para generar 

dos células C o nuevas copias de sí mismas respectivamente (Costa et al., 2011, Ortega et al., 

2011a). El factor de transcripción SOX2 juega un papel muy importante en el proceso de 

autorrenovación, de hecho, el déficit de PRX1, co-activador de SOX2, impide la 

autorrenovación de las células B1 (Ellis et al., 2004, Shimozaki et al., 2013). 

Mientras que las células B1 son progenitores de división lenta, las células C hijas exhiben una 

división rápida. Además, a diferencia de las células B1, se caracterizan por la expresión de los 

factores de transcripción Ascl1 y Dlx2 y muestran prolongaciones cortas. No obstante, tanto 

las células B1 activadas como las células C expresan el receptor de EGF (Pastrana et al., 

2009). Las células C generan a su vez las células A o neuroblastos tras dividir simétricamente 

una media de entre tres y cuatro veces (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a, Ponti et al., 

2013). Estas células A, caracterizadas por la expresión de DCX y la molécula de adhesión 

celular PSA-NCAM, pueden dividir una o dos veces mientras migran a través de la vía 

migratoria rostral (RMS) hacia el bulbo olfatorio donde se diferencian a interneuronas 

GABAégicas o glutamatérgicas y se integran en los circuitos pre-existentes (Brill et al., 2009, 

Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996, Lois and Alvarez-Buylla, 1994, Lois et al., 1996, Luskin, 

1993). Dentro de los neuroblastos se han diferenciado dos subpoblaciones, una de ellas está 

compuesta por los neuroblastos tempranos que continúan proliferando, mientras que la otra 

subpoblación está formada por los neuroblastos tardíos que ya han perdido la capacidad 

proliferativa, pero han adquirido la capacidad de migración (Belenguer et al., 2021a, 

Belenguer et al., 2021b). 

Se considera que la mayoría de las células B1 dividen simétricamente (Calzolari et al., 2015). 

De hecho, se estima que el 70-80% de las células B1 dividen simétricamente generando 

células C y reduciendo el número de NSCs a lo largo del tiempo. No obstante, parece existir 

una población de células B1 (20-30%) que se autorrenuevan a través de divisiones 

simétricas. Tras la autorrenovación, las nuevas células B1 pueden mantenerse quiescentes 

en la SEZ durante más de 16 semanas o reactivarse y dividir simétricamente para progresar 

en el linaje, generando nuevas células C (Obernier et al., 2018). Atendiendo a la morfología 

celular, se ha observado que las NSCs pierden la prolongación basal antes de dividir y formar 

las células C, mientras que las NSCs que van a dividir simétricamente para autorrenovarse no 

pierden esa prolongación (Obernier et al., 2018). Debido al alto porcentaje de células B1 que 

progresan en el linaje, tras el primer año de vida de los murinos, el número de células B1 

sufren una reducción drástica. Sin embargo, aunque el número de nuevas neuronas también 

va decayendo a lo largo del tiempo, está depleción no es tan drástica como la de las células 

B1. De hecho, el número de neuronas en el bulbo olfatorio no se ve afectado por la edad, lo 

que sugiere la existencia de una segunda población de células madre en el cerebro adulto 

del ratón (Obernier et al., 2018). Esta segunda población podría ser el pool de NSCs que se 

autorrenuevan a través de divisiones simétricas. Sin embargo, también se ha propuesto una 

población de NSCs que dividen asimétricamente responsables del mantenimiento del bulbo 
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olfatorio (Calzolari et al., 2015). Todo ello, sugiere la co-existencia de distintos tipos de NSCs 

en la SEZ.  

Además, las células B1 no sólo producen neuronas, sino que pueden generar células B2 

(Obernier et al., 2018). Estas células B2 representan una población de astrocitos 

proliferativos, cuya función es todavía desconocida (Doetsch et al., 1997). Una posible 

hipótesis señala que estas células B2 podría ser la población de reserva de NSCs tras la 

disminución de las células B1, que mantiene el bulbo olfatorio a lo largo de la vida (Obernier 

et al., 2018).  

Igualmente, las células B1 pueden originar oligodendrocitos a través de progenitores 

intermedios en el cuerpo calloso (Casper and McCarthy, 2006, Kessaris et al., 2006, Menn et 

al., 2006, Nait-Oumesmar et al., 1999, Ortega et al., 2013b). En cuanto a este linaje, se ha 

descrito una mayor generación de oligodendrocitos en la zona dorsal, donde la expresión del 

factor de transcripción Olig2 es crucial (Marshall et al., 2005). Tanto las células B1 como las 

células C pueden expresar también Olig2 (Menn et al., 2006), cuya sobreexpresión 

promueve la oligodendrogénesis e inhibe la diferenciación neuronal (Hack et al., 2005). 

 

Figura 5. Neurogénesis en la SEZ adulta. Las células B1 que están en contacto con las células ependimarias (E1) 
y tienen características astrogliales generan los células C o de amplificación. Estas células experimentan una 
serie de rondas de división para nada lugar a las células A que generan las nuevas neuronas que migran hacia el 
bulbo olfatorio (OB) a través de la vía migratoria rostral (RMS). Las células B1 también pueden generar 
progenitores de oligodendrocitos (OPCs) que dan lugar a los oligodendrocitos. Además, las células B1 también 
pueden generar astrocitos.  

4.3.2.4 Mantenimiento de las NSCs: estado quiescente y activado.  

En la SEZ coexisten tres poblaciones de NSCs (células B1), quiescentes (qNSCs), primed 

(pNSCs) y activadas (aNSCs), en función del estado de activación en el que se encuentren 

(Figura 6) (Belenguer et al., 2021b, Belenguer et al., 2021a). Se define una qNSC como una 

célula quiescente, que sobrevive a un tratamiento antimitótico y que puede generar nuevos 

linajes celulares tras la depleción de células madre activas y progenitores de amplificación 

(Codega et al., 2014, Daynac et al., 2013, Mich et al., 2014). Por último, el tratamiento con 

drogas antimitóticas como la temozolamida (TMZ) o la citosina β-D-arabinofuranosa (Ara-C) 

induce la muerte de las aNSCs, mientras mantiene intacta la población de las qNSCs y pNSCs.  
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Las tres poblaciones de NSCs representan un 6-10% de las células que se aíslan de la SEZ y se 

clasifican en función de los niveles de GLAST y EGFR que presentan. De modo que tanto las 

qNSCs como las pNSCs presentan bajos niveles de EGFR, característica que permite 

diferenciarlas de las aNSCs. En cuanto a los niveles de GLAST, las qNSCa presentan altos 

niveles, mientras que las pNSCs y aNSCs presentan bajos niveles. Además, las aNSCs pueden 

encontrarse en las distintas etapas del ciclo celular, mientras que las qNSCs y pNSCs se 

caracterizar por encuentrarse en G0/G1 (Belenguer et al., 2021b, Belenguer et al., 2021a). No 

obstante, el contenido mitocondrial y el tamaño celular de las pNSCs son mayores que en las 

qNSCs (Belenguer et al., 2021b, Belenguer et al., 2021a). 

 

Figura 6. Principales marcadores de las células madre quiescentes (qNSCs), primed (pNSCs) y activadas 
(aNSCs).   

El aislamiento de las tres subpoblaciones y el análisis de su transcriptoma han permitido 

determinar la identidad y características de los distintos estados de activación. De modo que 

los genes asociados a los canales iónicos, la señalización o la adhesión celular están 

ampliamente expresados en las poblaciones quiescentes, sugiriendo la existencia de un tipo 

de actividad celular para mantener dicho estado de quiescencia. Sin embargo, en las células 

activadas existe un aumento de la expresión de genes asociados al ciclo celular (Egfr y Cdk2), 

la reparación del DNA o la síntesis proteica. Asimismo, en los estados quiescentes se 

produce una mayor expresión de genes que participan en la glicolisis, mientras que en el 

estado activado son los genes relacionados con la fosforilación oxidativa los que se 
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encuentran altamente expresados (Dulken et al., 2017, Llorens-Bobadilla et al., 2015). Estas 

diferencias en cuanto al metabolismo celular reflejan la mayor síntesis proteica que se da en 

las células activadas en comparación con las quiescentes. Además, atendiendo a los 

mecanismos para mantener la homeostasis proteica, las células quiescentes poseen más 

lisosomas y agregados proteicos asociados a lisosomas, mientras que las activadas muestran 

una mayor actividad del proteosoma (Dulken et al., 2017). 

Atendiendo al mantenimiento de los diferentes estados (quiescente, primed y activado), se 

ha observado que la expresión de los factores de transcripción Sox9, Id2 e Id3 está implicada 

en el mantenimiento de la quiescencia, mientras que los factores Egr1, Sox4, Sox11, Fox y 

Ascl1 se expresan en el estado activado (Llorens-Bobadilla et al., 2015). En concreto, Ascl1 

juega un papel muy importante en la activación de las NSCs (Andersen et al., 2014), ya que 

potencia la expresión de Dll1 y jagged1, ambos ligandos del receptor Notch (Kopan and 

Ilagan, 2009). Dicho receptor ha sido propuesto como un elemento clave en la regulación del 

estado quiescente y en la generación de la heterogeneidad de las NSCs (Basak et al., 2012, 

Giachino and Taylor, 2014, Imayoshi et al., 2010, Kawaguchi et al., 2013). La expresión del 

receptor Notch2 está enriquecida en las qNSCs, mientras que sus ligandos Dll1 y Dll3 

muestran un patrón de expresión opuesto. La activación de los receptores Notch en las 

células vecinas induce la expresión de los factores de transcripción Hes1 y Hes5, los cuales 

reprimen la expresión de genes pro-neurales y del ligando Dll1, inhibiendo la diferenciación 

neuronal (Llorens-Bobadilla et al., 2015). Teniendo en cuenta que las NSCs quiescentes y 

activadas están en contacto directo (Codega et al., 2014, Kawaguchi et al., 2013, Mich et al., 

2014), las células activadas podrían estar manteniendo el estado quiescente. Conforme a 

esto, Llorens-Boadilla y colaboradores determinaron que la inhibición del receptor Notch en 

las qNSCs con DAPT, un inhibidor de la γ-secretasa, era suficiente para activar las células 

quiescentes y disminuir el porcentaje de las mismas (Llorens-Bobadilla et al., 2015).   

4.3.2.5 Regionalización y diferenciación celular 

La formación de los distintos tipos celulares en la SEZ es otra de las áreas de conocimiento 

sujeta a un interesante debate. Todavía se desconoce qué empuja a las NSCs a diferenciarse 

hacia un tipo celular o a autorrenovarse. En este sentido, como hemos indicado 

previamente, se mantienen sin resolver cuestiones cruciales como: ¿el comportamiento y 

diferenciación de las NSCs está sujeto al entorno?, ¿existen mecanismos internos a la propia 

célula que lo define?, o ¿es un balance entre la señalización extrínseca e intrínseca? 

Una de las primeras preguntas que hay que hacerse para determinar estas cuestiones es si 

las NSCs son multipotentes. Los estudios llevados a cabo en neuroesferas indican que las 

NSCs serían multipotentes. Sin embargo, en estos estudios la adición de mitógenos para la 

formación de las neuroesferas puede alterar la decisión final de las células (Reynolds and 

Weiss, 1996, Gritti et al., 2002, Vergano-Vera et al., 2009, Doetsch et al., 2002, Costa et al., 

2011). Estudios más recientes apuntan a un carácter bipotente o incluso unipotente 

(Bonaguidi et al., 2011, Ortega et al., 2013b, Calzolari et al., 2015, Obernier et al., 2018). De 
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hecho, se ha identificado progenitores bipotentes capaz de generar mediante divisiones 

asimétricas células oligodendrogliales NG2 positivas y células astrogliales GFAP positivas, así 

como neuroblastos y células astrogliales, pero no se ha observado un progenitor que pueda 

dar tanto un linaje neurogénico como oligrodendrogénico (Ortega et al., 2013a). 

En cuanto a las cuestiones iniciales, se conoce que la formación de los distintos tipos 

celulares estaría sujeta a la localización de células B a lo largo de los ejes antero-posterior y 

dorso-ventral de la pared lateral del ventrículo (Delgado and Lim, 2015, Kelsch et al., 2007, 

Kohwi et al., 2005, Kohwi et al., 2007, Merkle et al., 2007, Merkle et al., 2004, Young et al., 

2007). Mientras que la región ventral es una zona de nacimiento de interneuronas 

granulares profundas y células periglomerulares calbindina positivas, en la región dorsal se 

generan primordialmente oligodendrocitos, interneuronas granulares superficiales y células 

periglomerulares TH-positivas. De manera que, si se trasplantan células de la región dorsal a 

la ventral o viceversa, las neuronas producidas son las de la región de la que proceden los 

explantes, lo que sugeriría una determinación intrínseca del patrón de diferenciación celular 

(Merkle et al., 2014, Merkle et al., 2007). Sin embargo, la localización de las NSCs no parece 

ser el único determinante, sino que se han definido una serie de factores de transcripción 

que potencian la diferenciación hacia los distintos linajes (Mizrak et al., 2019) así como 

señales extrínsecas que podrían modular también el proceso. 

En este sentido, en la zona dorsal, la expresión del factor de transcripción Pax6 induce la 

formación de neuronas dopaminérgicas. Por ello, los progenitores neurales que se localizan 

dorsalmente generan células periglomerulares positivas para tirosina hidroxilasa (TH). 

Además, en la zona dorsal también se ha descrito la presencia de progenitores Pax6/Ascl1+ 

que generan dos linajes distintos. Uno de ellos expresa Pax6-Dlx y da lugar a interneuronas 

GABAérgicas, mientras que el otro expresa Pax6/Nuerog2/Trb2 y genera neuronas 

glutamatérgicas. De manera que los progenitores Pax6/Ascl1+ pueden dar lugar tanto al 

linaje GABAérgio como glutamatérgico. No obstante, se desconoce la señal o señales que 

induce la diferenciación de los progenitores hacia un linaje u otro, aunque se ha propuesto 

que la señalización de Wnt mediada por la β-catenina podría inducir la diferenciación hacia 

el linaje glutamatérgico al potenciar la expresión de Neurog1 y Neurog2 (Brill et al., 2009). 

En la zona ventral, la expresión del factor de transcripción SP8 induce predominantemente 

neuronas periglomerulares calbindina positivas (Waclaw et al., 2006). Además, en esta 

región también se expresan los marcadores Nkx2.1 y Nkx6.2, involucrados en la formación 

de las neuronas granulares profundas.  

Sin embargo, como se ha indicado previamente, el destino celular no sólo está sujeto a la 

localización de las NSCs y a la expresión de diversos factores de transcripción. Se han 

identificado señales extrínsecas que también participan en la definición de linaje. Una de las 

vías de señalización más implicadas en la diferenciación neuronal es la señalización de Shh. 

En la región ventral Shh activa al factor de transcripción Gli3 induciendo la expresión de 

genes propios de las neuronas granulares profundas (Ihrie et al., 2011). De modo que la 

inhibición de la señalización de Shh produce la pérdida de estas neuronas. Asimismo, la 
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ablación de Gli3 en la zona dorsal resulta en una pérdida de células Olig2+, señalando la 

implicación de Shh en la formación de oligodendrocitos (Embalabala et al., 2022). En 

concordancia al papel que juega la señalización extrínseca, se ha demostrado la formación 

de nuevas neuronas dopaminérgicas tras la infusión de ácido γ-aminobutírico (GABA) en el 

bulbo olfatorio (Akiba et al., 2009).  

Por lo tanto, la población de NSCs en la SEZ es heterogénea tanto en el origen como en la 

producción de células, en función de su localización, de la expresión de distintos factores de 

transcripción y potencialmente de la exposición a determinados estímulos extrínsecos. 

4.3.2.6 Regulación de la neurogénesis en la SEZ 

El comportamiento de las aNSCs en el proceso de generación de nuevas neuronas en la SEZ 

puede verse regulado por numerosas señales producidas por los distintos componentes del 

nicho. A lo largo de la SEZ se dispone un plexo vascular planar que permite la interacción 

entre los factores proporcionados por la sangre, las células endoteliales y los progenitores 

neurales (Doetsch et al., 1999a, Shen et al., 2008, Tavazoie et al., 2008). Además, la 

modulacíon ejercida por la microglía presente en el área, las señales de fuera del nicho 

aportadas por el líquido cefalorraquídeo (LCF) o la señalización por neurotransmisores a 

través de conexiones locales o procedentes de zonas más alejadas a la zona subpendimarias 

también van a regular el proceso neurogénico.   

 El nicho vascular 

Las NSCs presentan un pie que contacta, en su zona basal, directamente con los vasos 

sanguíneos (Mirzadeh et al., 2008, Tavazoie et al., 2008). Además, las células C en 

proliferación forman agregados que se encuentran también en contacto con estos vasos. 

Este contacto estrecho entre los progenitores neurales y el tejido vascular sugiere que 

existen señales derivadas del endotelio vascular que regulan el proceso de la neurogénesis 

(Shen et al., 2008, Tavazoie et al., 2008). Este es el caso del factor VEGF, cuya señalización 

está implicada en la proliferación y supervivencia de los progenitores neurales, así como en 

la maduración y migración de los neuroblastos generados en la SEZ (Gotts and Chesselet, 

2005, Licht et al., 2010, Mani et al., 2010, Meng et al., 2006, Schanzer et al., 2004, Wada et 

al., 2006, Wittko et al., 2009, Zhang et al., 2003 ). De hecho, se ha postulado el sistema 

VEGF-C/VEGFR-3 como una diana para la modulación de la neurogénesis (Calvo et al., 2011).  

Asimismo, el factor de crecimiento epidérmico EGFL7 secretado por las células endoteliales y 

por neuronas modula la neurogénesis a través de la vía de Notch. EGFL7 inhibe la activación 

de la vía de Notch por su ligando canónico Jagged1, induciendo el paso de aNCS a qNCS, 

evitando la expansión de toda la población de NSCs. Además, en ratones knockout para este 

factor, se produce una alteración de las interneuronas de bulbo olfatorio afectando la 

percepción de olores (Bicker et al., 2017). Las células endoteliales también liberan 

betacelulina (BTC), un miembro de la familia de EGF, que estimula la generación de nuevas 
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neuronas promoviendo la proliferación de las NSCs y de las célualas C (Gomez-Gaviro et al., 

2012). 

 Las células ependimarias 

Las NSCs contactan tanto con otras NSCs como con la superficie de las células E1 a través de 

uniones GAP en el centro de los pinwheels. Estas últimas afectan a la actividad de las 

proteínas BMPs, a través de la secreción de un antagonista denominado noggin (Lim et al., 

2000). La señalización mediada por BMPs es una de las señales principales para promover la 

neurogénesis. Tanto las células B1 como las células C expresan BMP2 y BMP4, así como sus 

correspondientes receptores. Cuando las células ependimarias liberan noggin, se inhibe la 

señalización inducida por BMPs, potenciando la diferenciación glial e inhibiendo la 

proliferación celular (Mercier and Douet, 2014). De acuerdo con esto, la infusión de Noggin 

en el ventrículo o la delección de Smad4, mediador de la señalización de BMPs, induce la 

expresión del factor de transcripción Olig2, generando un incremento en la 

oligodendrogénesis a expensas de la neurogénesis (Colak et al., 2008). Asimismo, el 

tratamiento de progenitores neurales de la SEZ con noggin incrementa el número de células 

NG2+ (Ortega et al., 2013b). Estos resultados sugieren el papel modulador de la señalización 

mediada por BMPs en la región ventral de la SEZ.  

Además, las células ependimarias secretan el factor derivado de epitelio pigmentario (PEDF), 

que induce la activación de Hes1 y Hes5 mediando la autorrenovación de las NSCs a través 

de la vía de Notch (Jin et al., 2003, Ramirez-Castillejo et al., 2006, Gomez-Gaviro et al., 2012, 

Andreu-Agullo et al., 2009).  

 El líquido cefalorraquídeo  

Más allá del nicho local, las NSCs de la SEZ albergan un cilio primario que está involucrado en 

la transducción de señales que proceden del LCF (Corbit et al., 2005, Rohatgi et al., 2007, 

Tong et al., 2014b). El LCF constituye un reservorio de distintas moléculas de señalización 

como FGF, Shh, el factor inhibidor de la leucemia (LIF), la interleuquina 1β o Wnt, que van a 

regular el proceso neurogénico (Huang et al., 2010, Lehtinen et al., 2011). Como ya se ha 

mencionado previamente Shh es un morfógeno y un factor de crecimiento crítico durante el 

desarrollo, que mantiene las NSCs en la etapa posnatal y regula la proliferación de células C 

(Huangfu and Anderson, 2005, Singer et al., 2019, Singla and Reiter, 2006). La interleuquina 

1β induce la expresión de las moléculas de adhesión VCAM1 en las células B1, reduciendo su 

proliferación (Kokovay et al., 2012), mientras que LIF potencia la autorrenovación de las 

NSCs a expensas de la neurogénesis (Bauer and Patterson, 2006). Por el contrario, la 

señalización de Wnt está asociada al linaje oligodendrogénico, ya que la activación de su vía 

canónica potencia la producción de oligodendrocitos. Además, se ha observado que esta 

señalización está elevada en la zona dorsal, la cual muestra un mayor porcentaje de células 

NG2 positivas (Ortega et al., 2013b). 

Sin embargo, se desconoce el sensor molecular que detecta estos cambios en el flujo de los 

diferentes factores circulantes. Se ha propuesto que los canales iónicos, especialmente los 
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localizados en el cilio primario, pueden ser estos sensores que van a detectar distintos 

estímulos y los van a traducir en una simple señal rápida. Este es el caso del canal de sodio 

epitelial (ENaC), el cual se encuentra generalmente abierto proporcionando un flujo 

constante de calcio. En las NSCs y su progenie, el canal ENaC se encuentra altamente 

expresado y más concretamente la subunidad α (Beckervordersandforth et al., 2010, Sirko et 

al., 2015). Esta subunidad es esencial para que el canal sea funcional y se ha mostrado que 

una reducción de su función o de los niveles de proteínas de la subunidad α inhibe la 

proliferación y la supervivencia de las células de la SEZ (Petrik et al., 2018). A tenor de esto, 

un estudio reciente ha señalado el papel que tienen los flujos de Ca2+ intracelulares sobre el 

comportamiento de las NSCs. De modo que las aNSCs presentan niveles de Ca2+ intracelular 

más elevados que las qNSCs, aunque los flujos de Ca2+ en estas últimas muestran mayores 

frecuencias y amplitudes. En estudios in vitro e in vivo se ha mostrado que la modulación de 

los flujos de Ca2+ son un mecanismo clave para activar las NSCs (Gengatharan et al., 2021).  

 Papel de la microglía 

Durante la primera semana posnatal, la microglía representa una población significativa 

dentro de la SEZ y muestra una capacidad proliferativa mayor que la microglía de otras 

regiones no neurogénicas (Marshall et al., 2014, Marshall et al., 2008). A medida que se 

avanza en el desarrollo posnatal, el porcentaje de microglía disminuye y adquiere una forma 

más ramificada y semi-ameboide, aunque sigue siendo más activa que la microglía de otras 

regiones cerebrales (Shigemoto-Mogami et al., 2014, Goings et al., 2006, Ribeiro Xavier et 

al., 2015). Sin embargo, aunque muestra una mayor actividad, tiene una menor respuesta a 

lesiones (Goings et al., 2006).  

El papel de la microglía en la neurogénesis no sólo está asociada al aclaramiento celular, sino 

que participa en la modulación de los progenitores neurales (Al-Onaizi et al., 2020). En el 

cerebro adulto, la microglía se encuentran uniformemente distribuida a lo largo de la pared 

de los ventrículos y en contacto con las células B1, las células C, el lecho vascular, las cadenas 

de neuroblastos migrando, y el bulbo olfatorio (Gonzalez-Perez et al., 2012). La microglía de 

la SEZ presenta unas características que difieren de la microglía del resto del cerebro. En 

cuanto a su morfología, la microglía de la SEZ se caracteriza por un gran soma con pequeñas 

prolongaciones celulares y expresa menos marcadores como CD68 o Iba1. Asimismo, la 

microglía localizada en la SEZ no es igual a la residente en el bulbo olfatorio. Mientras que en 

la SEZ la microglía no expresa TREM2, la del bulbo olfatorio sí, sugiriendo una pérdida de su 

capacidad fagocítica en la SEZ (Takahashi et al., 2015). La reducción de la microglía en la SEZ 

provoca una acumulación de los neuroblastos generados en este área, disminuyendo el 

número de ellos que acceden a la RMS y finalmente al bulbo olfativo. De modo que se ha 

sugerido que la microglía a través de la secreción de Il-4, Il-6 e Il-10 regula la migración de los 

neuroblastos generados (Ribeiro Xavier et al., 2015).  

Otros estudios in vitro han reportado que la microglía, a través de la secreción de IL-1β y 

IFNγ, incrementa el número de neuroblastos generados, mientras que a través de la 

secreción de Il-1β y Il-6 promueve la formación de oligodendrocitos (Shigemoto-Mogami et 
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al., 2014). Además, también produce PEDF que a través de su vía no canónica modula la 

activación transcripcional de la vía de Notch promoviendo la autorrenovación de las células 

madre (Ramirez-Castillejo et al., 2006, Andreu-Agullo et al., 2009).  

Cabe destacar, que la microglía puede liberar distintos tipos de citoquinas, las cuales 

dependiendo del entorno y de su concentración pueden potenciar o inhibir la neurogénesis. 

Por ejemplo, en los cultivos de progenitores neurales, altas concentraciones de TNFα 

inducen apoptosis, mientras que bajas concentraciones de dicha citoquina promueve e 

incrementa la proliferación celular (Bernardino et al., 2008). Además, TNFα puede inducir la 

activación de las pNSCs o potenciar el retorno hacia la quiescencia a través de la activación 

de los receptores TNFR2 y TNFR1, respectivamente (Belenguer et al., 2021b). 

 Influencia de los neurotransmisores 

Al ser una zona de generación de nuevas neuronas, la SEZ está expuesta a una secreción 

tónica de neurotransmisores, uno de los principales sistemas de regulación de los flujos de 

calcio intracelulares. A su vez, recibe proyecciones de neuronas de regiones tanto 

adyacentes como lejanas. Por ello, numerosos estudios se han centrado en el papel de los 

distintos neurotransmisores sobre la neurogénesis.  

Atendiendo a GABA, el neurotransmisor inhibitorio por excelencia, se ha observado que éste 

induce una retroalimentación negativa en la SEZ, controlando los niveles de neurogénesis. El 

neurotransmisor GABA es producido por las células A y actúa sobre los receptores GABAA 

presentes en las NSCs (Bolteus and Bordey, 2004, Liu et al., 2005, Wang et al., 2003). De esta 

manera, inhibe la proliferación de las NSCs y reduce la velocidad de migración de las células 

A (Liu et al., 2005). No obstante, las NSCs y células C expresan el inhibidor de la unión a 

diazepam (DBI) que promueve la proliferación celular mediante la reducción de la 

señalización de GABA (Alfonso et al., 2012).  

En cuanto al neurotransmisor excitatorio glutamato, estudios de inmunotinción han 

mostrado que las NSCs son una fuente de éste (Platel et al., 2010). En cultivos de 

progenitores neurales se ha observado que altas concentraciones de glutamato extracelular 

potencian la proliferación de estos (Brazel et al., 2005). Asimismo, estudios in vivo e in vitro 

señalan al receptor mGlu5 como uno de los responsables de la modulación de la 

neurogénesis inducida por glutamato. De hecho, en ratones que carecen del receptor mGlu5 

se ha observado una disminución del número de progenitores neurales que proliferan en la 

SEZ. Asimismo, el tratamiento con antagonistas del receptor mGlu5 induce el mismo efecto 

in vitro (Di Giorgi-Gerevini et al., 2005). En concordancia, se ha observado la disminución de 

la proliferación de neuroblastos al bloquear la señalización de glutamato en el cerebro (Berg 

et al., 2013), así como la muerte de estos tras la delección de los receptores de NMDA (Platel 

et al., 2010). Referente a los transportadores de glutamato, tanto los transportadores 

VGLUT1-3 como los EAAT1-3 se expresan en los progenitores neurales de la SEZ, cuya 

expresión aumenta a lo largo de la progresión en el linaje. Además, la inhibición de la 

expresión de VGLUT incrementa la diferenciación neural (Sanchez-Mendoza et al., 2017). 



Introducción 

40 
 

El sistema dopaminérgico, también juega un papel importante en la modulación de la 

neurogénesis adulta (Mishra et al., 2018). Se tiene conocimiento de que numerosas neuritas 

de las neuronas dopaminérgicas TH-positivas de la sustancia nigra contactan directamente 

con los progenitores de la SEZ, siendo este contacto mayoritario con las células C (Hoglinger 

et al., 2004, Freundlieb et al., 2006). Aunque se desconoce sobre qué células actúa la 

dopamina, ya que tanto las NSCs como las células C y A expresan los distintos receptores 

dopaminérgicos. No obstante, el receptor D3 es el más abundante en la SEZ adulta (Diaz et 

al., 1997). Además, se ha comprobado que la eliminación de las neuronas dopaminérgicas 

del cerebro medio de ratón por la inyección de neurotoxinas reduce la neurogénesis y la 

proliferación de los progenitores neurales (Baker et al., 2004, Hoglinger et al., 2004, Winner 

et al., 2009, L'Episcopo et al., 2012). De igual modo, en modelos animales de la enfermedad 

de Parkinson se produce una depleción de la proliferación en la SEZ. Esto coincide con lo 

observado en cerebros de pacientes con Parkinson, donde se ha observado una disminución 

de la proliferación celular, y de la generación de nuevas neuronas en el bulbo olfatorio 

(Hoglinger et al., 2004, O'Keeffe et al., 2009). 

En un estudio reciente se ha señalado que aunque los receptores D1, D2 y D3 se expresan en 

neuroeferas derivadas de progenitores de la SEZ, sólo la activación de los receptores D2 y D3 

incrementa el número de neuroesferas en el cultivo. El aumento en la proliferación celular 

es debido a un aumento en la expresión del receptor de angiotensina II (AT2). Si bien, el 

aumento de AT2 conlleva a un activación del receptor D1 que induce la activación del 

receptor AT1 promoviendo la inhibición del receptor D2 y reduciendo la proliferación celular 

(Garcia-Garrote et al., 2021). No obstante, la administración de holoperidol, un antagonista 

de los receptores de dopamina D2 muestra un aumento de la proliferación celular (Kippin et 

al., 2005). Estos resultados contradictorios sugieren los efectos opuestos que ejerce la 

dopamina al actuar sobre una NSC o una célula de amplificación (Berg et al., 2013). 

La serotonina (5-HT) también parece estar implicada en el proceso de neurogénesis. Las 

NSCs y células E1 en las estructuras de pinwheels contactan con los axones de neuronas 

serotoninérgicas del núcleo dorsal de rafe. Estas neuronas extienden sus proyecciones 

dentro del ventrículo y liberan 5-HT, induciendo la proliferación celular a través de la 

activación del receptor 5-HT2C presente en las células B1 (Tong et al., 2014a).  

Por último, cabe destacar el papel de los nucleótidos sobre la neurogénesis adulta. Estos 

neurotransmisores a través del sistema purinérgico modulan la proliferación y diferenciación 

de las NSCs así como la migración de las nuevas células generadas (Burnstock and Ulrich, 

2011, Cheung et al., 2003, Gampe et al., 2015a, Grimm et al., 2009, Lin et al., 2007, 

Messemer et al., 2013).  

4.4 El sistema purinérgico 

El sistema purinérgico incluye todos los componentes implicados en las diferentes etapas de 

la señalización mediada por nucleótidos: los receptores que median las acciones 

extracelulares de nucleótidos y nucleósidos, las enzimas responsables del metabolismo 
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extracelular de los nucleótidos, los transportadores de la membrana plasmática para la 

recuperación del producto final de la hidrólisis, la adenosina, y los transportadores 

vesiculares de nucleótidos, esenciales para su almacenamiento en vesículas y posterior 

liberación al medio extracelular (Burnstock, 1976, Burnstock, 1978, Volonte and D'Ambrosi, 

2009) (Figura 7). A lo largo de varías décadas numerosos grupos de investigación se han 

centrado en la caracterización de estas etapas, así como de las proteínas implicadas hasta 

lograr convencer a la comunidad científica de que la moneda energética de la célula el ATP y 

otros precursores de los ácidos nucleicos se liberan al medio extracelular y actúan como 

mensajeros extracelulares regulando prácticamente todas las funciones de los seres vivos.  

 

Figura 7. Esquema representativo del sistema purinérgico. El ATP es liberado al espacio extracelular y activa a 
los receptores de nucleótidos que se dividen en receptores metabotrópicos P2Y y receptores ionotrópicos P2X. 
El ATP en el espacio extracelular es metabolizado por las distintas ectonucleotidasas, generando diversos 
productos de su metabolismo que también pueden activar la señalización purinérgica, como la adenosina que 
activa los receptores de adenosina (AR).  

En el sistema nervioso los nucleótidos son neurotransmisores, que se coalmacenan con las 

aminas y los neurotransmisores clásicos, glutamato y GABA, en vesículas sinápticas y se 

liberan por un mecanismo exocitótico (Sawada et al., 2008, Sakamoto et al., 2014) Aunque 

cualquier daño de la membrana puede desencadenar su salida debido al gradiente de 

concentraciones que existe entre el medio intracelular de cualquier tipo celular y el medio 

externo. Además, como sucede con otros neurotransmisores los nucleótidos también se 

pueden liberar al medio extracelular mediante mecanimos no exocitóticos como los 

maxicanales de aniones (Sabirov and Okada, 2005, Sabirov and Okada, 2009, Sabirov et al., 

2001, Sabirov and Okada, 2004, Lader et al., 2000, Nilius and Droogmans, 2003), los 

hemicanales de conexinas y panexina (Scemes et al., 2009, Bao et al., 2004, Muller et al., 

2002) o el receptor P2X7 (Lazarowski et al., 2011) (Figura 8).  
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A continuación se describe brevemente algunos componentes del complejo puzzle 

purinérgico, especialmente aquellos que van a ser objeto de estudio en este trabajo. 

 

Figura 8. Mecanismo de liberación de ATP. El transportador vesicular de nucleótidos (VNUT) es el encargado 
de almacenar el ATP en vesículas de secreción. Después, el ATP puede ser liberado al espacio extracelular a 
través de los maxi-canales de aniones como el canal cloruro o de los hemicanales de conexinas y panexinas.  

4.4.1 Receptores de adenosina P1 

Los receptores P1 o receptores de adenosina son receptores de 7 dominios transmembrana 

acoplados a una proteína G. Dichos receptores presentan un C-terminal de entre 32 y 120 

residuos, y un N-terminal corto de entre 7 y 13 residuos. Se han clonado e identificado 4 

subtipos hasta la fecha: A1, A2A, A2B y A3 (Fredholm et al., 2005, Olah and Stiles, 2000). 

Principalmente, los receptores P1 son activados por adenosina y están acoplados a la 

adenilato ciclasa. Mientras que los receptores A2A y A2B activan la adenilato ciclasa a través 

de una proteína Gs, los receptores A1 y A3 la inhiben a través de la subunidad α de la 

proteína Gi/o (Reshkin et al., 2000). Entre todos los efectos fisiológicos de los receptores P1 

destacan la modulación de los sistemas inmune, nervioso y cardiovascular (Ledent et al., 

1997, Sun et al., 2001). 

4.4.2 Receptores de nucleótidos P2 

Atendiendo a la farmacología, así como a su estructura, los receptores P2 se clasifican en dos 

grandes subtipos: los receptores ionotrópicos P2X y los receptores metabotrópicos P2Y 

(Burnstock and Kennedy, 1985). Sin embargo, la caracterización de los receptores de 

nucleótidos es complicada, debido a la falta de agonistas y antagonistas específicos. Ambos 

subtipos de receptores son prácticamente ubicuos en los tejidos de mamíferos, aunque 

destaca su importante presencia en los sistemas nervioso, inmune y cardiovascular. Esta 

presencia ubicua hace también difícil la caracterización, ya que el perfil farmacológico 

observado no corresponde al de un solo tipo de receptor P2. Asimismo, la formación de 

intermediarios por las enzimas de degradación puede alterar ese perfil, al actuar los 

productos sobre otros receptores en el mismo tejido.  
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4.4.2.1 Receptores ionotrópicos P2X 

Los receptores P2X son canales iónicos activados por ATP extracelular que permiten la 

entrada de cationes de pequeño tamaño como Na+ o Ca2+ y la salida de K+, induciendo la 

despolarización de la membrana (Coddou et al., 2011). A diferencia de los receptores P2Y, 

los receptores P2X, a excepción del receptor P2X7, se desensibilizan rápidamente en 

presencia del agonista (Roberts et al., 2006). Se han identificado y clonado 7 subunidades 

distintas, desde P2X1 a P2X7, de acuerdo al orden histórico de clonaje (Tabla 1). Todas las 

subunidades se expresan en células neurales aunque su expresión es heterogénea en las 

diferentes regiones del cerebro y los tipos celulares. Dichas subunidades se ensamblan 

formando trímeros para dar lugar a un receptor funcional. Por lo tanto, los receptores P2X 

funcionales se organizan como homo o heterotrímeros, exhibiendo diferentes propiedades 

farmacológicas (Nicke et al., 1998, Aschrafi et al., 2004, Nagaya et al., 2005).  

Tabla 1. Receptores ionotrópicos  presentes en el Sistema Nervioso y sus principales agonistas y 
antagonistas. Información obtenida de (Burnstock, 2018). 

Tipo Principales agonistas Principales antagonistas 

P2X1 

 

BzATP > ATP = 2MeSATP ⩾ α,β-meATP 
= L-β,γ-meATP; PAPET-ATP 

NF864 > NF449 > IP5I ⩾ TNP-ATP > RO 
0437626 > NF279, NF023, RO1, MRS2159 

P2X2 ATP ⩾ ATPγS⩾ 2MeSATP >> α,β-
meATP; β,γ-CF2ATP 

PSB-1011 > RB2, isoPPADS > PPADS > 
Suramina, NF770, NF778, Aminoglicosido 

P2X3 2-MeSATP ⩾ ATP ⩾ Ap4A ⩾ α,β-
meATP; PAPET-ATP; BzATP 

TNP-ATP, AF353, A317491, RO3, isoPPADS 
> NF110 > PPADS, Ip5I, rojo fenol, RN-1838, 
sinorfina 

P2X4 ATP >> α,β-meATP >> CTP, 2MeSATP, 
vermentina 

5-BDBD >> TNP-ATP, PPADS > BBG, 
paroxetina, fenolftaleína, CO donor (CORM 
2), 5MPTP 

P2X5 ATP = 2MeSATP = ATPγS >> α,β- 
meATP > AP4A 

BBG > PPADS, Suramina 

P2X6 Sólo forma heterodímeros  

P2X7 BzATP > ATP ⩾ 2-MeSATP >> α,β-
meATP 

KN62, BBG, KN04, MRS2427, O-ATP, RN-
6189, Perazina, AZ10606120, A740003, A-
438079, A-804598, GSK-1370319, Comp 31 
(GSK), AZD-9056, CE-224,535, JNJ-
47965567, JNJ- 42253432, decavanadato, 
AZ11657312 

Los receptores P2X están formados por dos dominios transmembrana, cuyos extremos 

carboxilo y aminos se encuentran en el lado intracelular, y un dominio extracelular. Mientras 

que el dominio N-terminal está mucho más conservado y tiene una longitud variable de 24-

31 aminoácidos (aas), el dominio C-terminal presenta una gran diversidad tanto en longitud 

como en secuencia ya que va desde los 27 aas del P2X6 a los 239 aas del P2X7 (North, 2002). 

Además, el dominio N-terminal posee residuos implicados en la respuesta al agonista y el C-
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terminal tiene un motivo que participa en el transporte del receptor a la membrana, así 

como en la transducción intracelular de señales. Los dominios transmembrana están 

separados por una larga región extracelular donde se encuentran los residuos más 

conservados de entre todos los subtipos de receptores P2X. Tanto el dominio extracelular 

como el dominio transmembrana participan en la unión del ligando, el cual genera un 

cambio conformacional que estabiliza la alta afinidad por el ATP (Stojilkovic et al., 2005).  

El conocimiento de la estructura tridimensional de las subunidades P2X4 supuso un gran 

avance en el estudio de estos canales iónicos, los residuos implicados en el reconocimiento 

del ligando y los cambios que se producen para la activación y apertura del canal (Kawate et 

al., 2009). Se descubrió que las subunidades presentan un plegamiento que se asemeja al 

cuerpo de un delfín (Figura 9) (Kawate et al., 2009). 

 

Figura 9. Estructura de los receptores P2X. (A) Vista del receptor trucado P2X4 del pez cebra. Los receptores 
P2X se ensamblan formando trímeros. (B) Vista del plegamiento de una subunidad similar a la anatomía de un 
delfín. La figura es una adaptación de (Kawate et al., 2009). 

La principal consecuencia de la activación de los receptores P2X es una despolarización de la 

membrana que desemboca en la activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje. 

Como consecuencia de esta entrada de Ca2+ tanto por los canales de Ca2+ dependiente de 

voltaje como de los receptores P2X, se genera una acumulación de Ca2+ en el citoplasma. 

Este aumento del calcio intracelular activa diversas quinasas dependientes de calcio como la 

calcio-calmodulina quinasa II (CAMKII) o la proteína quinasa C (PKC) y modula distintas 

cascadas de señalización como la vía de las MAP quinasas (MAPK) o la glucógeno sintasa 

quinasa 3 (GSK). Además, la activación de los receptores P2X puede inducir la liberación de 

neurotransmisores como glutamato, acetilcolina, GABA e incluso de ATP (Gomez-Villafuertes 

et al., 2001, Diaz-Hernandez et al., 2006, Leon et al., 2006, Ortega et al., 2011b, Ortega et al., 

2010). 
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4.4.2.2 Receptores metabotrópicos P2Y  

Los receptores P2Y también pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas G 

con siete dominios transmembrana (GPCRs). El dominio amino terminal presenta una 

longitud de entre 21 y 51 aas, con residuos implicados en glicosilación, esenciales para la 

modificación postraduccional de la proteína y su correcta localización en la membrana 

plasmática. Mientras que el dominio carboxilo terminal posee una longitud variable (16 y 

217 aas) y varios residuos susceptibles de fosforilación por proteínas quinasas (Erb et al., 

2006, Jacobson et al., 2002). A diferencia de los receptores P2X, los receptores 

metabotrópicos son activados por nucleótidos de purinas y/o pirimidinas e incluso por 

nucleótidos difosfato (Tabla 2). Actualmente, se han clonado y caracterizado ocho subtipos 

en mamíferos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 (Abbracchio et al., 2003, 

Abbracchio et al., 2006, Jacobson et al., 2020).  

Tabla 2. Receptores ionotrópicos presentes en el Sistema Nervioso y sus principales agonistas y antagonistas. 

Información obtenida de (Burnstock, 2018). 

Tipo Agonistas principales Antagonistas principales 

P2Y1 MRS2365 > 2MeSADP > ADP = ADPβS MRS2500 > MRS2279 > MRS2179, PIT, 
A3P5P 

P2Y2 PSB1114 > UTP = MRS2698 ≥ ATP > 
INS37217 > Ap4A > ATPγS 

AR-C126313 > Suramina > RB2, PSB-716, 
MRS2576, PSB-0402, AR-C118925 

P2Y4 UTP=MRS4062 > UTPγS (humano) 

UTP=ATP (rata, ratón) 

ATP (humano) > Reactive Blue 2 > 
Suramina, MRS2577, PPADS 

P2Y6 5-OMe-UDP(a-B)>MRS2693 > PSB0474 > 
UDP > UTP> >ATP 

MRS2578 > Reactive Blue 2, PPADS, 
MRS2567, MRS2575 (humano) 

P2Y11 ATPγS = BzATP > NF546 > ARC67085 > 
ATP (humano) 

NF157 > Suramina > RB2, 5′-AMPS, 
NF340, AMP-α-5 

P2Y12 2MeSADP > ADP > ATP AR-C69931MX > AZD6140 (Ticagrelor), 

INS50589 > RB2 > 2-MeSAMP AR-C66096, 
CT50547, PSB- 0413, Carba-nucleosides, 
MRS2395, AR-C67085, [3H]PSB- 0413; 
clopidogrel, AZD1283; ACT-246475 

P2Y13 ADP = 2MeSADP > 2MeSATP, ATP AR-C69931MX > AR-C67085 > MRS2211, 
2MeSAMP 

P2Y14 MRS2690 > UDP > UDP glucosa  PPTN 

En función del ligando responsable de la activación, se pueden distinguir tres grupos. El 

primero de ellos lo forman los receptores activados por nucleótidos de adenina como es el 

caso de los receptores P2Y1, 11, 12, 13. Mientras que los receptores P2Y1, 12 y 13 son selectivos 

para nucleótidos difosfato como el ADP y análogos sintéticos (2MeSADP), el receptor P2Y11, 

identificado únicamente en humanos, es selectivo para ATP. El segundo grupo está formado 

por los receptores que son activados preferentemente por nucleótidos de uracilo (UTP y 
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UDP) como los receptores P2Y2, 4, y el receptor P2Y6 específico de nucleótidos de pirimidinas 

difosfato (UDP). Además, los receptores P2Y2 y P2Y4 de roedores presentan una selectividad 

mixta, activándose también con ATP. El receptor P2Y14 pertenece al último grupo, cuya 

activación es inducida solo por azúcares activados como UDP-glucosa, UDP-galactosa o UDP-

glucurónico (Abbracchio et al., 2006).  

Los receptores P2Y también se clasifican en función de la proteína G a la que están 

acoplados. Los receptores P2Y1, 2, 4, 6, 11 están acoplados a una proteína Gq/G11, a través de la 

cual activan la vía de la fosfolipasa C (PLC)/Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e inducen la 

liberación de calcio intracelular del retículo endoplasmático (Verkhratsky, 2005). Mientras 

que los receptores P2Y12,13,14 activan una proteína Gi/o a través de la cual inhiben la 

adenilato ciclasa, disminuyendo los niveles de AMP cíclico (Abbracchio et al., 2006). Esta 

clasificación fue corroborada cuando se conoció la estructura tridimensional de los 

receptores P2Y12 y los receptores P2Y1, ambos selectivos para ADP (Figura 10).  

 

Figura 10. Estructura tridimensional de los receptores P2Y1 (A) y P2Y12 (B) y la zona de unión del ligando. Los 
receptores P2Y están compuestos por 7 dominios transmembrana con el dominio C-terminal y N-terminal en el 
citoplasma y en el espacio extracelular, respectivamente. Figura adaptada de (Zhang et al., 2015, Zhang et al., 
2014). 

Este hecho también permitió identificar los residuos implicados en el reconocimiento del 

ligando y las semejanzas y diferencias que existen entre ambos receptores. Se dispone de 

varios modelos estructurales con el agonista sintético, 2MeSADP y con diferentes 

antagonistas, competitivos y no competitivos (Jacobson et al., 2020). Así se ha demostrado 

que en el receptor P2Y1, el bolsillo de unión al ligando está delimitado por el extremo N-

terminal, el segundo bucle extracelular (ECL2), y los dominios transmembrana 6 y 7 y está 
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expuesto al medio extracelular. En el receptor P2Y12 el bolsillo de unión al ligando está 

situado un poco más profundo, contactando también con los transmembrana 3 y 4 (Zhang et 

al., 2015, Zhang et al., 2014).  

Los receptores P2Y pueden formar homo o heterodímeros con otros receptores P2Y o con 

otros receptores como los receptores de adenosina A1. La formación de dichos dímeros 

puede modificar las propiedades farmacológicas, la señalización y la internalización de los 

mismos (Carrasquero et al., 2005, D'Ambrosi et al., 2007, Choi et al., 2008, Ecke et al., 2008). 

La proliferación, apoptosis y diferenciación celular son algunos de los procesos en los que 

participan los receptores P2Y en diversos tejidos y tipos celulares. Esta modulación la llevan 

a cabo a través de la activación de la vía de las MAPKs, a las que pertenecen las proteínas 

quinasas activadas por estrés o quinasas del extremo C-terminal de c-jun (SAPK/JNK), 

proteínas quinasas del grupo de la p38 o proteínas quinasas reguladas por señales 

extracelulares (ERKs) (Weisman et al., 2012, Abbracchio et al., 2006). Mientras que JNK y p38 

median apoptosis, las proteínas ERKs están implicadas en procesos de diferenciación y 

supervivencia celular. 

4.4.3 El transportador vesicular de nucleótidos, VNUT 

En las últimas décadas, se ha reconocido la presencia del ATP y de otros nucléotidos en 

vesículas de secreción. En la década de los setenta, se determinó que el ATP era 

transportado y co-alamacenado con serotonina y catecolaminas en los gránulos de las 

células cromafines. Además, esta acumulación de ATP y de otros nucleótidos también se 

observó en los gránulos densos de las plaquetas, en los gránulos secretorios de las células β 

y en las glándulas salivares de rata (Lazarowski et al., 2011). Sin embargo, se desconocía el 

mecanismo molecular que permitía la entrada del ATP al interior de las vesículas secretoras.  

En 2008, Moriyama y col. examinando las distintas propiedades de los transportadores 

huérfanos de la familia SCL17 descubrieron el transportador SLC17A9, después renombrado 

como VNUT (del inglés, Vesicular Nucleotide Transporter) (Sawada et al., 2008). Los 

transportadores de la familia SCL17 (SLC, del inglés Solute Carrier) son un grupo te proteínas 

que median el transporte de aniones orgánicos, entre las que se incluyen las tres isoformas 

del transportador vesicular de glutamato VGLUT1 (SLC17A7), VGLUT2 (SLC17A6) y VGLUT3 

(SLC17A8) (Reimer, 2013).  

El transportador SLC17A9 compartía las características farmacológicas y bioquímicas del 

transporte de ATP y se expresaba en las células cromafines (Sawada et al., 2008). Estudios en 

células PC12, similares a las células cromafines, señalaron una fuerte inmunorreactividad del 

transportador SLC17A9 que además co-localizaba con la sinaptotagmina, un marcador 

vesicular. Además, el silenciamiento de SLC17A9 con un pequeño ARN de interferencia 

disminuía el almacenamiento y la liberación de ATP en las células PC12. Dichos resultados 

sugerían el papel de SLC17A9 como transportador en las vesículas sinápticas y las 

terminaciones nerviosas. De acuerdo con estos resultados, un estudio de hibridación in situ 
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señaló altos niveles de expresión del ARN mensajero de SLC179A en el cerebro de ratón, 

siendo la expresión especialmente alta en el hipocampo, el cual muestra una 

neurotransmisión purinérgica (Sreedharan et al., 2010). 

La generación de ratones knockout para VNUT (Vnut-/-) ha proporcionado los datos 

necesarios para definir a VNUT como el transportador vesicular de ATP. En neuronas de 

hipocampo, así como en células cromafines, el almacenamiento vesicular del ATP, así como 

la liberación de ATP evocada por la despolarización desaparecía en ausencia de la expresión 

de VNUT (Sakamoto et al., 2014). Un efecto similar ocurría en las neuronas del asta dorsal, 

donde la secreción de ATP desaparecía en los ratones VNUT-/- (Masuda et al., 2016). 

Atendiendo a estos resultados, el transportador SLC179A fue renombrando como 

transportador vesicular de nucleótidos VNUT, responsable del almacenamiento del ATP y de 

otros nucleótidos en las vesículas sinápticas y de secreción.  

El transportador VNUT permite el transporte de ATP a expensas del potencial de membrana 

(ΔΨ) y no del gradiente de pH (ΔpH). Además, puede transportar distintos nucleótidos con el 

siguiente orden de eficacia: ATP > UTP > GTP > ITP, ADP >> AMP.  La captación de 

nucleótidos por parte de VNUT es dependiente del anión cloruro. En su ausencia no se ve 

ninguna captación de nucleótidos ni de cationes divalentes. Esta activación dependiente de 

Cl- se debe a la presencia de un sitio de unión específica en VNUT, ya que no se produce 

ningún movimiento de Cl- durante la activación del transportador (Juge et al., 2010). 

La expresión de VNUT no se reduce al cerebro o a los tejidos neuroendocrinos. De hecho, 

mediante estudios de inmunorreactividad y de expresión de ARN, se ha encontrado una 

amplia expresión de este transportador en queratinocitos, células sanguíneas y epiteliales, 

en el estómago, bazo, hígado, intestino, músculo esquelético, tiroides, así como en los 

pulmones (Sreedharan et al., 2010, Tokunaga et al., 2010, Iwatsuki et al., 2009, Mihara et al., 

2011).  

4.4.4 Metabolismo de los nucleótidos 

Una vez en el espacio extracelular los nucleótidos van a ser hidrolizados rápidamente por 

una serie de ectonucleotidasas que se encuentran en la superficie celular (Plesner, 1995). 

Esta hidrólisis puede, terminar la señalización purinérgica, o empezar una señalización 

específica con los productos que se generan. Existen cuatro familias de ectonucleotidasas 

principales que incluyen las enzimas ecto-nucleósido trifosfato difosfohidrolasas 

(ENTPDasas), la ecto-5’-nucleotidasa (5’-NT), las ecto-nucleotidasas 

pirofosfatasas/fosfodiesterasas (ENPPs) y la fosfatasa alcalina (AP) (Zimmermann et al., 

2012). Las cuatro familias de ectonucleotidasas comparten características estructurales y se 

encuentran ancladas a la membrana plasmática, aunque existen isoformas solubles 

denominadas exonucleotidasas. Entre todas las ectonucleotidasas que participan en el 

metabolismo de los nucleótidos, la ENTPDasa y la 5’-NT son las enzimas más importantes en 

la señalización purinérgica.  
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 Las enzimas ecto-nucleósido trifosfato difosfohidrolasas.  

Las enzimas E-NTPDasa se expresan en prácticamente todos los tejidos e hidrolizan los 

nucleótidos trifosfato y difosfato produciendo nucleósidos monofosfato (AMP, UMP) como 

producto final de la reacción. Estas enzimas requieren concentraciones milimolares de 

cationes de Ca2+ y Mg2+ y un pH en el espacio extracelular entre 7 y 8 para llevar a cabo su 

función (Kukulski et al., 2011, Yegutkin, 2008). En mamíferos se han identificado 8 miembros 

de esta familia y cuatro de ellos se encuentran en la superficie celular (NTPDase1, NTPDase2, 

NTPDase3, and NTPDase8). Mientras que las 4 enzimas restantes (NTPDase4-7) se localizan 

en orgánulos intracelulares y presentan una mayor restricción por el sustrato (Knowles, 

2011, Robson et al., 2006). Todas las enzimas de esta familia poseen 5 dominios conservados 

esenciales para la actividad catalítica (Handa and Guidotti, 1996, Vasconcelos et al., 1996, 

Zimmermann, 2000). 

 La enzima ecto-5’-nucleotidasa 

La 5’-NT es la principal enzima responsable de la producción de adenosina extracelular a 

partir de AMP (Zimmermann, 1992, Zimmermann, 1996). Se trata de una enzima anclada a la 

membrana por glicosilfosfatidilinositol formada por dos subunidades idénticas que hidroliza 

tanto ribo- como deoxiribo-nucleósidos 5’-monofosfatos. Además, posee un sitio de unión 

para AMP en el dominio carboxilo terminal. Si bien se ha descrito una forma soluble de esta 

enzima. El ATP y ADP actúan como inhibidores competitivos de esta enzima cuando se 

encuentran a bajas concentraciones, en el rango micromolar (Antonioli et al., 2016, Naito 

and Lowenstein, 1981).  

 Las enzimas ecto-nucleotidasas fosfofatasa/fosfodiesterasas 

Las enzimas ENPPs catalizan la hidrólisis de nucleósidos tri- y difosfato, dinucleósidos 

polifosfato, ADP ribosa y NAD+. Sin embargo, no hidroliza AMP. Además, también pueden 

hidrolizar nucleótidos de purina, pirimidina y UDP-azúcares. De acuerdo a su orden de 

clonación, existen siete tipos de enzimas ENPP, de las que solo tres hidrolizan nucleótidos, 

ENPP1, 2 y 3 (Stefan et al., 2006). Estas últimas son clasificadas como ecto-nucleotidasas 

pirofosfatas/fosfodiesterasas I alcalinas, constituidas por un único dominio intracelular, un 

dominio N-terminal intracelular y un dominio C-terminal largo que contiene el sitio activo 

(Abbracchio et al., 2006). 

 La fosfatasa alcalina 

Por último, la AP es una enzima encargada de la hidrólisis de nucleósidos tri, di- y 

monofosfato, así como pirofosfatos (Zimmermann, 1996, Zimmermann, 2000). 

La adenosina, producto final de la degradación extracelular de los nucleótidos se internaliza 

por transportadores de membrana, las proteínas SLC28 y SLC29, que se corresponden con 

los transportadores de nucleósidos acoplados a un gradiente de iones y de difusión 

facilitada, respectivamente. Este paso es fundamental para recuperar los niveles 

intracelulares de nucleótidos, y es un proceso que está muy regulado, sobre todo en tejidos 
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neurales. La actividad de los transportadores de difusión facilitada se regula por procesos de 

fosforilación-defosforilación como se ha descrito para otros transportadores de 

neurotransmisores como los transportadores de glicina (Sen et al., 1998, Delicado et al., 

1991).  

4.4.5 El sistema purinérgio en la neurogénesis y el mantenimiento de la homeostasis en el 

sistema nervioso 

El sistema purinérgico es uno de los sistemas de señalización que primero se expresan 

durante el desarrollo embrionario. De hecho, la inhibición de la señalización purinérgica 

durante esta etapa del desarrollo afecta tanto a la correcta proliferación de los progenitores 

neurales como a su diferenciación neuronal (Goldman et al., 1992, Lin et al., 2007). 

Numerosos estudios han destacado el papel que tienen los receptores purinérgicos sobre el 

correcto desarrollo embrionario. En este sentido, cabe destacar la acción del receptor P2Y1 

en la propagación de ondas de calcio de la RG, potenciando la proliferación celular y 

regulando el mantenimiento de la población de estas células madre (Weissman et al., 2004). 

Asimismo, en progenitores aislados de ratón se ha descrito la expresión de los receptores 

P2Y1, 2 y 4, cuya activación por ATP potenciaba la proliferación de los mismos, mientras que su 

inhibición bloqueaba la expansión de las neuroesferas (Lin et al., 2007). Además, los propios 

progenitores eran capaces de secretar ATP de forma esporádica. Otro de los receptores más 

interesantes es el P2X7, cuya expresión está regulada negativamente durante la 

diferenciación neuronal de las células madre embrionarias. De hecho la inhibición de su 

actividad favorece la diferenciación hacia neuroblasto (Young et al., 2011). De igual manera, 

la inhibición de la traducción del receptor P2X3 genera defectos en la formación del circuito 

craniofacial y sensorial (Kucenas et al., 2009). Estos resultados ponen de manifiesto el papel 

que ejercen estos receptores sobre la generación de nervios sensoriales y motoneuronas 

craniofaciales (Kucenas et al., 2009). Los receptores P2Y1 junto con los receptores P2Y13 

también parecen estar implicados en la diferenciación de neuronas de otras zonas de 

cerebro como las neuronas hicocampales, actuando de manera coordinada con los 

receptores inotrópicos P2X7 (del Puerto et al., 2012, Gomez-Villafuertes et al., 2009). En 

estos estudios también se mostró que esta interacción parece estar regulada por otro 

componente purinérgico, la fosfatasa alcalina específica de tejido (TNAP),  cuya actividad 

regula los niveles extracelulares de ATP en las inmediaciones neuronales controlando la 

formación del cono de crecimiento axonal (Diez-Zaera et al., 2011). Estudios recientes de 

nuestro grupo han verificado que el receptor P2X7 podría jugar un papel notable en el 

desarrollo del cerebro murino al expresarse de forma significativa en los órganos 

circumventriculares durante el desarrollo embrionario. Estos órganos albergan empalizadas 

de RG que sirven tanto como generadores de nuevas neuronas como organizadores 

secundarios del desarrollo por medio de la creación de gradientes de señalización. Estos 

estudios llevaron además a la identificación de un nuevo órgano cerebral durante el 

desarrollo del SNC, el órgano post arcuato (Ortega et al., 2021). 
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Sin embargo, la acción del sistema purinérgico no queda relegada al desarrollo embrionario, 

sino que continúa tanto en el período posnatal como en el estadio adulto. En trabajos 

recientes de nuestro grupo se ha prestado especial atención a otro componente purinérgico, 

el transportador vesicular de nucleótidos, VNUT, en el desarrollo posnatal del cerebelo. Este 

transportador se expresa mayoritariamente en la corteza cerebelosa. Además, VNUT se ha 

detectado en los progenitores de neuronas granulares y en neuronas inmaduras, lo que 

sugiere un papel del transportador en el desarrollo y maduración de este tipo neuronal 

(Menendez-Mendez et al., 2017). De hecho, la sobreexpresión de VNUT en la línea celular 

N2a diferenciada con ácido retinoico, disminuye la neuritogénesis (Menendez-Mendez et al., 

2015).  

La señalización purinérgica en el cerebelo se mantiene hasta el estadio adulto. Todos los 

tipos celulares presentes en la corteza cerebelosa expresan receptores purinérgicos, 

receptores de nucleótidos y receptores de adenosina (Courjaret et al., 2012, Deitmer et al., 

2006, Rudolph et al., 2016), y su activación podría ser vital para el mantenimiento de la 

función neuronal en situaciones de daño cerebral como en condiciones de estrés oxidativo, o 

estrés genotóxico. Nuestro grupo, utilizando cultivos primarios de neuronas granulares, la 

población más abundante de la corteza cerebelosa, y de astrocitos cerebelosos, ha 

demostrado que la estimulación de los receptores P2Y13 y los receptores P2X7 activa una 

serie de cascadas de señalización intracelular que induce la expresión de genes 

neuroprotectores como son la hemooxigenasa 1 (Espada et al., 2010) y las proteínas 

fosfatasas de especificidad dual, DUSP1, DUSP2 y DUSP6 (Miras-Portugal et al., 2019b, Perez-

Sen et al., 2019, Perez-Sen et al., 2015). Estas proteínas fosfatasas parece jugar un papel 

esencial en el control de la duración y la magnitud de la activación de las proteínas MAP 

quinasas en los diferentes compartimentos intracelulares (Queipo et al., 2017). La inducción 

de las actividades fosfatasas llevada a cabo tras la estimulación de los receptores 

nucleotídicos P2Y13 y P2X7 impide la sobreactivación de las MAP quinasas, p38 y ERKs, que 

se origina por la aplicación de estímulos dañinos como el tratamiento con peróxido de 

hidrógeno, agentes genotóxicos como el cisplatino, o la excitotoxicidad inducida por 

concentraciones elevadas de glutamato (Ortega et al., 2011b, Ortega et al., 2010, Perez-Sen 

et al., 2019). Estos estudios también revelaron que los nucleótidos podrían actuar como 

agentes neuroprotectores cuando se produjera una depleción de factores neurotróficos 

(Ortega et al., 2010). Además, en los astrocitos cerebelosos, la activación de los receptores 

P2Y2/P2Y4 potencia la señalización por calcio, activa las proteínas ERKs y estimula la 

migración celular. Mientras, que el tratamiento con prostaglandia E2 (PGE2) o con agonistas 

del receptor EP3 reduce los efectos producidos tras la activación de los receptores 

P2Y2/P2Y4, mediante la transactivación del receptor de EGF (Paniagua-Herranz et al., 2017). 

Otra de las áreas donde la señalización purinérgica está muy presente en el cerebro adulto, 

son, precisamente, los dos principales nichos neurogénicos (SGZ y SEZ). Sin embargo, esta 

tesis se centrará en su acción en la SEZ.  
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4.4.6 El sistema purinérgico en la SEZ adulta  

La señalización purinérgica también podría estar participando en el manteniendo del 

proceso de neurogénesis en la SEZ en el adulto. De hecho, la enzima NTPDasa2 está 

fuertemente expresada en los progenitores de dicho nicho, así como en la vía migratoria 

rostral (Braun et al., 2003). Su delección en ratones resulta en un aumento de la 

proliferación de los progenitores neuronales. Además, pone de manifiesto el papel de la 

enzima NTPDasa2 como regulador homeostático de la proliferación y expansión de los 

progenitores neurales mediada por los nucleótidos en condiciones basales (Gampe et al., 

2015b). 

Asimismo, en neuroesferas aisladas de la SEZ de ratón adulto, se ha detectado ARN 

mensajero de todos los receptores P2Y salvo del P2Y4 (Grimm et al., 2009, Mishra et al., 

2006). A tenor de estos resultados, se observó que la estimulación con ATP, ADP y UTP de 

los receptores P2Y1 y P2Y2 en cultivos de neuroesferas de la SEZ de ratón, generaba un 

aumento de la concentración de calcio intracelular, potenciando la proliferación de los 

progenitores neurales de manera sinérgica con los factores de crecimiento. Mientras que la 

aplicación de MRS2179, un antagonista del receptor P2Y1, atenuaba la proliferación de las 

neuroesferas inducida por los factores de crecimiento. Lo mismo ocurría en ratones KO para 

el receptor P2Y1 (Mishra et al., 2006). Igualmente, la estimulación intracerebroventricular 

con ATP potenciaba la proliferación de las NSCs en la SEZ de ratón (Boccazzi et al., 2014). 

Mientras que el incremento en el número de NSCs y progenitores neurales inducido por la 

estimulación intracerebroventricular con ATP, se veía inhibido cuando se pre-trataba 

intracerebroventricularmente con un antagonista del receptor P2Y1 (Suyama et al., 2012). 

Pero no solo los receptores P2Y modulan la neurogénesis, sino que el tratamiento de las 

NSCs con agonistas purinérgicos como ATP, UDP y ADPβS potencia la migración celular, así 

como diversos procesos que dirigen a las nuevas neuronas a sus sitios de destino. 

Probablemente, esta modulación es llevada a cabo por los receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y13 

(Grimm et al., 2009).  

Atendiendo a los receptores P2X, se ha demostrado que el receptor P2X7 regula la 

neurogénesis en condiciones patológicas, es decir cuando las células madre presentan una 

proliferación descontrolada. Dicho receptor se expresa en las células madre de la SEZ y en 

las células ependimarias (Genzen et al., 2009, Messemer et al., 2013). Por ello, se ha 

sugerido que este receptor controla el balance en el número de neuronas, promoviendo la 

apoptosis y necrosis de las NSCs (Delarasse et al., 2009, Ulrich and Illes, 2014). 

Todos estos hallazgos indican que el sistema purinérgico podría ser una diana farmacológica 

para modular la neurogénesis adulta en la SEZ. Sin embargo, cabe señalar que la mayoría de 

estos estudios se ha realizado en el modelo de cultivo de neuroesferas, o sobre poblaciones 

celulares. Por tanto, todavía queda mucho por conocer sobre el efecto que ejerce la 

señalización purinérgica sobre los diferentes tipos celulares generados durante la progresión 

del linaje neural.  
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En base a los antecedentes previamente indicados, en el presente trabajo se pretende 

responder a las cuestiones que siguen vigentes respecto a la biología celular de las NSCs. En 

concreto: I) ¿Dependen las NSCs de su nicho local o de programas intrínsecos para progresar 

en el linaje?, o ¿es una suma de ambos? II) ¿Puede una NSCs dar lugar a todos los tipos 

celulares, o presenta restricciones en la elección de su destino celular? III) ¿Cuáles son las 

vías de señalización, en concreto las directamente relacionadas con la señalización 

purinérgica, implicadas en la regulación del proceso de neurogénesis? Para abordar estas 

cuestiones, nos hemos centrado en el estudio del comportamiento de las NSCs en dos 

estadios y nichos neurogénicos distintos: el cerebelo posnatal y la zona subependimaria 

adulta. Asimismo, hemos analizado el papel del sistema purinérgico en la modulación de la 

neurogénesis posnatal y adulta. En cuanto al cerebelo posnatal y considerando la fuerte 

expresión de VNUT, hemos analizado el efecto de la modulación del transportador sobre la 

dinámica de los progenitores neurales cerebelosos. Mientras, que en la zona subpendimaria 

adulta nos hemos centrado en esclarecer el papel de los receptores de nucleótidos de tipo 

metabotrópico.  

Así, los objetivos fijados en el presente trabajo de investigación han sido: 

1. Consolidar un método de cultivo seguido de la video-microscopía de time-lapse que 

permita analizar, de forma simultánea, los tres nichos proliferativos contenidos en el 

cerebelo posnatal.  

2. Estudiar el papel del transportador vesicular de nucleótidos VNUT sobre estos nichos. 

3. Determinar los principales receptores de nucleótidos selectivos para ADP presentes 

en las poblaciones del linaje neural contenidas en la zona subependimaria adulta, 

mediante el estudio de su expresión, distribución  específica y funcionalidad. 

4. Análisis de la modulación in vitro del receptor P2Y13 sobre la neurogénesis de la zona 

subependimaria adulta.  

5. Estudio del papel modulador del receptor P2Y13 in vivo.  
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6.1 Material biológico 

6.1.1 Animales de experimentación 

Los estudios se han realizado con ratones C57BL/6 proporcionados por el animalario del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols (CSIC-UAM) y de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid. Los animales estaban estabulados con 

comida y agua ad libitum, temperatura controlada y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Para 

el estudio de los progenitores neurales de cerebelo se utilizaron ratones C57BL/6 de 

diferentes edades, recién nacidos (P0) y de 5 días posnatal (P5), 7 días posnatal (P7) y 15 días 

posnatal (P15). Para la realización de los cultivos de progenitores neurales de la zona 

subependimaria adulta se utilizaron de animales de entre 8 y 12 semanas.  

En todo momento la manipulación de los animales se realizó siguiendo la normativa 

internacional para el manejo de animales de experimentación de laboratorio (ICLAS y la 

normativa vigente en nuestro país (2010/63/EU; RD53/2013)). Los procedimientos fueron 

aprobados por el Comité de Ética y Experimentación Animal de la UCM así como por el 

órgano habilitado de la Comunidad de Madrid (PROEX 286/15 y PROEX 178.5/2020).  

6.1.2 Líneas Celulares 

En este trabajo se ha utilizado la línea celular de neuroblastoma de ratón Neuro2a (N2a), 

establecida a partir del tumor espontáneo de un ratón albino de la cepa A (Klebe, 1969).   

6.2 Equipos  

A continuación se detalla los equipos que se han utilizado para el desarrollo de este trabajo 

(Tabla 3).  
Tabla 3. Relación de los instrumentos utilizados 

Categoría Instrumento Modelo/Casa comercial 

Uso general Autoclave Presoclave – II/P Selecta 

Agitadores magnéticos Bunsen y Agimatic-S/Selecta 

Agitadores orbitales 
Rocker 3D/IKA y Polymax 

1040/Heidolph 

Baño termostatizado LAUDA Scientific 

Balanzas electrónicas de precisión ER-60A/A&D y FX-2000 

Termobloques 
Thermomixer comfort y 

Compact/Eppendorf 

Microcentrífuga 5414 R/Eppendorf 

Centrífuga 5702 R/Eppendorf 

Micropipetas Eppendorf y Gilson 

Puntas de pipeta (10 µL - 5000 µL) Diamond/Gilson 

Sistema de aspiración Vacusafe/Integra 

pHmetro pH  METER GLP-21/Crison 

Sistema de purificación de agua 
Elix 3 y Advantage Mili-

Q/Millipore 

Neveras y congeladores Liebherr 
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Ultracongelador Evolution/Froilabo 

Microscopio confocal TCS SPE/Leica 

Microscopio de contraste de fases 
invertido 

Nikon TE-2000 

Cultivos celulares Placas de cultivo 6 well Falcon BDScience 

Placas de cultivo 24 well Jet Biofil 

Cubreobjetos de vidrio Thermo Fisher Scientific 

Cubreobjetos de plástico Sarstedt 

Cubreobjetos con guía Eppendorf 

Filtros estériles Acrocap y Acrodisc/Pall 

Jeringas estériles Falcon BDScience 

Pipetas estériles Biofil 

Campana de flujo laminar vertical Angelantoni Life Science 

Incubador 
Galaxi 48R/New Brunswick 

Scientific 

Pipetas Pasteur de vidrio de punta fina Brand y Corning 

Tubos cónicos de centrífuga (15-50 mL) Jet Biofil y Axygen 

Tubos de microcentrífuga (0,5-2 mL) Axygen 

Cámara de Neubauer Brand 

Videomicroscopía de 
time-lapse 

Microscopio de campo claro/contraste 
de fase/fluorescencia 

Nikon TE-2000 

Objetivos CFI PLAN FLUOR DLLL 10X Nikon 

Objetivo CFI SUPER PLAN FLUOR ELWD 
AMD 20X 

Nikon 

Fluorescencia LED pE-300 Cool LED 

Sistema de termostatización 310M-201 OKO-Lab 

Sistema de incubación (CO2) OKO 
touch 

OKO-Lab 

Sistema motorizado Pro-ScanII Prior 

Cámara para microscopio de alta 
precisión versión 4.2 Andor zyla USB3 

ANDOR Zyla 

Software: NIS-Elements AR4.5 Nikon 

Expresión génica Puntas de pipetas con filtro (10-1000 
µL) 

DeckWorks/Corning 

NanoDrop One Thermo Fisher 

Microplacas de 96 pocillos Axygen 

Termociclador de PCR a tiempo real 
Step One Plus/Applied 

Biosystems 

Western Blot Espectofotómetro Biophotometer Plus/Eppendorf 

Equipo de electroforesis Mini-Protean/Bio-Rad 

Equipo de transferencia Mini-Trans-Blot/Bio-Rad 

Detector de quimioluminiscencia Las 500/GE Healthcare 

Inmunofluorescencia Criostato CM1950 Leica 

Vibratomo VT1000 S/Leica 

Microscopio confocal TCS SPE Leica 

Objetivo Nikon 20X Nikon 

Microfluorimetría de 
calcio 

Microscopio de fluorescencia Nikon TE-
200 

Nikon 

Objetivo Nikon 20X Nikon 

Cámara ORCA-ER C 47 42-80 Hamamatsu 
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Software: MetaFluor 6.2r Universal Imaging Corp 

Inyección 
estereotáxica 

Equipo estereotáxico digital RWD life science 

Bomba de perfusión KDS-310-PLUS/Kd scientific 

Micromotor rotatorio K.1070/Foredom 

Jeringa Hamilton 
7000 series Neuros 
siringes/Hamilton 

Lámpara MEB115/Leica SD6 

 

6.3 Reactivos y productos químicos 

Las soluciones y medios empleados se prepararon con sales inorgánicas de Merk y Sigma de 

grado analítico (pro anal.) disueltas en agua desionizada de alta calidad y pureza. En la Tabla 

4 se detallan los reactivos y compuestos utilizados en cada uno de los procedimientos 

experimentales realizados, así como la casa comercial que los suministra. 

Tabla 4. Relación de los diferentes reactivos y compuestos utilizados. 

Categoría y uso Reactivo Casa comercial 

Cultivo progenitores cerebelo 
Medio de cultivo 

 
 

Solución de disociación 

 
Neurobasal, suplemento B27, 

glutamina, antibióticos/antimicóticos,  
azul tripán 

 
 

Gibco 
Sigma-Aldrich 

Kit de digestión enzimática con papaína Worthington 

Poli-L-lisina de alto peso molecular 
(MW>300000) 

Biochrom AG 

Cultivo progenitores SEZ 
Solución de disociación 

 
 
 
 
 
 
 

Medio de cultivo 

 
Tripsina y hialuronidasa en polvo 

 
Sigma-Aldrich 

Poli-D-Lisina Sigma 

Solución 1: HBSS 10x, HEPES, 
D-(+)-glucosa 

Gibco 
Sigma-Aldrich 

Solución 2: HBSS 10, 
D-(+)-sacarosa 

Gibco 
Sigma-Aldrich 

Solución 3: HEPES, EBSS 1X, 
BSA 

Gibco 
Sigma-Aldrich 

Penicilina-estreptomicina, glutaMAX, 
suplemento B27, HEPES, Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium F12 (DMEM/F12) 

Gibco 

Cultivo línea celular N2a 
Medio de cultivo 

 
 

Transfección 

 
DMEM 
Tripsina 

 
Gibco 

Thermo Fisher 
Scientific 

LipofectaminaTM 3000 Thermo Fisher 
Scientific 

Farmacología 
Agonistas y antagonistas 

purinérgicos 
Inhibidores 

 
2MeSADP, MRS221 

 
Clodronato 

 
Tocris 

 
Sigma-Aldrich 
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Estudios de expresión génica 
Homogeneizador tejido 

 
Extracción y purificación de ARN 

 
RT-PCR 

 
Q-PCR 

 
Ultra-Turrax T8 

 
IKA 

Speedtools Total RNA Extraction Kit 
β-mercaptoetanol 

Etanol 

Biotools 
Calbiochem 

Merck 

Reactivos para la retrotranscripción y 
enzima M-MLV 

Invitrogen 

Lumino Ct QPCR Ready Mix 
Sondas Taqman Gene Expressión Assay 

 
Sondas de Universal ProbeLibrary 

Sigma-Aldrich 
Thermo Fisher 

Scientific 
Roche Life 

Science 

Inmunotransferencia 
Extracción de proteínas y 

determinación de concentración 
 
 

Electroforesis y transferencia 
 

 
 
 
 
 

Bloqueo y lavados 
 

Anticuerpos primarios 
 
 
 

Anticuerpos secundarios 

 
β-glicerol fosfato, EDTA, EGTA, MOPS, 

NaF, Ortovanadato, PMSF, Tris-HCl, NaCl 
Cóctel inhibidor de proteasas Complete 

Reactivo de Bradford 

 
Sigma-Aldrich 

 
Roche 

Bio-Rad 

Bis-acrilamida, azul de bromofenol, β-
mercaptoetanol, persulfato amónico, 

glicina, SDS, TEMED 
Patrón de peso molecular Spectra 

Multicolor Broad Range protein ladder 
Metanol 

Membranas PVDF 

BioRad 
 
 

Thermo Fisher 
Macron 

GE Healthcare 

Albúmina de suero bovino (BSA), Trizma, 
Tween-20 

Sigma-Aldrich 

Anti-P2Y1/13 
Anti-VNUT 

Anti-GAPDH 
Anti-α-tubulina 

Alomone Labs 
MBL 

Merck-Millipore 
Sigma-Aldrich 

Anti-IgG de ratón-HRP, anti-IgG de conejo-
HRP 

Dako 

Inmunocitofluorescencia  e 
inmunohistofluorescencia 

Inclusión de tejidos 
 

Fijación y bloqueo 
 

Anticuerpos primarios 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Tissue-Tek, O.C.T. (Optimal Cutting 
Temperature médium) 

 
 

Sigma-Aldrich 

p-formaldehído, suero fetal bovino, BSA, 
Triton X-100 

Sakura 

Anti SOX2 (in vitro) 
Anti SOX2 (in vivo) 

Anti VNUT (biotinilado) 
Anti GFAP 

Anti βIII Tubulina 
Anti Dcx 

Anti VGLUT1 
Anti VGAT (biotinilado) 

Anti Sinaptofisina 
Anti Sinaptobrevina 

Anti LAMP-1 
Anti nestina 

Anti O4 

Abcam 
ABclonal 

MBL 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 

Millipore 
Synaptic Systems 
Synaptic Systems 

Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 

Santa Cruz 
Merck Millipore 
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Biotina/estreptavidina 
 
 

Anticuerpos secundarios 
fluorescentes 

 
 
 

Tinción nuclear 
 

Montaje 

Anti ki67 
Anti Mash1 

Anti GFP 

Fisher Scientific 
BD Biosciences 

AvesLab 

Anticuerpos biotinilados anti-IgG de 
conejo y de ratón 

Estreptavidina 488, 594, 647 

Thermo Fisher 
Scientific 

Alexa 488 anti-IgG de conejo y de ratón 
Alexa 594 anti-IgG de conejo y de ratón 

Alexa 647 anti-IgG de conejo y ratón 
Anti 488 anti-IgG2b de ratón 
Anti 649 anti-IgG1 de ratón 

Thermo Fisher 
Scientific 

DAPI Thermo Fisher 
Scientific 

Medio de montaje Aqua Poly-mount PolySciences 

Microfluorimetría de calcio 
Sonda fluorescente de calcio 

 
Fura-2-AM 

 
Molecular Probes 

Electrofisiología 
Fármacos 

 
GABA, serotonina, glutamato y MK-801 

 
Sigma-Aldrich 

Perfusión 
Anestésicos 

 
Anesketin (ketamina) 

Xylasol (xilacina) 

 
Dechra 

Laboratorios 
Karizoo 

Inyección estereotáxica  
Solución Sleep 

 
 

Solución Awake 

 
Fentanilo 

Dormicum (midazolam) 
Dormitor (Hidrocloruro de medetomidina) 

 
Dechra 

Normon 
Fatro 

Buprenorfina 
Hidrocloruro de atipamezon 

Flumazenilo 

Pharma 
Karizoo 

Fresenius Kabi 

 

Tabla 5. Relación de soluciones utilizadas en el cultivo de los progenitores neurales de cerebelo posnatal de 
ratón. Previo a la realización del cultivo de los progenitores de cerebelo hay que reconstituir los distintos viales 

del Kit de digestión enzimática con papaína que se utilizarán en cada paso. 

Soluciones Composición 

Inhibidor albúmina-
ovomucoide 

Añadir 32 mL de EBSS al vial 4 y mantenerlo a -20 °C en alícuotas de 4 
mL.   

Solución de ADNasa Añadir al vial 3 500 µL de EBSS y 5 µL APV (5 mM). 

Solución de papaína 

Añadir al vial 2, 5 mL de EBSS y 50 µL APV (5 mM) e incubar durante 
15 min en un incubador de atmósfera controlada de CO2 al 5%, 
saturada de humedad y temperatura constante a 37°C. Después, 
añadir 250 µL del vial 3 reconstituido.  

Medio de cultivo 
Neurobasal suplementado con 2% de B-27, 100 U/mL de penicilina, 
100 μg/mL estreptomicina, anfotericina 0,25 μg/mL  y glutamina 0,5 
mM. 
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Tabla 6. Relación de soluciones utilizadas en el cultivo de los progenitores de la zona subependimaria 

Soluciones Composición 

Solución 1 (HBSS-glucosa) 
6 mL de D-(+)-glucosa al 45% (w/v), 7,5 mL de HEPES 1M, 50 mL 
de HBSS 10X en agua pura filtrada hasta un volumen final de 
500 mL (pH 7,5). 

Solución 2 (sacarosa-HBSS) 
154 g de D-(+)-sacarosa, 25 mL HBSS 10X en agua pura filtrada 
hasta un volumen final de 500 mL (pH 7,5). 

Solución 3 (BSA-EBSS-HEPES) 
10 mL de HEPES, BSA al 4% (w/v) en EBSS hasta un volumen 
final de 500 mL (pH 7,5). 

Medio de cultivo 
DMEM-F12 suplementado con B27 al 2%, 100 U/mL de 
penicilina, 100 μg/mL estreptomicina y glutamina 0.5 mM. 

 

Tabla 7. Relación de soluciones utilizadas para la realización de los distintos procedimientos experimentales 
in vitro e in vivo. 

Solución Composición 

Master mix 
(Retrotranscripción ARN) 

23 μL tampón de la transcriptasa reversa M-MLV 5X, 1 μL de ARNse 
outTM (40U), 2 μL de transcriptasa reversa M-MLV 400 UI, 4 μL de 
desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) 10 mM y de DTT 0,1 M y 5 μL 
de agua libre de endonucleasas. 

Tampón de lisis para 
extracción de proteínas de 

tejido 

Tris-HCL 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, 1% NP40 X-100, inhibidor 
de proteasas de Roche 1x y ortovanadato 1 mM. 

Tampón de lisis para 
extracción de proteínas de 

cultivos 

MOPS (ácido Morfolino-Propano-Sulfónico) 20 mM, β-
glicerolfosfato 40 mM, NaF 50 mM, EDTA 5mM, ortovanadato 1 
mM, 0,5% (v/v) Triton X-100, EGTA (Ácido Etilenglicol-bis(2-
Aminoestiléter)-N,N,N’n’-Tetraacético) 2 mM, cóctel inhibidor de 
proteasas y 0,2 mg/mL de PMSF (Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo). 

Tampón de carga 4X 
Tris-HCl 125 mM pH 6,8, glicerol al 50% (v/v), azul de bromofenol 
al 8% (p/v), β-mercaptoetanol al 5% (v/v). 

Tampón de electroforesis Tris 2 5mM, glicina 200 mM, 0,1% SDS, pH 8,3. 

Tampón de transferencia Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v), pH 8,3. 

Solución anestésica para 
perfusión 

1 mL de Ketamina al 10% (100 mg/kg de peso corporal), 0,25 mL de 
hidrocloruro de Xilacina al 2% (mg/kg de peso corporal) y 2,5 mL 
de suero salino. 

Solución de almacenamiento 
de secciones histológicas 

30 mL de glicerol, 30 mL de etilenglicol y 10 mL de tampón fosfato 
10X en agua pura filtrada (V. final = 100 mL). 

Tampón fosfato 10X 6,5 g de NaH2PO4 en agua pura filtrada hasta 50 mL (pH 7,4) 

Locke de perfusión 
NaCl 140 mM, KCl 4,7 mM, CaCl2 2,5 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 
1,2 mM, Glucosa 5,5 mM, HEPES 10 Mm (pH 7,4). 

Solución sleep 
Fentanilo 5 µg/mL, midazolam 0,5 mg/mL e hidrocloruro de 
medetomidina 1 mg/mL en suero salino hasta un volumen final de 
5 mL. 

Solución awake 
Buprenorfina 0,3 mg/mL, hidroclorudo de atipamezol 0,25 mg/mL 
y flumazenilo 50 µg/mL en suero salino hasta un volumen final de 5 
mL. 
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6.4 Métodos 

6.4.1 Obtención y cultivo de progenitores neurales de cerebelo posnatal de ratón 

Para el aislamiento y obtención de progenitores neurales de cerebelo posnatal se utilizaron 

ratones de la cepa C57BL/6 a día posnatal 0 (P0) o P5. Los ratones se sacrificaron por 

decapitación y la cabeza se colocó en una placa Petri de 60 mm de diámetro con medio 

Neurobasal (NB) frío. Para localizar la parte posterior del cráneo se sujetó la cabeza con unas 

pinzas de 13 cm. A continuación, se insertó a través del foramen magnum unas microtijeras 

de disección y se realizó un corte hacia los ojos. Tras ello, se separó la piel de la cabeza con 

unas pinzas curvas y se levantó el cráneo, dejando el cerebro visible. Seguidamente, se 

separó el cerebelo del resto del cerebro y se retiraron las meninges con agujas hipodérmicas 

30G. Los cerebelos se depositaron en una placa de 35 mm con EBSS (Earle´s Balanced Salt 

Solution) frío.  

Tras la extracción de todos los cerebelos, se cambió el medio EBSS por la solución de 

papaína (Tabla 5) y se disgregaron mecánicamente con un bisturí. A continuación se 

mantuvieron durante 45 minutos en un incubador de atmósfera controlada de CO2 al 5%, 

saturada de humedad y temperatura constante a 37°C, para favorecer la digestión 

enzimática del tejido. Tras la disociación enzimática se recogieron los fragmentos con una 

pipeta Pasteur siliconizada y se transfirieron a un tubo cónico de centrífuga de 15 mL. La 

completa disgregación del tejido se obtuvo realizando 10-15 pases subiendo y bajando con 

una pipeta Pasteur siliconizada. Tras ello, se centrifugó a 37°C la mezcla homogénea durante 

5 min a 200 g  y el sedimento obtenido se resuspendió en una solución que contenía 2,7 mL 

de EBSS, 300 µL de vial 4, 150 µL  de la solución de ADNasa (vial 3) y 30 µL de APV (5mM). 

Para ello se pipeteó la mezcla subiendo y bajando varias veces con la pipeta Pasteur 

siliconizada. Posteriormente, se transfirió lentamente a otro tubo de 15 mL que contenía la 

solución de inhibición (vial 4), formando así un gradiente de densidad que debe ser 

claramente visible. Seguidamente, se centrifugó a 37°C durante 5 min a 200 g y se 

resuspendió el sedimento en 2 mL de medio NB. Después, se realizó el contaje del número 

de células aisladas en una cámara de Neubauer utilizando el colorante vital azul tripán. Las 

células viables eran aquellas que no incluían el colorante. La densidad celular (N° células/mL) 

se calculó siguiendo esta ecuación:  

N° células/mL =  N° células contadas x 104 x Factor de dilución. 

Los progenitores neurales de cerebelo se sembraron a una densidad de 50.000 células/cm2 

en el medio de cultivo (Tabla 5) en una placa multiwells P24 tratada el día anterior con Poli-

L-Lys (PLL) a 10 μg/mL disuelta en agua ultrapura estéril (Figura 11). Seguidamente se añadió 

el clodronato (100 nM) a los pocillos correspondientes. Para la realización de los 

experimentos de electrofisiología la siembra se realizó en cubreobjetos de vidrio 

previamente tratados con PLL. Tras 24 horas se cambió el medio por medio de cultivo fresco 

y se volvió a añadir el clodronato en los pocillos correspondientes. Los cultivos se 
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mantuvieron en un incubador de atmósfera controlada de CO2 al 5%, saturada de humedad 

y temperatura constante a 37°C. 

 

Figura 11. Representación esquemática de la obtención y siembra de los progenitores de cerebelo posnatal 

6.4.2 Aislamiento de progenitores neurales de la zona subependimaria de cerebro de ratón 

adulto  

Para el aislamiento y obtención de los progenitores neurales de la zona subependimaria se 

utilizaron ratones de 2-3 meses de edad de la cepa C57BL/6. Dichos ratones se sacrificaron 

por inhalación de CO2 y posterior dislocación cervical y decapitación. Posteriormente se 

extrajeron los cerebros y se introdujeron en un tubo cónico de centrífuga de 50 mL con 

medio de disección frío (HBSS 1X y HEPES 1M). Tras ello, se realizó la extracción de la zona 

subependimaria en una placa Petri de 35 mm con medio de disección frío y con ayuda de 

una lupa Optika LAB-20 (Figura 12). Para ello a la altura del quiasma óptico se realizó un 

corte coronal y se separaron ambos hemisferios. Posteriormente, se abrieron los ventrículos 

con ayuda de unas pinzas de disección y con unas microtijeras se diseccionó la zona 

subependimaria y se depositó en un tubo cónico de centrífuga de 15 mL con medio de 

disección frío.  
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Figura 12. Aislamiento de la zona subependimaria. (a) Vista ventral del cerebro de ratón adulto. Se señala la 
zona de corte a la altura del quiasma óptico. (b) Vista dorsal del cerebro tras el corte. Se señala la zona de corte 
para separar los dos hemisferios. (c) Vista medial del hemisferio izquierdo. Con unas pinzas se abre el 
ventrículo de caudal a rostral. (d) Imagen de la pared lateral del ventrículo lateral delimitada con dos 
asteriscos. (e) Con una microtijeras se corta el perímetro de la SEZ y se separa de estriado. (f) Vista de la SEZ 
aislada Imagen modificada de (Ortega et al., 2011a) 

Tras el aislamiento de todo el tejido, se aspiró el medio de disección y se añadieron 5 mL de 

solución de disociación (3,4 mg de tripsina y 3,5 mg de hialuronidasa en 5 mL de solución 1,  

(Tabla 6) filtrada utilizando un filtro de 0,2 m de diámetro de poro. Se procedió a la 

incubación del tejido a 37°C durante 14 min para su digestión enzimática. Tras ello, se dieron 

entre 8 y 10 pases subiendo y bajando con una pipeta de 5 mL y se realizó una segunda 

incubación durante 14 min adicionales a 37°C. Pasados los 14 min, se paró la digestión 

enzimática añadiendo 5 mL de solución 3 (Tabla 6) con una pipeta de 10 mL y se dieron 10 

pases adicionales. El volumen resultante se pasó por un filtro de 70 μm de poro a un tubo 

cónico de centrífuga de 50 mL. A continuación, se traspasó el volumen filtrado a un tubo 

cónico de centrífuga de 15 mL y se centrifugó a 4°C durante 5 min a 300 g. Tras descartar el 

sobrenadante, se resuspendió el sedimento obtenido en 10 mL de solución 2 fría (Tabla 6) y 

se centrifugó a 4°C durante 10 min a 700 g. Posteriormente, se resuspendió el sedimento en 

1 mL de solución 3 fría y después se añadieron otros 12 mL de la misma solución. A 

continuación, se centrifugó a 4°C durante 7 min a 400 g. Finalmente, el sedimento obtenido 

se resuspendió en medio de cultivo. La suspensión celular resultante se sembró en una placa 

multiwell P24 tratada previamente con poli-D-Lys (PDL) en agua ultrapura estéril a 0,1 

mg/mL. En función del procedimiento experimental a realizar la suspensión celular se 

sembró en gota 100 μL/pocillo sobre cubreobjetos de plástico o directamente sobre el fondo 

del pocillo (Figura 13). 

Los cultivos se mantuvieron en un incubador de atmósfera controlada de CO2 al 8%, 

saturada de humedad y temperatura constante a 37°C durante 2 horas. Transcurridas las 2 

horas se añadieron 400 μL adicionales de medio de cultivo por pocillo y los agentes 

farmacológicos correspondientes (2MeSADP 1mM, MRS221 1mM y MRS2179 1 mM). Los 

cultivos se mantuvieron en las condiciones indicadas anteriormente y a las 24 horas se 

añadieron 500 μL de medio de cultivo y los agentes correspondientes.  



Materiales y métodos 

68 
 

 

Figura 13. Representación esquemática de la obtención de progenitores de la zona subependimaria adulta 

6.4.3 Cultivos de la línea celular de neuroblastoma de ratón N2a 

Las células N2a se cultivaron en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) de alto contenido en glucosa (4500 mg/L glucosa) suplementado con 100 U/mL de 

penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, GlutaMAX 1% y 10% de suero fetal bovino 

inactivado (FBSi) en un incubador de atmósfera controlada de CO2 al 5%, saturada de 

humedad y una temperatura de 37°C. Después, se tripsinizaron y resembraron en botellas 

de 75 cm2 de tampón ventilado en pases de 1:3-1:6 cada dos o tres días para su correcto 

mantenimiento.  

6.4.4 Videomicroscopia de time-lapse y seguimiento del comportamiento celular 

Primeramente, se realizó una marca en la base de la placa de cultivo con las células 

sembradas como punto de referencia (coordenadas x,y,z=0,0,0). A continuación, se colocó 

sobre la platina termostatizada a 37°C y 8% de CO2 de del microscopio Nikon TE-200, y se 

esperó 20 min para que se estabilizara el sistema, evitando así alteraciones en el enfoque. 

Seguidamente se inició el software NIS-elements AR 4.5 de Nikon y, dentro de este, el 

módulo de timelapse (ND-acquisition) y se seleccionaron las condiciones del experimento, la 

duración, los ciclos de adquisición de las imágenes, etc. Tanto para la monitorización del 

comportamiento de los progenitores neurales del cerebelo como de la zona subependimaria 

la duración fue de 4-5 días y se usaron ciclos de 5 min. Después, se buscó la marca 

previamente realizada cuyas coordenadas se definieron como el punto de referencia 
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(posición 1). A partir de ahí, se seleccionaron las distintas posiciones (coordenadas x e y) y se 

ajustó el foco (coordenada z). De cada pocillo se eligieron entre 10 y 15 campos distintos. A 

continuación, se determinó el tipo de adquisición (longitudes de onda) y el tiempo de 

exposición, que fueron campo claro y 10-50 ms, respectivamente.  

Una vez elegidos todos los parámetros se inició el experimento, que se re-enfocó cada día 

para evitar la pérdida de foco y por lo tanto de calidad de video, lo que podría impedir un 

correcto seguimiento de las células en cultivo. Al finalizar el experimento, se realizó una 

inmunocitofluorescencia.   

6.4.4.1 Procesamiento de los datos 

Antes de comenzar con el seguimiento de las células individuales, se procesaron las 

imágenes obtenidas siguiendo las instrucciones del manual de usuario del software 

(https://bsse.ethz.ch/csd/ software/ttt-and-qtfy.html).  

En primer lugar se renombró el canal de las imágenes obtenidas, cambiándolo de c1 a c0 

para campo claro. Para las imágenes de fluorescencia se cambió c1 por c2 para FICT, por c3 

para CY3 y por c4 para CY5. Después, se convirtieron las imágenes renombradas al formato 

PNG. Por último, se definieron los marcadores para la posición (xy), el tiempo (t) y el canal 

(c), mediante el software tTt Converter tool.  

6.4.4.2 Seguimiento de célula única.  

El análisis de las imágenes se realizó con el software tTt, a través del cual se llevó a cabo el 

seguimiento de las células de interés en la posición seleccionada. Este software es de libre 

acceso (https://bsse.ethz.ch/csd/software/ttt-and-qtfy.html). 

Primeramente se seleccionó la posición a analizar y se cargaron todas las imágenes de la 

posición, abriéndose así una pantalla que mostraba todas las imágenes obtenidas durante el 

experimento. Seguidamente se comenzó el seguimiento de célula única presionando la tecla 

F2, se situó el puntero del ratón sobre la célula que se quería seguir y se presionó la tecla 0. 

Durante la progresión del experimento se registraron los diferentes eventos que sufría la 

célula, pulsando las opciones de división celular, apoptosis o pérdida de la célula que se 

muestran en la ventana de edición celular. Estos eventos aparecerán en el árbol de linaje. El 

procedimiento se repitió para todas las posiciones del experimento.  

Una vez finalizado el seguimiento del experimento se procedió al exportado de los datos 

mediante la opción “Export menu”. De cada célula analizada se exportó el árbol del linaje 

(Export tree),  los datos de duración de ciclo celular y migración (Cell speed), así como, la 

película a través de la pantalla “Movie Window”.  Las películas se ensamblaron con el 

programa ImageJ. 
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6.4.5 Estudios de expresión génica 

Los estudios de expresión génica se realizaron a través de la técnica de transcripción inversa, 

seguida de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa a tiempo real, 

permitiendo la cuantificación relativa de los transcritos expresados.  

6.4.5.1 Extracción ARN 

La obtención de ARN total de las muestras se realizó siguiendo el protocolo indicado por el 

fabricante del kit comercial “SpeedToold Total RNA Extraction kit”. Dicho kit se basa en la 

adsorción del ARN a una columna de gel de sílice en presencia de agentes caotrópicos.  

La extracción de ARN a partir de los cultivos de progenitores neurales del cerebelo precisó 

aunar varios pocillos para obtener una cantidad de ARN detectable y de elevado grado de 

pureza, ya que estos cultivos se siembran a muy baja densidad. Para la realización del 

procedimiento, se aspiró el medio de cultivo de las placas y se añadieron 350 μL de tampón 

de lisis con β-mercaptoetanol divididos entre el número de pocillos que se iban a aunar. Con 

la ayuda de raspadores celulares estériles se lisaron las células. Todo el procedimiento de 

extracción de ARN se realizó en condiciones libres de ARNasas. 

Los lisados obtenidos se transfirieron a tubos de 1,5 mL libres de ARNasas y se homogeneizó 

mediante el empleo del vórtex. Tras ello, el lisado celular se transfirió a una columna de 

filtrado sobre un tubo colector de 2 mL y se centrifugó durante 1 min a 11.000 g. De esta 

manera se consigue reducir la viscosidad del lisado y se obtiene una mayor clarificación del 

mismo. Tras la centrifugación, se retiró la columna y se añadieron al lisado 350 μL de etanol 

al 70% pipeteando arriba y abajo hasta conseguir una apariencia homogénea. La mezcla se 

cargó en una columna de unión del ARN sobre un tubo colector de 2 mL y se centrifugó 

durante 30 segundos a 11.000 g, induciendo la unión del ARN a la membrana de sílice. Se 

desechó el tubo colector y la columna se introdujo en un nuevo tubo, se añadieron 350 μL 

de tampón DBR, y se centrifugó durante 1 min a 11.000 g para producir el desalado de la 

membrana de sílice. Después, se llevó a cabo la digestión del ADN, para ello se preparó en 

otro tubo estéril de 1,5 mL la mezcla ADNasa-tampón ADNasa con 10 μL de ADNasa y 90 μL 

de tampón de ADNasa para cada muestra. Se añadieron 95 μL de mezcla ADNasa-tampón 

ADNasa y se incubó a temperatura ambiente durante 15 min. Tras la digestión, se realizaron 

3 lavados para aclarar la membrana de sílice. Para ello, se añadieron 200 μL de tampón de 

lavado WR1, el cual inactiva a la ADNasa y se centrifugó a 11.000 g durante 30 segundos. 

Para el segundo lavado se añadieron 600 μL de tampón de lavado WR2 y se centrifugó 

durante 30 segundos a 11.000 g. El último lavado se realizó añadiendo 250 μL de tampón 

WR2 y se centrifugó a 11.000 g durante 2 min. Por último la columna se colocó en un nuevo 

tubo colector de 1,5 mL y se añadieron 30 μL de agua libre de ARNasa y se centrifugó 

durante 1 min a 11.000 g, produciéndose la elución del ARN.   

La obtención del ARN total de muestras de tejido se realizó homogeneizando el tejido con 

tampón de lisis en tubos de 1,5 mL, disgregándolo mecánicamente con uno homogeneizador 

de tejido. Después se siguió con el mismo protocolo utilizado con los cultivos celulares.  
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6.4.5.2 Determinación de la concentración y grado de pureza del ARN extraído  

La concentración del ARN de las distintas muestras se estimó midiendo la absorbancia a 260 

nm con ayuda de un dispositivo NanoDrop. El grado de pureza se calcula a partir del cociente 

entre el valor de la absorbancia de la muestra a 260 nm y a 280 nm (A260/A280). Un valor igual 

o muy próximo a 2 de dicho cociente indica que la solución de ARN tiene un nivel de pureza 

óptimo.  

6.4.5.3 Retrotranscripción del ARN 

Tras la cuantificación del ARN purificado, se tomó 1 μg del mismo y se añadió agua libre de 

endonucleasas hasta hacer un volumen final de 70 μL. A continuación se añadieron 6 μL de 

Random Primers a cada mezcla, obteniendo un volumen final de 76 μL. Dicha mezcla se dejó 

incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se añadieron 39 μL de 

la master mix (Tabla 7), y se incubó durante 1 hora y 30 minutos en un termobloque a 37°C. 

Posteriormente, se paró la reacción mediante la inactivación de la transcriptasa reversa por 

choque térmico en un termobloque a 70°C durante 15 min.  

6.4.5.4 PCR cuantitativa en tiempo real 

La PCR cuantitativa en tiempo real se basa en la relación directa que existe entre la cantidad 

de ADN molde inicial y el producto amplificado a partir del mismo, lo que permite la 

cuantificación de genes en una muestra de ADN. El proceso de amplificación se siguió 

mediante el uso de sondas de hibridación TagMan MGB, las cuales están unidas a moléculas 

fluorescentes que permiten la detección y cuantificación de los productos que se van 

obteniendo en la reacción. Para la cuantificación de los genes bajo estudio se utilizaron 

sondas fluorescentes de Roche marcadas con el fluoróforo FAM en el extremo 5’ y en el 3’ 

con NFQ-MGB. Los oligonucleótidos cebadores empleados para Atoh1, Neurod1, Cntn2, 

Ptfa1 y Neurog1 fueron: 

Tabla 8. Secuencia de parejas de oligonucleótidos cebadores empleados en los experimentos de PCR 
cuantitativa 

Gen Sentido (forward) Antisentido (reverse) 

Atoh1 TGCGATCTCCGAGTGAGAG TCTCTTCTGCAAGGTCTGATTTT 

Nuerod1 CGCAGAAGGCAAGGTGTC TTTGGTCATGTTTCCACTTCC 

Cntn2 CCCTTCCCGCACTCTAGG GTTTCAGGCAAAGGCAGAGT 

Ptfa1 CACCGACCAGTCCTCTCG GAACTCTACTTCTGCTTGCTCGT 

Neurog1 GACACTGAGTCCTGGGGTTC CAGAGAGTGGTGATGCCACA 

 

A medida que avanza el número de ciclos de la PCR se incrementa el número de copias de 

producto generado, de tal manera que la intensidad de la fluorescencia emitida aumenta 

proporcionalmente a la cantidad de amplicón sintetizado. Este aumento de fluorescencia es 

detectado por el termociclador que lo representa frente al número de ciclos de la reacción. 



Materiales y métodos 

72 
 

Cuando el valor de fluorescencia es superior al de la fluorescencia basal, se alcanza el ciclo 

umbral o Ct (del inglés Cycle threshold). 

Para la realización de la Q-PCR se utilizó el kit de amplificación LuminoCt qPCR Ready Mix 

utilizando placas de 96 pocillos, las cuales se analizaron en un termociclador StepOnePlus 

Real-Time PCR System. Para cada muestra se preparó la siguiente mezcla: 12,5 μL de 

LuminoCt Ready Mix, 2,5 μL de tARN (30 ng/mL) y 0,25 μL de ROX. Además, cuando se 

utilizaron sondas fluorescentes Taqman se añadieron 1,25 μL de dicha sonda y 3,5 μL de 

agua ultra pura. Por el contrario, cuando se utilizaron sondas fluorescentes de Roche se 

añadieron 1,25 μL del oligo 5´ y del oligo 3’, así como 0,5 μL de sonda y 1,75 μL de agua ultra 

pura. Para cada muestra se utilizaron 5 μL de ADNc molde por pocillo sobre los que se 

añadieron 20 μL de la mezcla anterior. La reacción se desarrolló en una fase de activación de 

la polimerasa durante 20 ciclos a 95°C, seguida de una fase de desnaturalización durante 1 

segundo a 95°C y una fase de hibridación y elongación durante 20 segundos a 60°C.   

La cuantificación de la expresión de cada transcrito se llevó a cabo por el método 2 delta-

delta Ct (2-ΔΔCt) utilizando la expresión del gen GAPDH como control interno de amplificación, 

utilizándose las siguientes ecuaciones: 

𝛥𝐶𝑡1 = 𝐶𝑡 (𝐺𝑒𝑛 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠) − 𝐶𝑡 (𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻) 

𝛥𝐶𝑡2 = 𝐶𝑡 (𝐺𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) − 𝐶𝑡 (𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻) 

𝛥𝛥𝐶𝑡 = 𝛥𝐶𝑡1 (𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠) − 𝛥𝐶𝑡2 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) 

2−𝛥𝛥𝐶𝑡 

El resultado de 2-ΔΔCt indica el cambio expresado en número de veces del gen de interés en 

las células tratadas con respecto a las células control.  

6.4.6 Inmunotransferencia 

6.4.6.1 Extracción de proteínas totales 

Para la extracción de las proteínas totales de la zona subependimaria de ratón adulto se 

procedió primero al sacrificio de los animales por medio de inhalación de CO2 y posterior 

dislocación cervical y decapitación. Tras ello, se diseccionó el tejido en PBS frío separando la 

zona dorsal de la ventral y depositándolas en tubos eppendorf de 2 mL. Seguidamente se 

congelaron los tejidos en nieve carbónica, almacenándose hasta su uso a -80°C. En el caso de 

la extracción de proteínas totales de cerebelo de ratón P0 y P5 el sacrificio se realizó por 

decapitación y se extrajeron los cerebelos, que se almacenaron también en tubos eppendorf 

de 2mL a -80°C.  

Para la extracción de proteínas se incubaron los tejidos con 400 µL de tampón de lisis (Tabla 

7) durante 1-2 horas en la noria a 4°C. Pasado este tiempo, se centrifugó a 13.800 g durante 

15 min a 4°C. 

Para la extracción de proteínas de los cultivos celulares se aspiró el medio de las 

placas/pocillos y se añadió tampón de lisis frío (Tabla 7) utilizando raspadores celulares 
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estériles se recogieron los lisados celulares en frío, se transfirieron a un tubo de 1,5 mL y se 

centrifugaron a 16.000 g durante 10 minutos a 4°C. 

Tras la centrifugación de los lisados de cultivos celulares y de tejido, se recogieron los 

sobrenadantes y se almacenaron en  tubos de 1,5 mL. Tras ello, se cuantificó la 

concentración de proteína total mediante el método de Bradford. Dicho método 

colorimétrico se basa en el cambio de absorbancia del colorante Azul de Coomasie de 465 

nm a 595 nm por desprotonación de sus grupos ionizables cuando se produce su unión a 

proteínas. Por lo tanto, la cantidad de proteína es directamente proporcional al incremento 

de la absorbancia a 595 nm. Interpolando los valores de absorbancia obtenidos a 595 nm en 

una recta de patrón de BSA se obtiene la concentración de proteína de las muestras. 

6.4.6.2 Electroforesis, transferencia de proteínas y revelado de membranas 

El extracto de proteína obtenido previamente se mezcló con tampón de carga 4X (Tabla 7). 

El volumen de tampón de carga se estimó en cada muestra para que quedase a una 

concentración final de 1X. Una vez preparadas las muestras, se cargaron en geles de 

poliacrilamida al 12% (p/v). La electroforesis se llevó a cabo a un voltaje constante de 130 

voltios en tampón de electroforesis (Tabla 7) en el sistema mini-Protean 3 en frío.  

Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PDVF). Dichas membranas se habían incubado previamente durante 30 

segundos en metanol, seguidos de 5 minutos en agua destilada y 30 minutos en tampón de 

transferencia (Tabla 7). La transferencia se realizó en un sistema mini-Trans Blot en 

condiciones de amperaje constante (240 mA) durante 80 minutos en frío. 

Tras la transferencia, las membranas se bloquearon en solución de bloqueo (TBS-Tween-20 

al 0,1% (v/v) con leche desnatada deshidratada al 5% (v/v) o BSA al 3% (v/v)) durante 1 hora 

en un agitador orbital a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, se incubaron las 

membranas con los anticuerpos primarios en la solución de bloqueo toda la noche a 4°C. Los 

anticuerpos utilizados y sus concentraciones se encuentran referidos en la Tabla 9. Tras la 

incubación, se eliminó el exceso de anticuerpos de las membranas con 3 lavados con tampón 

TBS-Tween al 0,1% (v/v). A continuación, se incubaron las membranas durante 1 hora a 

temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de 

rábano (anti-IgG HRP de ratón o conejo con una dilución de 1/5000 y 1/1000 

respectivamente). El exceso de anticuerpos secundarios se eliminó con 3 lavados de TBS-

Tween al 0,1 % (v/v). El revelado de las membranas se realizó mediante la incubación de las 

mismas en líquido de revelado, el cual contiene luminol, durante 1 minuto a temperatura 

ambiente. El luminol es oxidado por la peroxidasa, emitiendo una señal luminiscente que se 

registra. Dicha señal se registró con el sistema ImageQuant LAS 500 TL v8.1.  

Mediante el programa ImageQuant TL se cuantificó la intensidad de las bandas 

correspondientes a las proteínas detectadas, las cuales se estandarizaron respecto a las 

proteínas de expresión constitutiva, glicerol fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y α-tubulina.  
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Tabla 9. Anticuerpos primarios y sus correspondientes diluciones utilizados en los ensayos de Western blot  

Anticuerpo primario Dilución Generado Nº de catálogo 

Anti P2Y1 1/100 Conejo Cat# APR-017 

Anti P2Y13 1/100 Conejo Cat# APR-009 

Anti VNUT 1/500 Conejo Cat# BMP079 

Anti GAPDH 1/1000 Conejo Cat# G9545-20 

Anti α-Tubulina 1/10000 Ratón Cat# T5168 

6.4.7. Inmunocitofluorescencia 

Para los estudios de inmunocitofluorescencia se retiró el medio de los pocillos y las células 

sembradas en cubreobjetos o en el fondo del pocillo se fijaron con paraformaldehído (PFA) 

al 4% preparado en PBS durante 10 min. Después se hicieron 3 lavados con PBS y se 

incubaron con la  solución de bloqueo (PBS, 2% BSA, 0,2% Triton X-100 (v/v)) durante 1 hora 

a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos primarios en la 

misma solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos utilizados y sus 

concentraciones se encuentras en la Tabla 10. Después, se realizaron 3 lavados con PBS y se 

incubaron las células con los anticuerpos secundarios y DAPI preparados en solución de 

bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Por último, se efectuaron 3 lavados con 

PBS. Los cubreobjetos se montaron sobre los portaobjetos utilizando un medio de montaje 

PolySciences®. Hasta el momento de uso, las preparaciones se almacenaron en oscuridad a 

4°C. Las imágenes de fluorescencia se tomaron con el microscopio Nikon TE-2000 controlado 

por el software NIS-Elements AR 4.5 de Nikon. El procesamiento de las imágenes se realizó 

con el programa Image J. 

Tabla 10. Anticuerpos primarios y sus diluciones utilizados en los ensayos de inmucitofluorescencia e 
inmunohistofluorescencia. 

Anticuerpo primario Dilución Generado Nº de catálogo 

Anti P2Y13 (biotinilado) 1/100 Conejo Cat# APR-009 

Anti P2Y1 (biotinilado) 1/100 Conejo Cat# APR-017 

Anti SOX2 in vitro  1/100 Conejo Cat#  ab137385 

Anti SOX2 in vivo 1/100 Conejo Cat#  A0561 

Anti VNUT(biotinilado) 1/100 Conejo Cat# BMP079 

Anti GFAP 1/200 Ratón Cat# G3893 

Anti βIII-Tubulina 1/800 Ratón Cat# T8660 

Anti DCX 1/400 Guinea pig Cat# AB2253 

Anti Ascl1 (biotinilado) 1/100 Ratón Cat# 556604 
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Anti VGLUT1 1/500 Conejo Cat# 135302 

Anti VGAT (biotinilado) 1/500 Ratón Cat# 131011 

Anti Sinaptofisina 1/200 Ratón Cat# S5768 

Anti Sinaptobrevina 1/100 Ratón Cat# S5312 

Anti LAMP-1 (biotinilado) 1/100 Ratón Cat# L1418 

Anti nestina 1/200 Ratón Cat# MAB353 

Anti O4 1/400 Ratón Cat# MBS832589 

Anti ki67 1/100 Conejo Cat# RM-9106-S 

Anti GFP 1/400 Pollo Cat# GFP-1020 

6.4.8  Inmunohistofluorescencia 

5.4.8.1 Obtención de secciones histológicas 

Para la obtención de las secciones histológicas de cerebro, los ratones se sometieron a 

perfusión transcardiaca. Los ratones fueron sometidos a un plano anestésico profundo 

mediante la inyección intraperitoneal de 300 µL de una mezcla anestésica (Tabla 7). Después 

se perfundieron con 100 mL de PFA al 4% durante 20 min, y a continuación se extrajo el 

cerebro. En cuanto a los ensayos de inmunohistofluorescencia para la proteína Ascl1, el 

procesado de los cerebros fue distinto. Los cerebros fueron perfundidos con 25 mL de PFA al 

2%, evitando así el enmascaramiento del epítopo que reconoce Ascl1.  

Los cerebros destinados a ser cortados en criostato se incubaron en una solución de 

sacarosa al 30% en PBS durante 48 horas a 4°C. De esta manera se evita la formación de 

cristales de hielo durante el proceso de congelación posterior. Tras este proceso, se 

embebieron  en OCT (Optimal Cutting Temperature) mediante congelación rápida en nieve 

carbónica y se mantuvo el tejido a -80°C hasta su utilización. Para su uso se atemperaron los 

bloques de tejido durante 10 min en el criostato. Posteriormente, se obtuvieron las 

secciones histológicas de 20 µm de grosor y se colocaron sobre portaobjetos que se 

almacenaron a -20°C. En cuanto a la inmunohistofluorescencia de Ascl1, los cerebros fueron 

equilibrados en sacarosa al 20% y las secciones utilizadas fueron de 25 µm de grosor.  

Los cerebros que iban a ser cortados en vibratomo se incluyeron en agarosa al 4% (w/v) en 

PBS y se mantuvieron a 4°C hasta su utilización. Posteriormente, se cortaron secciones de 70 

µm de grosor las cuales se almacenaron en flotación en PBS a 4°C hasta su utilización. Si las 

secciones se tuvieran que almacenar durante un tiempo más prolongado se guardarían en 

solución de almacenamiento a -20ºC (Tabla 7).   

6.4.8.2 Inmunohistofluorescencia 

Para los estudios de inmunohistofluorescencia las secciones histológicas adheridas a los  

portaobjetos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en solución de bloqueo 

(PBS, 1% BSA, 5% FBS, 0,2% Triton X-100 (v/v)). Después, se incubaron con los anticuerpos 
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primarios preparados en solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C. El exceso de 

anticuerpo primario se eliminó realizando 3 lavados con PBS-3% BSA (v/v), y se incubaron 

con los anticuerpos secundarios y DAPI preparados en PBS, 1% BSA, 0,2% Triton X-100 (v/v) 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las secciones se lavaron 3 veces con 

PBS y se montaron con el líquido de montaje PolySciences®. En las secciones utilizadas para 

la detección de Ascl1 se siguió el mismo protocolo, pero usando una solución de bloqueo 

compuesta por PBS, 10% NGS, 1% Triton X-100 (v/v). La incubación de los anticuerpos 

primarios y secundarios se realizó con una solución compuesta por: PBS 10% NGS, 0,2% 

Triton X-100 (v/v).  

En el caso de las secciones en flotación se realizó la incubación de las mismas durante 1 hora 

a temperatura ambiente con una solución de bloqueo compuesta por: PBS, 2% BSA, 0,5% 

Triton X-100 (v/v). Tras ello, se incubaron con los anticuerpos primarios preparados en 

solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C. El exceso de anticuerpo primario se 

eliminó realizando 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS, y se incubaron con los 

anticuerpos secundarios y DAPI preparados en solución de bloqueo durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS y se 

montaron las secciones en portaobjetos con líquido de montaje PolySciences®. Todos los 

pasos se realizaron en agitación orbital.  

6.4.8.3 Sistema biotina-estreptavidina 

En determinados casos la realización de técnicas de inmunohistofluorescencia e 

inmucitofluorescencia requirió amplificar la señal del anticuerpos primario. Para ello, se usó 

el sistema biotina-estreptavidina, el cual se basa en la alta afinidad que presenta la 

estreptavidina por la biotina presente en el anticuerpo secundario biotinilado.  

El protocolo es el mismo que el indicado anteriormente. Sin embargo, tras el lavado del 

anticuerpo primario, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado 

preparado en solución de bloqueo a una dilución 1/500 durante 1 hora. Tras ello, se 

realizaron tres lavados con PBS y se incubaron las muestras con estreptavidina fluorescente 

preparada en PBS-2% BSA, 0,5% Triton X-100 (v/v) a una dilución 1/500 durante 1 hora. En 

este caso, el DAPI se incuba junto con la estreptavidina. Posteriormente, se lavó el exceso de 

estreptavidina mediante 3 lavados con PBS y se montaron las muestras.  

Las imágenes de fluorescencia se tomaron en todos los casos con el microscopio confocal de 

Leica modelo TCS SPE, controlado por el software Leica LAS AF versión 2.5.1.5757. El 

procesamiento de las imágenes se realizó mediante el programa ImageJ.  

6.4.9 Determinación microfluorimétrica de la concentración de calcio libre intracelular 

La medida de la concentración de calcio libre intracelular se realizó mediante una técnica 

basada en el uso de la sonda fluorescente de calcio Fura-2 en su forma derivada acetoximetil 

éster, Fura-2 AM, que debido a su naturaleza hidrofóbica es capaz de atravesar la membrana 

plasmática. En el citosol, por la acción de esterasas inespecíficas, el enlace éster es 
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hidrolizado quedando el Fura-2 retenido intracelularmente en su forma ácida capaz de unir 

calcio. La formación del complejo Fura-Ca2+ produce una emisión de fluorescencia con un 

máximo a 510 nm, produciéndose simultáneamente un desplazamiento en su espectro de 

excitación, cuyo máximo pasa de 380 a 340 nm.  

Las células sembradas 24-48 horas antes en cubreobjetos de vidrio de 12 mm de diámetro se 

lavaron con la solución Locke de perfusión (Tabla 7) para eliminar los restos del medio de 

cultivo, y posteriormente se incubaron con 7,5 μM de Fura-2 AM, durante 45 minutos a 

37°C, en una solución de Locke de perfusión suplementado con BSA 200 mg/mL. 

Transcurridos 45 minutos, se lavaron los cubreobjetos con Locke y se situaron utilizando 

grasa de vacío hidrofóbica en la parte inferior de una cámara de perfusión. Ésta se colocó en 

la platina del microscopio de fluorescencia NiKon TE-200 y se conectó mediante cánulas de 

silicona la entrada y salida de las soluciones de perfusión. El tubo de entrada de la perfusión 

se acopló a un dispositivo de termostatización para atemperar las soluciones de perfusión a 

37°C. El flujo de entrada se mantuvo a aproximadamente 1,5 mL/min por diferencia de 

presión hidrostática. Tras atravesar la cámara, el medio perfundido se aspiró de manera 

continua mediante una bomba de vacío, evitando así que se acumule cualquier sustancia 

procedente de las células durante la perfusión o cualquier producto de degradación de los 

compuestos aplicados.  

Las células se iluminaron alternativamente mediante un monocromador con unas longitudes 

de onda de 340 nm y 380 nm, las cuales se corresponden con los máximos de excitación de 

unas soluciones de Fura-2 ácido saturada y libre de calcio, respectivamente (Figura 13). El 

haz de luz monocromada es reflejada hacia el objetivo mediante un espejo dicroico que 

transmite las longitudes de onda superiores a 430 nm y refleja las longitudes de onda 

inferiores. La fluorescencia emitida por el complejo Fura-2-Ca2+ a 510 nm atraviesa el espejo 

dicroico y es conducida hacia la cámara digital ORCA-ER C 47 42-80 (Hamamatsu) después de 

atravesar un filtro interferencial de emisión centrado a 510 nm. Los registros de 

fluorescencia se expresaron como el cociente entre los valores de fluorescencia obtenidos a 

340 nm y 380 nm en función del tiempo de una región elíptica situada sobre cada célula 

analizada, de forma que la ratio F340/F380 aumenta cuando se incrementa la concentración de 

Ca2+ intracelular libre. Antes de calcular las ratios, se restaron para cada longitud de onda los 

valores basales de fluorescencia cuantificados una zona sin células del cubreobjeto.  

Las estimulaciones con el agonista eran de 30 segundos, y las pre-incubaciones con el 

antagonista de 5 minutos. Entre estimulaciones se lavaron los cubreobjetos con Locke de 

perfusión durante 5 min. 
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Figura 14. Funcionamiento del equipo para las mediciones del calcio intracelular.  

6.4.10 Electrofisiología 

La técnica de patch-clamp también conocida como técnica de fijación de voltaje en parches 

de membrana, es una técnica que permite el estudio de las propiedades eléctricas de las 

células. En el presente trabajo se utilizó la configuración de célula completa en la cual se 

mantiene el potencial de toda la membrana de la célula y se registra la corriente iónica 

producida por la actividad de todos los canales presentes en la membrana celular. Estos 

experimentos de electrofisiología fueron realizados por el doctor Luis Alcides Olivos Oré y la 

doctora Marina Arribas, bajo la dirección del profesor Antonio Rodríguez Artalejo, 

pertenecientes al Departamento de Toxicología y Farmacología de la Facultad de Veterinaria 

de la Universidad Complutense de Madrid.  

Brevemente, para el registro de las corrientes iónicas se fijó el voltaje en -60 mV. Además, 

dichas corrientes se filtraron a 3 kHz y muestrearon a 10 kHz. El potencial de fijación (Vh) fue 

de -80 mV. La resistencia en serie (<20 MΩ) se compensó en un 80% y se controló junto a la 

capacitancia de la membrana celular durante todo el experimento. Los experimentos de 

patch-clamp se realizaron a temperatura ambiente (22-24°C). 

Las corrientes voltaje dependiente se indujeron mediante despolarizaciones de 100 ms a + 

10 mV. Los fármacos se aplicaron directamente en las células a través de un sistema de 

eyección de fármacos a presión neumática (PDES-02DX, NPI Electronic GmbH, Alemania) 

mediante una pipeta con una abertura de entre 3-5 μm colocada cerca de la célula (5-10 

μm). Los fármacos se disolvieron en agua y se aplicaron durante el tiempo indicado en la 

figura. El MK-801 se perfundió 2 minutos antes y durante las grabaciones especificadas.  
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6.4.11 Sobreexpresión de VNUT en la línea N2a 

Las células N2a se sembraron en una placa de 6 pocillos a una densidad de 80.000 

células/cm2 y 24 horas después se procedió a la transfección con Lipofectamina 3000, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se preparó la mezcla de transfección de 

Lipofectamina y DMEM y se mantuvo durante 5 min. Pasados los 5 min, se añadió la mezcla 

de transfección sobre los plásmidos disueltos en DMEM y se dejó incubando durante 20 min 

a temperatura ambiente. Seguidamente se añadió la mezcla sobre las células y se incubaron 

a 37°C durante 6 horas en una atmósfera controlada de CO2 al 5%, saturada de humedad. 

Posteriormente se retiró el medio de transfección y se añadió medio de cultivo fresco 

completo. Como control de transfección se utilizaron 4 µg de un plásmido codificante para la 

proteína GFP (pCAG-GFP).  

 

Figura 15. Plásmidos utilizados para la sobreexpresión de VNUT en la línea N2a. (A) Plásmido utilizado como 
control de transfección. La expresión de este plásmido induce la expresión de la proteína verde fluorescente 
GFP. (B) Plásmido utilizado para la sobreexpresión de VNUT. 

Para la sobreexpresión del transportador VNUT se realizó una co-transfección con 2 µg de un 

plásmido de sobreexpresión de VNUT (VNUTpCAG) y 2 µg del plásmido control (pCAG-GFP) 

(Figura 15). La expresión de la proteína fluorescente GFP permite identificar las células 

transfectadas mediante microscopía de fluorescencia.  

6.4.12 Inyecciones de vectores virales 

6.4.12.1 Producción de lentivirus 

En el presente trabajo se utilizaron dos lentivirus para el estudio de la expresión del receptor 

P2Y13: un lentivirus control y un lentivirus que induce la sobreexpresión de la proteína P2Y13 

en las células que transduce (Figura 16). Ambos vectores tienen asociado la expresión de la 

proteína fluorescente GFP para poder identificar las células transducidas. Estas 

construcciones virales se llevaron a cabo en un laboratorio de bioseguridad nivel 2 en 
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colaboración con el grupo de investigación del doctor Sergio Gascón Jiménez, perteneciente 

al Departamento de Neurobiología Molecular, Celular y del Desarrollo del Instituto Cajal.  

 

Figura 16. Construcción del vector viral para la sobreexpresión del receptor P2Y13. (A) A partir de un plásmido 
de sobreexpresión del receptor P2Y13 se corta con enzimas de restricción las secuencias que flanquean al gen 
P2Y13 y las secuencia IRES-GFP. (B) La secuencia cortada se clona en un lentivirus sin color. (C) Vector viral de 
sobreexpresión del receptor P2Y13 final.  

6.4.12.2 Inyección estereotáxica  

La inyección estereotáxica se realizó en un laboratorio de bioseguridad nivel 2 en 

colaboración con el grupo de investigación del doctor Sergio Gascón Jiménez (Figura 17). Los 

ratones de dos meses de edad fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de 10 

µL de mezcla anestésica (solución sleep) por gramo de peso (Tabla 7). Una vez anestesiados, 

los ratones se colocaron en el aparato estereotáxico y se aplicó pomada (Siccasan gel) en los 

ojos para evitar lesiones. Después, se desinfectó la cabeza con etanol al 70% y se realizó una 

incisión con un bisturí a lo largo de la sutura craneal sagital. Tras separar la piel se añadió 

suero salino con una jeringa y se limpió la zona con un bastoncillo. Se marcó el bregma, 

punto al que se le asignan las coordenadas de referencia (0, 0). Posteriormente, se localizó la 

zona subependimaria en ambos hemisferios utilizando las siguientes coordenadas 

estereotáxicas relativas a Bregma: 0,7 mm antero-posterior, 1,2 mm o -1,2 mm medial-

lateral y -1,6—2.1 mm dorso-ventral. Con ayuda de un micromotor rotatorio se realizó una 

craneotomía en ambos puntos, manteniendo las meninges intactas. Seguidamente, se limpió 

la zona con suero salino. Una vez realizadas las dos incisiones, se inyectó 1 µL de disolución 

de virus en ambos hemisferios desde la coordenada -1,6 mm hasta -2,1 mm dorso-ventral. 

Tras la administración se mantuvo la jeringa en la misma posición durante 5 minutos para 

permitir que la solución con el virus difundiera correctamente. Por último se lavó bien la 

zona con suero salino y se suturó la piel con un hilo de sutura de 6-0. Para despertar a los 

ratones, se les inyectó intraperitonealmente (10 µL/gramo peso ratón) una solución awake 

(Tabla 7). Los ratones intervenidos se mantuvieron en jaulas individualmente durante 14 días 

con agua y comida ad libitum, en un ambiente con temperatura controlada y con ciclos de 

luz-oscuridad de 12 h.  

Pasados 14 días de las infecciones virales se procedió a la obtención de las secciones 

histológicas de cerebro siguiendo el mismo procedimiento que se detalla en el apartado 8 de 

Métodos.  
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Figura 17. Protocolo inyección viral en la SEZ de ratón adulto.  

6.4.14. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa GraphPad Prism 6. Los datos obtenidos se 

representaron como la media aritmética ± el error estándar de la media (SEM) de 

experimentos independientes repetidos un mínimo de tres veces. Los test utilizaros fueron 

el análisis de la varianza ANOVA seguido del método de Tukey para la comparación de las 

medias de grupos de valores o de las medias de los grupos con respecto a la media de uno, 

respectivamente. Para comparar una variable en dos grupos se utilizó una t de Student no 

pareada. Se estableció la significancia estadística a partir de un valor p < 0,05 (*). Los niveles 

superiores a 0,05 se tomaron como no significativos. En cada figura de resultados se detalla 

el test utilizado y la significancia estadística.  
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7.1 La señalización purinérgica como modulador de la neurogénesis posnatal 

cerebelosa 

7.1.1 Los progenitores neurales aislados del cerebelo mantienen su comportamiento 

neurogénico en ausencia de factores tróficos 

Como hemos indicado anteriormente, el cerebelo posnatal es un área de intensa actividad 

neurogénica en la que coexisten simultáneamente tres nichos proliferativos: la capa granular 

externa, la capa de las neuronas de Purkinje y la futura materia blanca. A pesar de la gran 

cantidad de esfuerzo dedicado al estudio del desarrollo del cerebelo a lo largo de los años, 

todavía existen muchos interrogantes acerca del comportamiento de los progenitores 

neurales localizados en esta región. De modo que, uno de los objetivos de esta tesis fue 

evaluar el comportamiento de dichos progenitores en ausencia de las señales del nicho. Para 

ello, se desarrolló un sistema de cultivo combinando y adaptando las condiciones 

previamente empleadas para el cultivo de neuronas granulares de cerebelo posnatal Pons y 

cols. (2001), con el método de cultivo que nos había permitido aislar y monitorizar, por 

medio de videomicroscopía de time-lapse, el comportamiento de las NSCs adultas de la zona 

subependimaria (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a, Ortega et al., 2013a, Gomez-

Villafuertes et al., 2017, Paniagua-Herranz et al., 2020). Utilizando esta aproximación, se 

consiguió asilar y cultivar las NSCs del cerebelo posnatal en condiciones adherentes, a baja 

de densidad y en ausencia de factores tróficos (Figura 18).  

 

Figura 18. Preparación de cultivo de progenitores neurales  de los cerebelos posnatales. (A) Imagen de un 
cerebro de ratón tras la extracción. (B) Imagen del cerebelo  tras la disección. (C) Apariencia del cerebelo tras 
retirar las meninges. (D) Imagen del cerebelo tras la disección mecánica en pequeños fragmentos de 1 mm 
aproximadamente. (E) Imagen representativa del cultivo. (F) Inmunocitofluorescencia para la identificación de 
la progenie donde se muestra el marcaje de βIII-tubulina (verde), SOX2 (magenta). Los núcleos se tiñeron con 
DAPI (azul). Escala: 5 mm (A-D) y 30 µm (E y F) (Menendez-Mendez et al., 2021)  
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Primeramente, se aislaron los progenitores de cerebelo a día posnatal 0 (P0) y se sembraron 

siguiendo las especificaciones previamente indicadas en el apartado de Métodos. A las 12 

horas de la siembra del cultivo se estimó el porcentaje de los tipos celulares aislados 

mediante ensayos de inmunocitofluorescencia. Como se muestra en la Figura 19  la mayoría 

pertenecían al linaje neuronal ya que presentaban un marcaje positivo para βIII-tubulina 

(65,4% ± 0,69%). Asimismo, se detectó una población menor de células SOX2 positivas 

(17,72% ± 1,81%), y de células de naturaleza astroglial GFAP positivas (1,88% ± 0,4%). 

Además, se consiguió aislar una población de células GFAP/SOX2 positivas (13,30% ± 2,47%). 

El porcentaje restante (<2%) que no presentó marcaje específico para ninguno de los 

marcadores analizados podría corresponder a células oligodendrogliales. El alto porcentaje 

de células de linaje neuronal es consistente con el aislamiento de un entorno celular pro-

neurogénico como es el caso del cerebelo posnatal, mientras que la población celular 

positiva para GFAP/SOX2 y SOX2 podría ser consistente con el aislamiento en este cultivo de 

NSCs así como de progenitores intermedios, respectivamente (Ming and Song, 2011, Zhao et 

al., 2008).  

 

Una vez comprobado que la adaptación del protocolo empleado permitía aislar los 

diferentes tipos celulares del linaje neural, así como co-cultivarlos, se procedió a monitorizar 

su comportamiento in vitro durante 4-5 días mediante la videomicroscopía de time-lapse, 

obteniendo fotos del cultivo en contraste de fases cada 5 min. Como hemos indicado 

previamente, esta técnica, en combinación con la inmunocitofluorescencia posterior al 

experimento de videomicroscopía, permite monitorizar el comportamiento a nivel de célula 

única, y obtener una serie de parámetros clave para comprender su biología celular. Entre 

ellos destacan la identificación de la progenie generada por la célula fundadora del clon, el 

tipo de división (simétrica/asimétrica), el número de rondas de divisiones por clon, la 

duración del ciclo celular, el número de clones y la migración y supervivencia celular. 

El seguimiento de las células individuales, y sus clones derivados reveló que los progenitores 

neurales del cerebelo eran capaces de proliferar en ausencia de señales tróficas. Se 

analizaron un total de 816 clones de diferentes cultivos y la mayoría de ellos 

experimentaban divisiones simétricas a través de las cuales generaban neuroblastos βIII-

tubulina positivos (Figura 20).  

Figura 19. Poblaciones celulares identificadas en los 
cultivos de progenitores neurales de cerebelo aislados 
a día P0. Cuantificación de las poblaciones celulares 
detectadas a las 12 horas del cultivo, siendo los 
neuroblastos identificados con el marcador βIII-
tubulina, las NSCs y los progenitores intermedios con 
GFAP/SOX2 o SOX2 y los astrocitos parenquimales con 
el marcador GFAP. Los datos mostrados representan la 
media ± SEM de 5 experimentos independientes (**p < 
0,01, ****p < 0,0001 Análisis de la varianza (ANOVA) 
con el método de comparación múltiple de Tukey).  
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Figura 20. La mayoría de los progenitores neurales de cerebelo presentan divisiones simétricas. Ejemplo de 
árbol simétrico generando progenie neuronal (N, neuroblasto; X, célula muerta). Las imágenes en contraste de 
fases muestran la progresión del linaje obtenidas mediante videomicroscopía de time-lapse (día-hora:minuto). 
La última imagen corresponde con la inmunocitofluorescencia realizada al finalizar el cultivo, en la que se 
muestra SOX2 (magenta), GFAP (blanco) y  βIII-tubulina (verde). Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las 
puntas de flecha marcan las células dentro del linaje. Escala: 30 μm. 

La generación de dichas células se produjo tras una serie de divisiones celulares que 

variaban entre una y cinco rondas de división previa a la diferenciación neuronal (Figura 21A-

B). Es de suponer que, en función de la etapa de la progresión del linaje en la que se 

encuentre la célula estudiada, el número de divisiones variará antes de generar los 

neuroblastos postmitóticos. 

 

Figura 21. Dinámica de los diferentes árboles de linaje monitorizados en los cultivos de progenitores 
cerebelosos aislados a P0. (A) Ejemplo de los tipos de árboles de linaje neurogénicos encontrados. Los valores 
debajo de cada árbol representan las proporciones relativas. (B) Proporciones relativas del porcentaje del 
número de rondas de divisiones monitorizadas durante los experimentos de time-lapse. (C) Duración media del 
ciclo celular en cada ronda de división (R). Los datos mostrados representan la media ± SEM de 5 experimentos 
independientes (*p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001 ANOVA con el método de comparación múltiple de 
Tukey).  
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Cuando se analizó la distribución de los árboles neurogénicos en función de su capacidad 

proliferativa, se vio que la mayoría de los clones analizados mostraron entre una y dos 

rondas de división (63,78% ± 2,86% y 27,02% ± 2,74%, respectivamente), mientras que el 

porcentaje de progenitores que dividían entre tres y cinco veces era exponencialmente 

menor (Figura 21B). Se observó, además, que estos clones mostraban un ciclo celular rápido. 

Concretamente, la primera ronda de división era significativamente más corta (9,91 ± 2,25 

h), en comparación con las demás rondas de división, las cuales mostraban una duración 

similar (20,70 ± 0,91 h) (Figura 21C).  

Notablemente, los experimentos de videomicroscopía de timelapse permitieron la 

visualización directa de una división asimétrica en progenitores neurales aislados de 

cerebelo posnatal P0 (Figura 22A).  

 

Figura 22. Los progenitores neurales aislados del cerebelo a día P0 presentan divisiones asimétricas. (A) Árbol 
asimétrico que genera neuroblastos y NSCs (N, neuroblasto; G, células GFAP/SOX2 positivas; X, célula muerta). 
Las imágenes en contraste de fases muestran la progresión del linaje obtenida mediante videomicroscopía de 
time-lapse (día-hora:minuto). La última imagen corresponde con la inmunocitofluorescencia realizada al 
finalizar el experimento, en la que se muestra SOX2 (magenta), GFAP (blanco) y βIII-tubulina (verde). Los 
núcleos se marcaron con DAPI. Las puntas de flecha marcan las células analizadas dentro del linaje. Escala: 30 
μm. (B) Análisis del área celular del árbol asimétrico representado en (A) que genera tanto neuroblastos como 
NSCs GFAP/SOX2

+
. La célula fundadora así como las células de la rama GFAP/SOX2 muestran un tamaño mayor 

que las de la rama neurogénica (células 1, 2, 4 y 5). Las células de la rama neurogénica van disminuyendo de 
tamaño a medida que se avanza en la progresión en el linaje, siendo los neuroblastos la población más 
pequeña (células 12, 14 y 15, la célula 13 no se considera porque muere antes de finalizar el experimento).  
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En estas divisiones asimétricas un progenitor daba lugar a dos células hijas que adquirieron 

un destino celular distinto. Así, mientras que una de las células hijas generaba neuroblastos 

a través de divisiones simétricas, la otra generaba células de naturaleza astroglial GFAP 

positivas. Dichas células además resultaron positivas para SOX2 lo cual indicaba que no se 

trataban de astrocitos parenquimales sino de NSCs. Por lo tanto, se pudo observar en estos 

experimentos un proceso de autorrenovación de la célula madre neural fundadora.  

El análisis detallado de estos clones asimétricos reveló interesantes diferencias en el 

crecimiento celular entre la progenie generada. De esta forma, la cuantificación del área 

celular de las células generadas reveló que en la rama neuronal las células presentaban un 

tamaño menor a medida que progresaban en el linaje hacia la formación de neuroblastos, 

mientras que las nuevas células generadas GFAP/SOX2 positivas exhibían un mayor tamaño, 

el cual concuerda con su identidad de célula madre neural (Figura 22B). Estas diferencias 

coincidirían con lo observado en la progresión del linaje de las NSCs presentes en otros 

nichos neurogénicos (Costa et al., 2011, Neumuller et al., 2008).  

Posteriormente, se analizó por medio de inmunocitofluorescencia a tiempo final, la progenie 

generada en los árboles de linaje monitorizados durante los experimentos de 

videomicroscopía de time-lapse. Estos ensayos confirmaron que la mayoría de las células 

generadas eran células pertenecientes al linaje neuronal ya que eran exclusivamente βIII-

tubulina positivas (89,59% ± 3,00%), siendo menor el porcentaje de árboles formados 

únicamente por células SOX2 positivas, o células SOX2 y neuronas (5,87% ± 2,69%). 

Asimismo, descendió el porcentaje de árboles que contenían exclusivamente células 

GFAP/SOX2 positivas o células GFAP/SOX2 (4,53% ± 2,03%)  (Figura 23). Es importante dejar 

constancia que, aunque se sabe que la glía de Bergmann también expresa como marcadores 

GFAP y SOX2 (Mercurio et al., 2019), su contribución en estos experimentos quedaría 

restringida a los clones que contuvieran exclusivamente células GFAP y SOX2, siendo los 

clones asimétricos (GFAP/SOX2 y neuronas) consistentes con la presencia de una población 

de NSCs cerebelares posnatales. 

    

Por último, la comparación de dichas estimaciones a tiempo final con las obtenidas a las 12 

horas de la siembra del cultivo permitió observar una reducción tanto en el porcentaje de 

células SOX2 positivas como en el de células GFAP/SOX2, mientras que el porcentaje de 

Figura 23. Linajes celulares identificados en los cultivos de 
progenitores neurales cerebelosos P0 al finalizar los 
experimentos de videomicroscopía de time-lapse. Distribución 
relativa de los linajes neurales dentro de los árboles de linaje 
monitorizados durante el cultivo. βIII-tubulina hace referencia a 
árboles neurogénicos simétricos conteniendo únicamente 
neuronas. GFAP/SOX2 hace referencia a arboles conteniendo 
NSCs y neuronas o únicamente NSCs. Por último SOX2 hace 
referencia a árboles que contienen neuronas y células SOX2 
positivas o únicamente células positivas para SOX2. Los datos 
mostrados representan la media ± SEM de 5 experimentos 
independientes (****p < 0,0001 ANOVA con el método de 
comparación múltiple de Tukey).  
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neuroblastos βIII-tubulina positivos a tiempo final experimentó un crecimiento significativo 

(Figura 24). La variación en la proporción de las distintas poblaciones celulares a tiempo final 

junto con la capacidad proliferativa observada en los progenitores neurales sugiere que la 

activación de los mismos induce su salida del ciclo celular para la generación, en su mayoría, 

de nuevas neuronas.   

 

Figura 24. Comparación de las poblaciones celulares observadas a las 12 horas de la siembra del cultivo y al 
finalizar el experimento. Las proporciones de los linajes celulares generados al finalizar los experimentos de 
time-lapse (4-5 días) son los siguientes: marcaje βIII-tubulina solo generan neuroblastos, marcaje GFAP/SOX2 
incluye aquellos linajes que generan tanto neuroblastos como celulas madre neurales o sólo NSCs. Marcaje 
SOX2 a aquellos linajes que generan células SOX2 positivas y neuroblastos o solo SOX2. Los valores representan 
la media ± SEM de cinco experimentos independientes (*p <0,05, ****p <0,0001, ANOVA con el método de 
comparación múltiple de Tukey). 

7.1.2 Los progenitores neurales cerebelosos pierden su capacidad neurogénica a lo largo 

del desarrollo cerebelar 

Como se ha citado anteriormente, el desarrollo del cerebelo es particularmente intenso en la 

etapa posnatal, sufriendo numerosos cambios tanto morfológicos como moleculares. A lo 

largo de este proceso, los progenitores neurales generan las poblaciones celulares que van a 

residir en las distintas capas de la corteza cerebelosa adulta. Por lo tanto, tras verificar que 

los progenitores neurales aislados del cerebelo a P0 mantenían el potencial neurogénico en 

ausencia de factores tróficos, se evaluó si dicho potencial se mantenía en el tiempo según 

progresa el desarrollo cerebeloso. 

Con este fin, se llevó a cabo el aislamiento de los progenitores neurales a partir de cerebelos 

de ratones en el día posnatal 5 (P5), siguiendo el mismo procedimiento previamente descrito 

para P0. Coincidiendo con las estimaciones obtenidas a las 12 horas de la siembra de los 

cultivos de P0, la mayoría de las células aisladas en las preparaciones a día P5 eran 

neuroblastos βIII-tubulina positivos (84,61% ± 1,7%), siendo, en cambio, los porcentajes de 

células SOX2 positivas y GFAP/SOX2 positivas (10,3% ± 1,1% y 4,5% ± 0,77%, 

respectivamente) significativamente menores (Figura 25).  
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La monitorización de las células individuales reveló que los progenitores neurales aislados a 

día P5 también mantenían tanto su naturaleza neurogénica como su capacidad proliferativa 

en ausencia de factores tróficos. Sin embargo, los datos indicaron claramente que esta era 

más limitada en comparación con los progenitores aislados a día P0. Así, mientras que los 

progenitores (P0) podían dividir hasta en cinco ocasiones, los progenitores aislados a día P5 

experimentaban únicamente un máximo de cuatro rondas simétricas de división. De todos 

los árboles de linaje monitorizados (n=760), la gran mayoría de ellos sólo dividía una vez 

(89,02% ± 3,11%), siendo el número de clones que dividía dos, tres o cuatro veces 

significativamente inferior (8,74% ± 6,36%, 1,67% ± 0,68% y 0,57% ± 0,37%, 

respectivamente) (Figura 26A-B).  

 

Figura 26. Dinámica de los diferentes árboles monitorizados en los cultivos de progenitores neurales 
cerebelosos aislados a P5. (A) Tipos de árboles de linaje neurogénicos analizados. Los valores debajo de cada 
árbol representan las proporciones relativas. (B) Proporciones relativas del porcentaje del número de rondas 
de divisiones monitorizadas durante los experimentos de time-lapse. (C) Duración media del ciclo celular en 
cada ronda de división. Los datos mostrados representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes 
(*p < 0,05, ****p < 0,0001 ANOVA con prueba de comparación múltiple de Tukey).  

A pesar de las diferencias encontradas en cuanto al número de rondas de división, y por 

tanto una menor capacidad proliferativa, la duración del ciclo celular de las distintas rondas 

Figura 25. Poblaciones celulares detectadas a las 12 
horas en el cultivo de progenitores neurales cerebelosos 
aislados a día P5. El diagrama muestra la cuantificación 
de las poblaciones celulares, siendo los neuroblastos 
identificados con el marcador βIII-tubulina y las NSCs y los 
progenitores intermedios con GFAP/SOX2. Los datos 
mostrados representan la media ± SEM de 5 
experimentos independientes (***p < 0,001 ANOVA con  
el método de comparación múltiple de Tukey).  
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mostraba un patrón similar al observado en los progenitores aislados a día P0, siendo el ciclo 

celular de la primera ronda de división más rápido (9,61 h ± 2,51 h) que el de las posteriores 

rondas (23 h ± 0,81 h) (Figura 26C).  Cabe destacar que tras el seguimiento de 760 clones no 

se detectó en los cultivos de P5 ninguna célula que experimentase divisiones asimétricas. 

Todos los clones presentaron divisiones simétricas (Figura 26 y 27). 

 

Figura 27. Los progenitores neurales cerebelosos aislados a P5 sólo generan árboles simétricos. Ejemplo de 
árbol simétrico generando progenie neuronal de forma simétrica. (N, neuroblasto; X, célula muerta). Las 
imágenes en contraste de fases muestran la progresión del linaje obtenida mediante videomicroscopía de time-
lapse (día-hora:minuto). La última imagen corresponde con la inmunocitofluorescencia realizada al finalizar el 
cultivo, en la que se muestra SOX2 (magenta), GFAP (blanco) y βIII-tubulina (verde). Los núcleos se marcaron 
con DAPI (azul). Las puntas de flecha marcan las células dentro del linaje. Escala: 30 μm. 

De modo que, los ensayos de inmunocitofluorescencia a tiempo final mostraron una 

reducción en el porcentajes de clones con células SOX2 positivas (1% ± 0.5%) y GFAP/SOX2 

(2,25% ± 0,99%) positivas. Por ello, la mayoría de los clones obtenidos a tiempo final 

pertenecían al linaje neuronal (96,75% ± 1,67%) (Figura 28). El porcentaje de estas últimas 

además no varió significativamente en comparación con el porcentaje estimado a las 12 

horas de la siembra de cultivo (Figura 29). Estos resultados, junto con la ausencia de 

divisiones asimétricas, plantearon la posibilidad de que las NSCs aisladas a P5, además de ser 

inferiores en número, exhibieran un estado celular más asociado a la quiescencia.  

 

 

Figura 28. Linajes celulares obtenidos al finalizar los 
experimentos de videomicroscopía de time-lapse. Distribución 
relativa de los linajes neurales dentro de los árboles de linaje 
monitorizados durante el cultivo. βIII-tubulina hace referencia a 
árboles neurogénicos simétricos conteniendo únicamente 
neuronas. GFAP/SOX2 hace referencia a árboles que sólo 
contienen NSCs. Por último SOX2 hace referencia a árboles que 
contienen células SOX2 positivas, ya que no se observaron 
divisiones asimétricas a día P5. Los datos mostrados representan la 
media ± SEM de 5 experimentos independientes (****p < 0,0001 
ANOVA con el método de comparación múltiple de Tukey). 
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Figura 29. Comparación de las poblaciones celulares obtenidas a las 12 h de la siembra de cultivo y al finalizar 
el experimento. Las proporciones de los linajes celulares generados al finalizar los experimentos de time-lapse 
(4-5 días) son los siguientes: marcaje βIII-tubulina solo contienen neuroblastos, marcaje GFAP/SOX2 incluye 
aquellos linajes que contienen NSCs y el marcaje SOX2 a aquellos linajes que contienen células SOX2 positivas y 
neuroblastos o solo SOX2. Los valores representan la media ± SEM de cinco experimentos .independientes 
(***p < 0,01, ****p <0,0001, ANOVA con el método de comparación múltiple de Tukey). 

De hecho, cuando se compararon los resultados obtenidos de los cultivos de progenitores 

cerebelos aislados a día P0 y P5 (Figura 30A), se observó una clara diferencia en las 

poblaciones aisladas, siendo mayor el número de NSCs aisladas a día P0, mientras que a día 

P5 se aisló un porcentaje significativamente mayor de neuroblastos (Figura 30B).  

 

Figura 30. Comparación de los linajes obtenidos en los cultivos de progenitores neurales cerebelosos a P0 y 
P5. (A) Inmucitofluorescencias al finalizar el cultivo de las prepraciones de día P0 y P5 marcando SOX2 
(magenta), GFAP (blanco), βIII-tubulina (verde) y DAPI (azul). (B) Comparación de las poblaciones celulares 
detectadas tras 12 horas de la realización del cultivo, definiendo los neuroblastos βIII-tubulina

+
, las NSCs 

GFAP/SOX2
+
 y células SOX2

+
. (C) Comparación de las poblaciones celulares al finalizar los experimentos.  Los 

valores representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001, 
ANOVA con el método de comparación múltiple de Tukey). Escala: 30 μm.  
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No obstante, en cuanto a las tres poblaciones analizadas a tiempo final, no se hallaron 

grandes diferencias de comportamiento entre los progenitores aislados a día P0 y los 

aislados a día P5 (Figura 30C), lo cual podría significar que en los cultivos de P0, las células 

GFAP/SOX2 podrían haber entrado en ciclo celular y por lo tanto en proliferación y 

diferenciación en mayor proporción que la población de NSCs aisladas a día P5. Es 

interesante hacer notar que los cambios observados también podrían haberse producido por 

diferencias en la muerte celular o en el porcentaje de células aisladas que comenzaban su 

progresión en el linaje. Sin embargo, la estimación del porcentaje de clones obtenidos así 

como su supervivencia mostró valores similares en ambos estadios (Figura 31B).  

 

Figura 31. Comparación detallada de los cultivos de progenitores neurales cerebelosos de día P0 y P5.  (A) 
Campos representativos y árboles generados en un experimento de time-lapse de día P0 (panel de arriba) y de 
día P5 (panel de abajo). Las imágenes en contraste de fase representan los diferentes árboles obtenidos por 
videomicroscopía de time-lapse a diferentes tiempos (día-horas:minutos). A la derecha se representan los 
árboles analizados señalados con las puntas de flecha. (B) Comparación de las células que generan clones así 
como de la supervivencia celular entre las preparaciones a P0 y P5 al finalizar el experimento. Los valores 
representan la media ± SEM de 8 experimentos independientes, test de t de Studen no pareada. (C) Frecuencia 
relativa del número de rondas de división en las preparaciones de P0 y P5. Los valores representan la media ± 
SEM de 5 experimentos independientes (*p < 0,05, ****p < 0,0001 ANOVA con el método de comparación 
múltiple de Tukey). Escala: 30 μm. 
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Por el contrario, sí que se observó una mayor complejidad de los clones en las preparaciones 

a P0 durante la progresión en el linaje (Figura 31A), ya que experimentan más rondas de 

división antes de diferenciarse en neuroblastos, lo que sería consistente con un mayor 

porcentaje de NSCs (con tendencia a generar arboles más complejos) entrando en 

diferenciación (Figura 31C). En resumen, las diferencias observadas podrían estar indicando 

una pérdida del potencial neurogénico y una mayor tendencia a la quiescencia, por parte de 

las NSCs, a medida que se avanza en el desarrollo posnatal del cerebelo.  

7.1.3 Los progenitores y NSCs aislados del cerebelo dan lugar a todas las poblaciones 

celulares generadas durante el desarrollo posnatal del mismo.  

Durante el desarrollo posnatal del cerebelo se generan distintas poblaciones celulares en los 

tres nichos proliferativos. Concretamente, los progenitores de la capa granular externa, 

procedentes del labio rómbico, generan las neuronas glutamatérgicas, principalmente las 

neuronas granulares de cerebelo, mientras que los progenitores de la capa de células de 

Purkinje, originan células astrogliales. Además, en la capa de futura materia blanca se 

encuentran los progenitores que dan lugar a las interneuronas GABAérgicas, astrocitos 

parenquimales y, presumiblemente, una pequeña población de oligodendrocitos (Leto et al., 

2016).  

Un cultivo válido para el estudio del comportamiento de los progenitores neurales presentes 

en los tres nichos neurogénicos cerebelosos deberá, por tanto, ser capaz de monitorizar la 

producción de todas las poblaciones celulares anteriormente mencionadas. Así pues, 

habiendo corroborado en los experimentos anteriores que los progenitores aislados del 

cerebelo mantenían la capacidad neurogénica en ausencia de factores tróficos, se evaluó la 

capacidad de los mismos para generar las distintas poblaciones celulares que se originan 

durante el desarrollo posnatal del cerebelo. Para ello se analizaron tanto los linajes 

neuronales glutamatérgicos y GABAérgicos, como astrogliales y oligodendrogliales en las 

preparaciones aisladas a día P0 a través de la videomicroscopía de time-lapse seguida de 

inmunocitofluorescencia. 

El análisis del linaje glutamatérgico se realizó mediante la detección por 

inmunocitofluorescencia del transportador vesicular de glutamato 1 (VGLUT1) (Figura 32). 

Este linaje supuso la mayor población observada en el cultivo (89,3% ± 0,92%) tras el análisis 

de 410 árboles (Figura 34A).  

Además, el seguimiento de célula única evidenció que la mayoría de las neuronas 

glutamatérgicas generadas en el cultivo derivaban de clones simétricos neuronales que 

experimentaban entre cuatro y cinco rondas de división (Figura 32A y 34B). También se 

detectaron divisiones asimétricas dentro del linaje glutamatérgicas, en la que un progenitor 

fue capaz de generar células astrogliales GFAP positivas y neuronas VGLUT1 positivas, siendo 

la primera visualización directa de una división asimétrica dentro de este linaje (Figura 32B). 
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Figura 32. Los progenitores neurales aislados de P0 generan neuronas glutamatérgicas a través de divisiones 
simétricas y asimétricas. (A) Linaje simétrico que genera neuronas glutamatérgicas (N, neurona; X, célula 
muerta). (B) Linaje asimétrico que genera tanto progenie neuronal glutamatérgica como astroglial (N, 
neuronas; G, GFAP astroglial). Ambas representaciones se describen con imágenes en contraste de fase 
obtenidas a través de la videomicroscopía de time-lapse a diferentes tiempos (día-hora:minuto). La imagen 
final corresponde a una inmunocitofluorescencia para VGLUT1 (verde) y GFAP (blanco). Escala: 30 µm 

Por otro lado, también pudo observarse en el cultivo la producción de interneuronas 

GABAérgicas, identificadas por medio del marcaje positivo para el transportador vesicular de 

GABA (VGAT) (Figura 33). La producción de este tipo neuronal fue significativamente inferior 

(5,6% ± 0,73%) (Figura 17A). El porcentaje de las poblaciones glutamatérgicas y las 

GABAérgicas detectados coinciden, de hecho, con los porcentajes de estas poblaciones 

neuronales presentes en el cerebelo in vivo (White and Sillitoe, 2013, Lackey et al., 2018). La 

generación de las interneuronas GABAérgicas se originó a través de divisiones simétricas 

neurogénicas (Figura 33A) con un máximo de dos y tres rondas de división (Figura 34B). 

Contrariamente a lo observado en el linaje glutamatérgico, no se visualizaron divisiones 

asimétricas en el linaje GABAérgico. Si bien, se definieron dos tipos de neuronas 

GABAérgicas. Por un lado, se detectó una población de neuronas VGAT positivas con una 

morfología estrellada (Figura 33A), generadas tras una, dos o tres rondas de división 

simétrica. Por otro lado, se observó una población de neuroblastos también VGAT positivos 
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que no dividían a lo largo del experimento, sino que se diferenciaban exhibiendo neuritas 

más elaboradas (Figura 33B).   

 

Figura 33. Las células aisladas a P0 generan neuronas GABAérgicas. (A) Linaje simétrico que genera progenie 
GABAérgica (N, neurona). (B) Representación de un neuroblasto GABAérgico que diferencia a lo largo del 
experimento. Ambas representaciones se describen con imágenes en contraste de fase obtenidas a través de la 
videomicroscopía de time-lapse a diferentes tiempos (día-hora:minuto). La imagen final corresponde a una 
inmunocitofluorescencia para VGAT (rojo). Escala: 30 µm.  

La ausencia de divisiones asimétricas en el linaje GABAérgico, así como el menor número de 

rondas de división que experimentaban en comparación con el linaje glutamatérgico, señaló 

una diferencia de comportamiento entre los progenitores que daban lugar al linaje 

GABAérgico y al linaje glutamatérgico.  
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Figura 34. Proporciones relativas del linaje glutamatérgico y GABAérgico. (A) Proporciones relativas de las 
neuronas glutamatérgicas (VGlut1) y GABAérgicas (VGAT) al finalizar los experimentos. (B) Número de rondas 
de división en los linajes glutamatérgicos y GABAérgicos. Los valores representan la media ± SEM de 8 
experimentos independientes (*p < 0,05, ****p < 0,0001, test de t de Student no pareada).  

Para confirmar con mayor seguridad la existencia de estas poblaciones neuronales en el 

cultivo, así como la funcionalidad y conectividad de las neuronas generadas, se llevaron a 

cabo estudios de patch-clamp como se detalla en Métodos. En primer lugar, se diferenció 

entre neurona GABAérgica y glutamatérgica atendiendo a criterios morfológicos. De manera 

que, las neuronas glutamatérgicas se caracterizaban por presentar un soma ovoide y 

procesos bipolares (Figura 35A), mientras que las GABAérgicas presentaban un soma 

poligonal y procesos multipolares citoplasmáticos (Figura 36A), análogamente a lo que 

habíamos observado en los experimentos de inmunocitofluorescencia tras la 

videomicroscopía de timelapse. 

Tras la caracterización morfológica, se analizó el comportamiento eléctrico de ambos tipos 

neuronales tras la aplicación de un pulso despolarizante (+10 mV; 100 ms). Como se muestra 

en la Figura 35 la aplicación de un pulso despolarizante generó corrientes de entrada de 

inactivación rápida seguidas de corrientes de salida en ambos tipos neuronales, si bien 

diferían en la amplitud. Las corrientes de entrada registradas en las células multipolares eran 

de mayor magnitud (717,3 ± 230,0 pA, n=10) que las observadas en las células bipolares 

(351,7 ± 63,9 pA, n=19). Sin embargo, las amplitudes de las corrientes de salida no eran tan 

diferentes. Los valores obtenidos en las células multipolares fueron 51,72 ± 6,1 (n= 15) y los 

de las células bipolares 59,9 ± 7,4 pC (n= 23). Por consiguiente, las neuronas glutamatérgicas 

así como GABAérgicas generadas por los progenitores neurales de cerebelo aislados a día P0 

eran capaces de disparar potenciales de acción de pequeña amplitud tras la aplicación de un 

pulso despolarizante desde un potencial fijo de membrana de -60 mV (n=5).  

A continuación, se estudió la respuesta de ambos tipos neuronales a la aplicación de los 

neurotransmisores GABA (100 µM) y glutamato (1 mM) (Figura 35C y Figura 36B). Tanto las 

neuronas bipolares glutamatérgicas como las multipolares GABAérgicas analizadas 

respondieron a los dos neurotransmisores. Las corrientes iónicas inducidas por 

estimulaciones con GABA eran de mayor amplitud (922,2 ± 210,3 pA, n = 9 y 391,9 ± 79,6 pA, 
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n = 8 en neuronas bipolares y multipolares, respectivamente) que las evocadas por 

glutamato (178,1 ± 52,2 pA, n = 15 y 218,6 ± 65,2 pA, n = 11). 

 

Figura 35. Caracterización electrofisiológica de las neuronas glutamatérgicas a día 7 in vitro, obtenidas a 
partir del cultivo de progenitores cerebelosos aislados a día P0. (A) Imagen de una célula bipolar (neurona 
glutamatérgica) con la pipeta de patch-clamp colocada en el soma de la célula. Las otras dos pipetas se usan 
para aplicar los agonistas (glutamato y GABA). Escala: 20 μm. (B) Registros de corriente y tensión de la célula 
adyacente. A la izquierda se muestran las corrientes de entrada y de salida inducidas por un pulso de 100 ms a 
10 mV desde una Vh de -80 mV. El registro de la derecha representa cambios de voltaje similares a los 
potenciales de acción evocados por una inyección de corriente de 75 pA de una Vcomm de 60 mV. Los registros 
obtenidos son representativos de cinco células de dos cultivos independientes. (C) Corrientes generadas en 
respuesta a la estimulación con GABA (100 μM) y glutamato (1 mM). (D) Respuestas de corriente (arriba) y 
voltaje (abajo) tras la estimulación con serotonina (100 µM) aplicada en la misma célula. Las barras negras 
horizontales representan el tiempo de estimulación con las diferentes drogas. Los resultados obtenidos son 
representativos de 15 células estimuladas con glutamato, 9 con GABA y 10 con serotonina.  

Durante el desarrollo posnatal temprano del cerebelo, las neuronas glutamatérgicas 

también expresan el receptor ionotrópico de serotonina 5-HT3 (Oostland et al., 2011). Por 

esa razón, se registraron las corrientes inducidas por estimulaciones con serotonina (100 

μM) en los dos tipos neuronales (Figura 35D y Figura 36B). Así, se registraron corrientes 

iónicas en el 83% de las neuronas bipolares analizadas de pequeña magnitud (16.8 ± 3.3 pA; 

n = 10). Dichas corrientes eran capaces de generar un potencial de acción voltaje similar al 

potencial de acción en los registros de pinzas amperimétricas (Figura  35D). Sin embargo, 

como se muestra en la Figura 36B, no se detectaron corrientes inducidas por serotonina en 

las neuronas multipolares analizadas (n=7).  
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Figura 36. Caracterización electrofisiológica de las neuronas GABAérgicas a día 7 in vitro, obtenidas a partir 
del cultivo de progenitores cerebelosos aislados a día P0. (A) Imagen de una célula multipolar y los demás 
elementos para el registro como se especifica en la Figura 35. Escala: 20 μm. (B) Corrientes en respuesta a 
GABA, glutamato y 5-HT en la célula de la imagen. Las barras negras horizontales representan el tiempo de 
estimulación con las diferentes agonistas. La serotonina no desencadena ninguna corriente. Los resultados son 
representativos para 11 células estimuladas con glutamato y 8 con GABA. 

Finalmente, se analizó si la estimulación de las neuronas bipolares glutamatérgicas con 

serotonina generaba corrientes iónicas en la célula vecina. Como se muestra en la Figura 37, 

la aplicación de serotonina en una célula bipolar indujo una serie de corrientes iónicas de 

pequeña amplitud en la célula adyacente, muy similares a las generadas sinápticamente. La 

amplitud de dichas corrientes se redujo por la presencia de un antagonista del receptor de 

NMDA, el compuesto MK-801 (1 µM). Este hecho indicó que dichas corrientes estaban 

mediadas por el glutamato liberado tras la estimulación de la célula con serotonina (n =4).  

 

Figura 37. Caracterización electrofisiológica a día 7 de las preparaciones de cerebelo a día P0. (A) Imagen de 
una célula bipolar y una multipolar. Se indica la localización de la pipeta de patch-clamp y de las dos pipetas 
para la aplicación de 5-HT y MK-801. Escala: 20 μm. (B) El panel muestra que la aplicación de 5-HT en la célula 
bipolar no registrada evoca corrientes similares a las generadas sinápticamente en la neurona multipolar 
parcheada. El registro inferior muestra que la actividad serotoninérgica es sensible a MK-801 (1 μM), un 
antagonista del receptor NMDA (n = 4).  

Otro hecho importante es que, además de las poblaciones de neuronas glutamatérgicas y 

GABAérgicas, las preparaciones de progenitores neurales aislados a día P0, permitieron 

monitorizar la generación de células astrogliales GFAP positivas (presumiblemente astrocitos 
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parenquimales), a través de divisiones simétricas (Figura 38A). En su mayoría dichos clones 

simétricos no expresaban SOX2, lo cual sugirió la presencia de dos poblaciones GFAP 

positivas. Una población de NSCs GFAP/SOX2 positivas capaz de generar neuronas y copias 

de sí mismas a través de divisiones asimétricas, y una población de astrocitos parenquimales 

GFAP positivos pero SOX2 negativos.  

 

Figura 38. Los progenitores neurales cerebelosos aislados a día P0 son capaces de generar células astrogliales 
y, presumiblemente, oligodendrogliales. (A) Ejemplo de un linaje simétrico que genera dos células GFAP 
positivas (G: células GFAP positiva). La ausencia de marcaje para SOX2 sugiere que las células generadas son 
astrogliales. (B) Ejemplo de un linaje simétrico que genera dos células con una morfología que recuerda al 
linaje oligodendroglial. Todos los linajes se describen con imágenes en contraste de fase obtenidas a través de 
la video microscopía de time-lapse a diferentes tiempos (día-hora:minuto). La última foto corresponde la 
inmunocitofluorescencia para GFAP (magenta) y SOX2 (blanco). Escala: 30 μm.  

Por último, se observó la generación de células con una morfología similar a la de los 

oligodendrocitos mediante divisiones simétricas, aunque su identificación se basó, en esta 

ronda de experimentos en criterios morfológicos y no en marcadores específicos (Figura 

38B). La generación de oligodendrocitos O4 positivos si fue detectada en otra serie de 

experimentos que mostraremos más adelante. Por lo tanto, considerando todos estos 

experimentos en conjunto, esta preparación celular permitió aislar las poblaciones neurales 

generadas en los tres nichos proliferativos presentes en el cerebelo posnatal. 

7.1.4 VNUT se expresa en el cerebelo posnatal y co-localiza con las NSCs del cerebelo  

El aislamiento de los progenitores cerebelosos de las señales extrínsecas que se producen 

durante del desarrollo del cerebelo, constituía un perfecto escenario para el estudio del 

efecto de factores individuales sobre el comportamiento de las NSCs. De hecho, la acción 

moduladora de los neurotransmisores sobre el balance entre quiescencia y activación de las 

NSCs es una de las líneas de investigación más prometedora para la modulación 

farmacológica de la neurogénesis (Berg et al., 2013). Por ello, y debido a nuestra experiencia 

en el campo de la neurotransmisión purinérgica, decidimos realizar el estudio sobre el papel 

del transportador vesicular de nucleótidos (VNUT) como potencial modulador de la 
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neurogénesis en las etapas tempranas del desarrollo del cerebelo. Este transportador es el 

responsable del almacenamiento de los nucleótidos en vesículas de secreción, iniciando así 

la neurotransmisión purinérgica (Miras-Portugal et al., 2019a, Sawada et al., 2008, Alfonso et 

al., 2012). 

Estudios anteriores del grupo habían revelado la potencial relevancia de VNUT en el 

desarrollo del cerebelo(Menendez-Mendez et al., 2015, Menendez-Mendez et al., 2017). De 

acuerdo a estos resultados, se analizaron los niveles de proteína del transportador VNUT en 

extractos de cerebelo a distintos estadios del desarrollo posnatal del cerebelo (P0, P5 y P15) 

y en el estadio adulto. Los ensayos de Western Blot mostraron la presencia del transportador 

VNUT en todas las etapas del desarrollo posnatal del cerebelo y en el estadio adulto (Figura 

39A-B). Si bien, los mayores niveles de proteína se obtuvieron también en el día posnatal P0, 

los cuales se mantuvieron hasta el día P5. A partir del día P15 se producía una disminución 

de los mismos que se mantuvo hasta el estadio adulto. Tras determinar los niveles del 

transportador VNUT en el cerebelo en formación, se analizó su distribución en las distintas 

etapas del desarrollo posnatal mediante estudios de inmunohistofluorescencia en secciones 

de tejido cerebeloso.  

 

Figura 39. Presencia de VNUT en el desarrollo posnatal del cerebelo (A) Imagen representativa de la detección 
de VNUT en los experimentos de Western Blot. (B) Análisis de los niveles de proteína de VNUT en extractos de 
cerebelo a diferentes estadios. Los valores se normalizaron con respecto a los niveles de proteína de GAPDH. 
(C) Inmunohistofluorescencia de detección de VNUT en secciones de cerebelo de diferentes estadios del 
desarrollo posnatal y adulto. La línea de puntos indican las zonas de la corteza cerebelosa, EGL; capa granular 
externa, ML; capa molecular, PCL; capa de células de Purkinje, IGL; capa granular interna. Los valores 
representan la media ± SEM de seis experimentos independientes (ANOVA con el método de comparación 
múltiple de Tukey). Escala: 30 μm (P0, P5 y P15) y 50 μm (Adulto). 
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Coincidiendo con lo observado en los resultados obtenidos en  los experimentos de Western 

Blot, el transportador VNUT se detectó desde los estadios más tempranos del desarrollo 

posnatal del cerebelo (P0 P5 y P15) hasta el estadio adulto. Si bien, su distribución fue 

detectada en los tres nichos neurogénicos, su presencia fue siempre más intensa en la capa 

de las células de Purkinje (Figura 39C).  

Una de las mayores controversias respecto al estudio de los diferentes componentes de la 

señalización purinérgica en general, y al transportador VNUT en particular, al ser el miembro 

identificado más recientemente (Sawada et al., 2008), es la falta de herramientas específicas 

para su detección. Para solventar cualquier duda, se confirmó  la especificidad del marcaje 

obtenido por dos vías independientes. Primeramente, analizamos la especificidad de los 

anticuerpos frente a VNUT en experimentos de sobreexpresión del transportador en la línea 

celular murina de neuroblastoma N2a. Las células se transfectaron con un plásmido control 

que codificaba para la proteína fluorescente verde (GFP) o bien se co-transfectaron con un 

plásmido que codificaba para GFP y otro para VNUT (sobreexpresión). Como se puede ver en 

la Figura 40 el anticuerpo reconoció de forma específica la proteína VNUT pudiendo 

visualizar la sobreexpresión de VNUT en los experimentos de Western Blot  e 

inmunocitofluorescencia.  

 

Figura 40. Especificidad del anticuerpo de VNUT. Experimentos de sobreexpresión en la línea celular N2a 
transfectadas con plásmidos de sobreexpresión (GFP y VNUT) o control (GFP). Se muestra como el anticuerpo 
reconoce VNUT tanto en los ensayos de Western Blot (izquierda) como en los de inmunocitofluorescencia 
(derecha). Escala: 50 µm.  

Por otro lado, se chequeó la especificidad de marcaje de VNUT analizando su co-localización 

con la maquinaría celular asociada principalmente a sus funciones conocidas, es decir, la 

maquinaria vesicular exocitótica y la función lisosomal (Menendez-Mendez et al., 2017, Shin 

et al., 2012). Así, se confirmó la presencia de VNUT en vesículas sinápticas a través de 

ensayos de inmunohistofluoresencia. Para ello, se realizó una doble tinción con VNUT y las 

proteínas vesiculares sinaptofisina y sinaptobrevina en secciones de cerebelo P0. Además, 

también se detectó la presencia de VNUT en lisosomas al co-localizar con el marcador 

lisosomal LAMP-1 (Figura 41). 
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Figura 41. VNUT co-localiza con marcadores vesiculares y lisosomales. Co-localización de VNUT (rojo) con 
sinaptofisina, sinaptobrevina y LAMP-1 (verde) en secciones de cerebelo P0. El panel de la derecha muestra la 
proyección ortogonal, señalando la co-localización de VNUT con sinaptobrevina, sinaptofisina y LAMP-1. Escala: 
30 µm. 

Es importante destacar que la expresión de VNUT en el cerebelo precedía a la de otros 

transportadores vesiculares de neurotransmisores como VGLUT1. Además, el pico de 

expresión de VNUT coincidía con la etapa de máxima expresión de la nestina, un marcador 

de células madres neurales durante el desarrollo del sistema nervioso central (Lendahl et al., 

1990, Menendez-Mendez et al., 2017). Adicionalmente, se observó una interesante co-

localización de VNUT y Nestina durante las primeras etapas del desarrollo posnatal, 

sugiriendo un posible papel del transportador VNUT en la generación y diferenciación 

neuronal durante el desarrollo posnatal del cerebelo (Figura 42).  
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Figura 42. VNUT co-localiza con el marcador de NSCs nestina, a lo largo del desarrollo del cerebelo posnatal. 
Imágenes de inmunohistofluorescencia que muestran la co-localización de VNUT (rojo) con nestina (verde) en 
secciones de tejido del cerebelo en desarrollo (P0, P5 y P15). Las imágenes de la derecha son magnificaciones 
de los recuadros en los que las puntas de flecha muestran las células donde co-localiza VNUT con nestina. 
Escala: 30 μm.  

Para confirmar la presencia de VNUT en las NSCs posnatales de cerebelo se analizó la co-

expresión de VNUT con otro marcador de NSCs, SOX2, a lo largo de las distintas etapas del 

desarrollo posnatal cerebelar. Los ensayos de inmunohistofluorescencia mostraron la 

presencia de una población de células SOX2 positivas en los tres nichos proliferativos, la cual 

se mantenía hasta el estadio adulto. Curiosamente, el transportador VNUT aparte de estar 

presente en los tres nichos proliferativos, co-localizaba con esta población SOX2 positiva 

desde P0 hasta el estadio adulto (Figura 43). Si bien la co-localización de ambos marcadores 

presentó una mayor intensidad en la capa de las células de Purkinje.  
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Figura 43. VNUT co-localiza con el marcador de NSCs SOX2. Imágenes de inmunohistofluorescencia que 
muestran la co-localización de VNUT (rojo) con SOX2 (verde) en secciones de tejido del cerebelo en desarrollo 
(P0 y P5) y adulto. Las imágenes de la derecha son magnificaciones de los recuadros en los que las puntas de 
flecha muestran las células donde co-localiza VNUT con SOX2. ML; capa molecular, PCL; capa de células de 
Purkinje, IGL; capa granular interna. Escala: 50 μm.  

Tras confirmar la co-localización de VNUT con el marcador de NSCs SOX2 y atendiendo a la 

morfología similar a la glía radial que presentaban VNUT a partir del día P5, se analizó su co-

localización con la proteína GFAP. Para ello, se realizó una inmunohistofluorescencia triple 

con VNUT, SOX2 y GFAP en secciones de tejido cerebeloso P0. La proteína GFAP y el 

transportador VNUT presentaron un marcaje similar y además co-localizaban con el 

marcador SOX2. Este patrón de expresión reveló la presencia del transportador VNUT tanto 

en la Glia de Bergmann como en las NSCs del cerebelo. También se observó una población 

de progenitores neurales VNUT/SOX2 positivos y GFAP negativos (Figura 44A). Además, este 

patrón de expresión se mantuvo en etapas más tardías del desarrollo posnatal (Figura 44B). 
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Figura 44. VNUT se expresa en las NSCs cerebelosas. (A y B) Imágenes de inmunohistofluorescencia de 
secciones cerebelosas P0 (A) y P15 (B) donde se muestra VNUT (Rojo), SOX2 (magenta) y GFAP (verde). Las 
imágenes de la derecha son magnificaciones del recuadro blanco donde las puntas de flecha señalan las células 
donde se da la co-localización de VNUT, SOX2 y GFAP. (A’ y B’) Análisis de proyección ortogonal que resalta la 
co-localización de VNUT, SOX2 y GFAP. Escala: 30 μm y 15 μm en las imágenes de mayor magnificación.  

Todas estas poblaciones observadas in vivo pudieron ser observadas también in vitro en 

nuestro modelo de cultivo de progenitores de P0. Asimismo, detectamos valores de 

proporciones relativas de las poblaciones de NSCs Nestina/VNUT/SOX2 positivas semajantes 

a las de poblaciones GFAP/SOX2 positivas (Figura 45).  

 

Figura 45. Expresión de VNUT en las preparaciones de progenitores de cerebelo aislados a día P0. Imágenes 
representativas donde se confirma la co-localización de VNUT (rojo) con los marcadores de NSCs SOX2 (blanco) 
y nestina (verde) en las preparaciones de progenitores P0 recién sembradas (DIV 0). En el panel de la derecha 
se muestra la disminución de dicha población a medida que progresa el cultivo al cuarto día in vitro (DIV 4). 
Escala: 30 μm.  

Llegados a este punto, es importante dejar claro que la expresión de VNUT no está 

restringida a la población de NSCs cerebelosas posnatales si no que su expresión aparece en 

todas las poblaciones del linaje neural en el cerebelo (Figura 46). Así, los ensayos de 

inmunocitofluorescencia evidenciaron la presencia de dicho transportador en los linajes 
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neuronales, astrogliales y oligodendrogliales al co-localizar con los marcadores βIII-tubulina, 

GFAP y O4, respectivamente.  

 

Figura 46. Expresión de VNUT en las distintas poblaciones celulares del cerebelo. Imágenes de 
inmunocitofluorescencia que muestran la expresión de VNUT en los cultivos celulares de progenitores 
cerebelosos. El panel superior a la izquierda muestra una vista general de las preparaciones de cerebelo P0. 
VNUT co-localiza con neuronas (βIII-tubulina

+
), astrocitos (GFAP

+
), NSCs (nestina

+
, nestina/SOX2

+
, GFAP/SOX2

+
) 

y oligodendrocitos (O4
+
). Escala: 50 μm. 
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7.1.5 La inhibición del transportador VNUT induce cambios en el comportamiento de los 

progenitores neurales cerebelosos aislados a P0, pero no a P5 

El patrón de expresión del transportador VNUT durante el desarrollo posnatal del cerebelo 

junto con su presencia en las NSCs, nos llevó a preguntarnos si podría modular el 

comportamiento de los  progenitores cerebelosos y, por tanto, influir sobre el desarrollo 

posnatal del cerebelo. Además, como se ha mencionado anteriormente, el modelo de cultivo 

y la monitorización de los progenitores de cerebelo en ausencia de las señales extrínsecas 

procedentes del nicho neurogénico es un escenario perfecto para su estudio. En 

consecuencia, se analizó el efecto de la modulación de la actividad del transportador VNUT 

en estas preparaciones celulares. Para ello, se realizaron cultivos de progenitores 

cerebolosos a P0 y P5 en presencia y ausencia de clodronato (100 nM), un inhibidor selectivo 

del transportador VNUT (Moriyama et al., 2017, Kato et al., 2017) y se monitorizaron 

mediante videomicroscopía de time-lapse. El seguimiento de las células individuales en los 

cultivos aislados a P0, mostró que en los cultivos tratados con clodronato se había producido 

un incremento en el número de clones neurogénicos (Figura 47, 48A). El aumento observado 

en el número de clones en presencia de clodronato podría ser debido a un incremento en la 

viabilidad celular o en la supervivencia celular. Sin embargo, no se detectaron cambios en 

ambos parámetros en comparación con los resultados obtenidos en los cultivos 

monitorizados en ausencia del inhibidor (Figura 48C,D,E).  

Análogamente, parámetros como la proliferación celular (Figura 48), la duración de ciclo y 

migración celular no se vieron alterados en presencia de clodronato (Figura 49A,B,C).  
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Figura 47. Biblioteca de árboles de linaje de 1 a 5 rondas de división originados en las preparaciones de 
progenitores neurales cerebelosos aislados a P0 mantenidos en condiciones controles y en presencia de 
clodronato 100 nM. En cada caso, la identidad de la progenie fue determinada por ensayos de  
inmunocitofluoresencia al finalizar el experimento. 
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Figura 48. Efecto de la inhibición del transportador VNUT sobre el comportamiento de los progenitores 
neurales cerebelosos. Porcentaje de clones (A), número de rondas de división de los clones (B), supervivencia 
celular al finalizar el experimento (C) y supervivencia de las árboles anlizados (D) de los clones monitorizados 
en condiciones control y en presencia de clodronato (Cl). Los valores que se muestran en los panales A, C y D 
representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes (*p < 0,05, test t de Student no pareada). Los 
valores mostrados en el panel B representan la media ± SEM  de 5 experimentos independientes ANOVA con el 
método de comparación múltiple de Tukey). (E) Imágenes representativas de los experimentos de time-lapse 
en presencia (Cl) y ausencia (C) de clodronato 100 nM a diferentes tiempos (día-hora:minuto). Las puntas de 
flecha señalan las células de los diferentes clones. A la derecha de las imágenes de time-lapse se representan 
los árboles analizados señalados con las puntas de flecha. Escala: 30 μm.  

Por el contrario, al analizar los linajes celulares obtenidos a tiempo final mediante 

inmunocitofluorescencia, se observó que el porcentaje de células GFAP/SOX2 positivas en 

los cultivos tratados con clodronato era significativamente inferior al porcentaje cuantificado 

en la condición control (Figura 49D). Esta disminución del porcentaje de células GFAP/SOX2 

positivas junto con el aumento de clones neurogénicos, sugería que la inhibición del 

transportador VNUT estaría activando a las NSCs, forzando su salida del ciclo celular y 

dirigiéndose hacia la diferenciación neuronal. Notablemente, esta disminución en el 

porcentaje de células GFAP/SOX2 positivas se vio acompañada de una ausencia total de 

divisiones asimétricas en presencia de clodronato. La ausencia de este tipo de divisiones 

sugiere que la inhibición de VNUT reducía la capacidad de las NSCs para experimentar el 

proceso de autorrenovación, y generar copias de sí mismas. Por ende, el clodronato estaría 

potenciando la activación y la diferenciación de las células hacia el linaje neuronal, 

reduciendo su capacidad de autorrenovación y produciendo una disminución de las reservas 

de NSCs presentes en cultivo.  
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Figura 49. Efecto de la inhibición del transportador VNUT sobre el comportamiento de las NSCs cerebelosas. 
(A) Promedio de la duración del ciclo celular. (B) Duración del ciclo celular en función de las rondas de división. 
(C) Migración celular de los árboles analizados. (D) Proporciones de las poblaciones celulares en presencia y 
ausencia de clodronato 100 nM. Los valores representan la median ± SEM de 5 experimentos independientes, 
test de t de Student para (A y C) y *p < 0,05 ANOVA con prueba de comparación múltiple de Tukey para (B y D).  

El efecto de la inhibición de VNUT sobre la salida del ciclo celular y la diferenciación neuronal 

se corroboró mediante experimentos de PCR cuantitativa en los que se observó el 

incremento de los niveles de de ARNm de genes asociados a la diferenciación neuronal tanto 

en el linaje glutamatérgico como GABAérgico (Figura 50). En concreto, el clodronato 

promovió un importante incremento en el ARN mensajero de Atoh1 (Figura 50), gen 

principal involucrado en la diferenciación hacia precursores de neuronas granulares (Ben-

Arie et al., 1997, Machold and Fishell, 2005, Wang et al., 2005). Conforme al aumento de 

expresión de Atoh1, también se detectó un pequeño incremento en la expresión de 

NeuroD1, factor de transcripción activado por Atoh1 (Miyata et al., 1999), así como del gen 

Cntn2. Este último es un marcador de neuronas granulares posmitóticas. Con respecto al 

linaje de interneuronas GABAérgicas, la inhibición de VNUT aumentó los niveles del ARN 

mensajero de los genes Ptf1a así como de su factor de transcripción diana Neurog1. Ambos 

genes están implicados en la especificación hacía el fenotipo GABAérgico (Yamada et al., 

2014). Dichos resultados confirmaban que el clodronato estaría induciendo la salida de ciclo 

de las NSCs hacía el linaje neuronal, disminuyendo así el porcentaje de células GFAP/SOX2 

positivas y aumentando el porcentaje de clones a tiempo final. Así pues, VNUT podría estar 

modulando el balance entre quiescencia/activación así como la autorrenovación de las NSCs 

del cerebelo.  
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Figura 50. La inhibición de VNUT potencia la expresión de genes implicados diferenciación neuronal. Análisis 
de los niveles de ARN mensajero por PCR cuantitativa de genes asociados al linaje glutamatérgico (Atoh1, 
Neurod1 y Cntn2) y GABAérgico (Ptf1a y Neurog1) tras 20 horas en presencia y ausencia de clodronato. Los 
valores representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes (*p < 0,05, ***p < 0,001, ANOVA con el 
método de comparación múltiple de Tukey). 

Como se ha puntualizado anteriormente, el transportador VNUT mostraba un pico de 

expresión a día P0, el cual decaía con el tiempo. Además, en el estadio P5 los progenitores 

revelaron una menor capacidad neurogénica acompañada de una disminución del 

porcentaje de células GFAP/SOX2 positivas aisladas, así como ausencia de divisiones 

asimétricas. Estos resultados podrían sugerir que la regulación del transportador VNUT 

tendría un menor impacto sobre los progenitores neurales a estadios posteriores del 

desarrollo posnatal del cerebelo. Por ello, se estudió la ventana temporal del efecto de la 

modulación del transportador VNUT sobre la neurogénesis.  

 

Figura 51. Biblioteca de árboles de linaje de 1 a 4 rondas de división originados en las preparaciones de 
progenitores neurales cerebelosos aislados a P5 en condición control (panel izquierdo) o en presencia de 
clodronato 100 nM (panel derecho). En cada caso, la identidad de la progenie fue determinada por ensayos de  
inmunocitofluoresencia al finalizar el experimento. 



Resultados 

114 
 

Así, el seguimiento de las células individuales en los cultivos de progenitores de cerebelo a 

día P5 no evidenció ningún efecto del condronato sobre la proliferación celular (Figura 51). 

De tal manera que el porcentaje de clones generados era similar (Figura 52A), así como, la 

frecuencia de clones de distintas rondas de división (Figura 52B). Además, los ensayos de 

inmunocitofluorescencia a tiempo final, tampoco mostraron variaciones en las poblaciones 

obtenidas en presencia y ausencia de clodronato (Figura 52C). 

 

Figura 52.  Efecto de la inhibición del transportador VNUT sobre el comportamiento de los progenitores 
neurales cerebelosos aislados a P5. Porcentaje de clones generados (A), clones que experimentan de 1 a 4 
rondas de división (B) y  poblaciones celulares (C) de los clones analizados en ausencia (control) y presencia de 
clodronato 100 nM (Cl). (D) Imágenes representativas de los experimentos de time-lapse en presencia (Cl) y 
ausencia (C) de clodronato a diferentes tiempos (día-hora:minuto). Las puntas de flecha señalan las células de 
los diferentes clones. A la derecha de las imágenes de time-lapse se representan los árboles analizados en 
presencia y ausencia de clodronato. Los valores representan la median ± SEM de 5 experimentos 
independientes, con test de t de Student no pareada para (A) y ANOVA con el método de comparación múltiple 
de Tukey para (By C). Escala: 30 μm. 

Además, tampoco se observaron cambios en la supervivencia y migración celular y en la 

duración del ciclo celular en los cultivos tratados con clodronato (Figura 53). De tal modo 

que la regulación de VNUT parecía tener un impacto menor en los cultivos de día P5. Estos 

resultados junto con el descenso de la expresión de VNUT y de las células madre aisladas en 

el cultivo, a medida que se avanza en el desarrollo, sugería la existencia de una ventana de 

actuación limitada en el tiempo. De esta forma la modulación de VNUT influiría en el proceso 

de neurogénesis principalmente en las etapas iniciales del desarrollo posnatal cerebeloso, 

perdiendo dicha capacidad a medida que se avanza en el desarrollo. 
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Figura 53.  Efecto de la inhibición del transportador VNUT sobre el comportamiento de los progenitores 
neurales cerebelosos aislados a P5. (A) Supervivencia celular al finalizar el experimento. (B) Supervivencia de 
las árboles analizados. (C) Migración celular de los árboles analizados. (D) Promedio de la duración del ciclo 
celular. (E) Duración del ciclo celular en función de las rondas de división. Los valores representan la median ± 
SEM de 5 experimentos independientes, test de t de Student no pareada para (A, B, C y D) y ANOVA con prueba 

de comparación múltiple de Tukey para (E).  
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7.2 La señalización purinérgica como modulador de la neurogénesis de la SEZ 

adulta 

7.2.1 Evaluación de la expresión de los receptores purinérgicos de tipo metabotrópico en 

la SEZ adulta 

En la primera parte de esta tesis, se había comprobado la influencia del transportador 

vesicular de nucleótidos, encargado de iniciar la señalización purinérgica, sobre el 

comportamiento de los progenitores neurales aislados del cerebelo. La inhibición del 

transportador reducía la población de NSCs in vitro, potenciando su progresión hacia la 

neurogénesis. Continuando con estos resultados nos planteamos evaluar el posible papel de 

la señalización purinérgica sobre otros nichos neurogénicos. Por ello, la segunda parte de la 

tesis se centró en estudiar la acción moduladora de los nucleótidos extracelulares sobre la 

neurogénesis en la zona subependiamaria (SEZ) adulta de ratón. La acción de la señalización 

purinérgica sobre la SEZ había sido analizada a nivel de poblaciones celulares en diversos 

estudios in vivo e in vitro, donde se había reportado la modulación ejercida por los 

receptores purinérgicos, principalmente de tipo metabotrópico, sobre la neurogénesis de la 

SEZ adulta (Grimm et al., 2009, Mishra et al., 2006, Boccazzi et al., 2014, Suyama et al., 

2012). Aquí nos planteamos estudiar cual era la distribución específica, así como el potencial 

papel modulador, de la señalización purinérgica a lo largo de las diferentes etapas del linaje 

neural derivado de las NSCs. Así, como primera aproximación, se evaluó mediante estudios 

de PCR cuantitativa los niveles de ARN mensajero de los receptores purinérgicos en la SEZ de 

ratones adultos de dos meses de edad. Para estos estudios se dejó a un lado el receptor 

P2Y12 ya que su expresión y función está más restringida. Localizándose principalmente en 

microglía (Jacobson et al., 2020, Tozaki-Saitoh et al., 2008), así como en células endoteliales 

(Simon et al., 2001), plaquetas (Abbracchio et al., 2006) y oligodendrocitos (Amadio et al., 

2010).  

       

Entre todos los receptores analizados, los que mostraron una mayor expresión fueron los 

receptores P2Y1, P2Y6 y P2Y13 (Figura 54). Particularmente interesante para nuestra 

investigación fue la importante expresión tanto del receptor P2Y1 como P2Y13 en este nicho 

neurogénico. El receptor P2Y1 había sido descrito como modulador sobre el mantenimiento 

de la condición de célula madre por parte de la glia radial en la corteza embrionaria 

Figura 54. Detección de los niveles de ARNm de los 
receptores de nucleótidos de tipo metabotrópico en la zona 
subependimaria de cerebro de ratón adulto. Análisis por 
PCR cuantitativa de los niveles de ARN mensajero en lisados 
de tejido de la SEZ de cerebro de ratón de 2 meses de edad. 
Los valores se normalizaron con respecto a la cantidad de 
transcrito de Gapdh. Los valores representan la media ± SEM 
de 3 experimentos independientes.  
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(Weissman et al., 2004). Igualmente se había observado su efecto sobre la proliferación de 

los progenitores neurales (Mishra et al., 2006, Boccazzi et al., 2014, Suyama et al., 2012). 

Con respecto al receptor P2Y13, estudios realizados en la zona subgranular del giro dentado 

del hipocampo, otro de los principales nichos neurogénicos adultos, habían revelado que la 

señalización mediada por el receptor atenuaba la neurogénesis hipocampal (Stefani et al., 

2018). Asimismo, nuestro grupo de investigación había estudiado en profundidad el papel 

del receptor P2Y13 en el sistema nervioso, observando su participación en la diferenciación 

de las neuronas hipocampales (del Puerto et al., 2012), y ejerciendo un papel 

neuroprotector en neuronas granulares y astrocitos de cerebelo de rata frente a estímulos 

pro-apoptóticos (Ortega et al., 2011b, Perez-Sen et al., 2015). En consecuencia, la presente 

tesis se centró en los receptores P2Y1 y P2Y13 para los estudios posteriores. 

Atendiendo al receptor P2Y1, los ensayos de PCR cuantitativa mostraron que el receptor se 

expresaba tanto en la región dorsal como ventral. Si bien, la expresión era significativamente 

mayor en la región ventral (Figura 55A). Además, mediante estudios de Western blot se 

analizaron los niveles de proteína del receptor P2Y1 en ambas regiones. Dichos estudios 

corroboraron la presencia del receptor tanto en la zona ventral como dorsal. Asimismo, 

coincidiendo con lo observado en los estudios de PCR cuantitativa, se detectaron mayores 

niveles de proteína en la zona ventral (Figura 55B-C).  

 

Figura 55. Presencia del receptor P2Y1 en la SEZ del cerebro de ratón adulto. (A) Análisis por PCR cuantitativa 
de los niveles de ARN mensajero del receptor P2Y1 en lisados de tejido de la parte ventral y dorsal de la SEZ de 
cerebro de ratón de 2 meses de edad. Los valores se normalizaron con respecto a la cantidad de transcrito de 
Gapdh. (B) Análisis mediante Western Blot de los niveles de proteína del receptor P2Y1 de lisados de tejido en 
relación a la α-tubulina. (C) Imagen representativa de la detección de la proteína P2Y1 en los experimentos de 
Western Blot realizados con los lisados de tejido. La proteína α-tubulina se utilizó como control de carga. Los 
valores representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes (****p < 0,0001, test de t de Student 
no pareado). 

Una vez detectada la expresión del receptor P2Y1 en ambas regiones de la SEZ, se evaluó su 

presencia en las diferentes poblaciones celulares presentes en este nicho neurogénico. Para 

ello, se analizó mediante ensayos de inmunohistofluorescencia la presencia del receptor 

P2Y1 en secciones sagitales de tejido de cerebro de ratón adulto. Como se aprecia en la 

Figura 56 el marcaje obtenido con el anticuerpo frente al receptor P2Y1 se distribuía en 

ambas regiones de la SEZ. Asimismo, se corroboró su co-localización con la proteína βIII-
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Tubulina, marcador de poblaciones neuronales, y con la proteína GFAP, marcador de 

poblaciones astrogliales.  

 

Figura 56. El receptor P2Y1 está presente en poblaciones neuronales y astrogliales de la SEZ adulta. En el 
panel superior se muestran imágenes de inmunohistofluorescencia de una sección de la zona subependiamaria 
de ratón adulto, donde se muestra βIII-Tubulina (verde), P2Y1 (rojo) y GFAP (gris). Los núcleos se tiñeron con 
DAPI (azul). El panel inferior es una magnificación del recuadro blanco, donde se indica con las puntas de flecha 
rellenas la co-localización del receptor P2Y1 con βIII-Tubulina, mientras que las puntas de flecha sin rellenar 
marcan la co-localización de P2Y1 con GFAP. Escala: 30 µm y 15 µm en las imágenes de mayor magnificación. 

Tras verificar la distribución in vivo del receptor P2Y1, se analizó su expresión en los cultivos 

de progenitores neurales aislados de la SEZ adulta. Los progenitores de la SEZ adulta se 

sembraron a baja densidad y en ausencia de factores tróficos como se detalla en el apartado 

de Métodos. Después, mediante estudios de inmunocitofluorescencia a día 1 y 2 de cultivo, 

se analizó la presencia del receptor P2Y1 en las distintas poblaciones del linaje neural 

derivadas de las NSCs. Las preparaciones de progenitores neurales permitieron analizar la 

expresión del receptor a lo largo de la progresión del linaje, a través de su co-localización 

con diversos marcadores celulares. De manera que el receptor P2Y1 se detectó en todas las 

células pertenecientes al linaje neuronal y astroglial, al co-localizar con la proteína GFAP, 

marcador de los astrocitos parenquimales y las células madre neurales (NSCs), con la 

proteína Ascl1, el marcador de progenitores intermedios o TAPs y con la proteína βIII-

Tubulina, marcador de neuroblastos (Figura 57). 



Resultados 

119 
 

 

Continuando con la caracterización de los receptores de ADP en la SEZ, se analizó la 

expresión del receptor metabotrópico P2Y13. En primer lugar, se cuantificaron los niveles de 

ARN mensajero en la región dorsal y ventral de la SEZ de ratón adulto, siguiendo el mismo 

procedimiento utilizado para el receptor P2Y1. Los niveles de ARN mensajero codificante 

para el receptor P2Y13 eran similares en ambas regiones de la SEZ (Figura 58A). No obstante, 

los niveles de proteína del receptor P2Y13, detectados en los ensayos Western Blot, eran 

significativamente mayores en la región ventral que en la dorsal (Figura 58B-C).  

 

Figura 58. Presencia del receptor P2Y13 se expresa en SEZ de cerebro de ratón adulto. (A) Análisis por PCR 
cuantitativa de los niveles de ARN mensajero del receptor P2Y13 en lisados de tejido. Los valores se 
normalizaron con respecto a la cantidad de transcrito de Gapdh. (B) Análisis mediante Western Blot de los 
niveles de proteína del receptor P2Y13 en extractos de tejido en relación a la α-tubulina. (C) Imagen 
representativa de los resultados obtenidos de Western Blot de los lisados de tejido detectándose la expresión 
de P2Y13. La proteína α-tubulina se utilizó como control de carga. Los valores representan la media ± SEM de 3 
experimentos independientes (**p < 0,01, test de t de Student no pareado) 

Figura 57. El receptor P2Y1 

se expresa en los 

progenitores neurales de la 

SEZ adulta y en las distintas 

células de la progresión en 

el linaje neural. Imágenes de 

inmunocitofluorescencia que 

muestran la presencia del 

receptor P2Y1 en los cultivos 

de progenitores neurales de 

la SEZ adulta. El marcaje 

obtenido para el receptor 

P2Y1 se localiza en astrocitos 

y NSCs (GFAP
+
), células de 

amplificación o TAPS (Ascl1
+
) 

y en neuroblastos (βIII-

Tubulina
+
). Escala: 25 µm. 
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A continuación, se analizó la distribución del receptor P2Y13 en las distintas poblaciones 

celulares de la SEZ. Mediante estudios de inmunohistofluorescencia de secciones sagitales 

de cerebro de ratón adulto, se comprobó que el receptor P2Y13 estaba presente tanto en la 

región ventral como en la dorsal (Figura 59A). Además, la triple tinción con GFAP y βIII-

Tubulina reveló que el receptor P2Y13 se distribuía mayoritariamente en las células de 

naturaleza astroglial, debido a su co-localización mayoritaria con la proteína GFAP (Figura 

59C). Mientras que la co-localización con el marcador de poblaciones neuronales βIII-

tubulina fue mucho más escasa (Figura 59B).  

 

Figura 59. El receptor P2Y13 se expresa en poblaciones astrogliales pero no neuronales de la zona 
subependiamria adulta. (A) Imágenes de inmunohistofluorescencia de una sección de la zona 
subependiamaria de ratón adulto donde se muestra el marcaje para βIII-Tubulina (verde), P2Y13 (rojo) y GFAP 
(gris). (B) Magnificación del recuadro naranja donde se muestra la ausencia de co-localizacion del marcaje 
obtenido para el receptor P2Y13 y βIII-Tubulina. (B’) Análisis de proyección ortogonal. (C) Magnificación del 
recuadro amarillo. Las puntas de flecha amarillas señalan la co-localización obtenida para el P2Y13 y GFAP. (C’) 
Análisis de proyección ortogonal que resalta la co-localización de ambos marcadores. Escala: 30 µm.  

Continuando con el estudio de la presencia del receptor P2Y13 se analizó su distribución en la 

población de células de amplificación o TAPS. Los ensayos de inmunohistofluorescencia 

revelaron que el receptor P2Y13 tampoco parecía estar presente en las células de 

amplificación, al no co-localizar con el marcaje Ascl1+ (Figura 60).  
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Figura 60. El receptor P2Y13 no se expresa en la población de células de amplificación o TAPS de la SEZ adulta. 
Imágenes de inmunohistofluorescencia de una sección de la región ventral de la SEZ de ratón adulto donde se 
marca P2Y13 (rojo) y Ascl1 (verde). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Escala: 10 µm.  

Atendiendo a las células de naturaleza astroglial, en la SEZ podemos identificar dos 

poblaciones distintas. Una población de astrocitos parenquimales caracterizados por ser 

GFAP+ y SOX2-, y adicionalmente, una población de NSCs que se caracteriza por el doble 

marcaje de GFAP/SOX2+. Con el fin de determinar si el receptor P2Y13 estaba presente en 

ambas poblaciones o por el contrario mostraba preferencia por alguna de ellas, se analizó su 

distribución junto con los marcadores GFAP y SOX2. La triple tinción con P2Y13, GFAP, SOX2 

reveló que el receptor P2Y13 se expresaba en ambas poblaciones astrogliales de la SEZ 

(Figura 61).  

 

Figura 61. El receptor P2Y13 se expresa en las NSCs y en los astrocitos parenquimales de la zona 
subependiamria adulta. (A) Imágenes de inmunohistofluorescencia de una sección de la zona 
subependiamaria de ratón adulto donde se muestra GFAP (verde), P2Y13 (rojo) y SOX2 (gris). Las imágenes de la 
derecha son una magnificación del recuadro amarillo. Las puntas de flecha amarillas marcan la co-localización 
de P2Y13, SOX2 y GFAP, y la naranja la co-localización de P2Y13 y GFAP. (B’) Análisis de proyección ortogonal que 
resalta la co-localización de P2Y13, SOX2 y GFAP. Escala: 30 µm.  
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Tras confirmar la expresión y distribución in vivo del receptor P2Y13, se continuó con su 

caracterización analizando su presencia en las preparaciones de progenitores neurales 

aislados de la SEZ. Tras mantener las preparaciones durante 1 y 2 días de cultivo in vitro se 

llevaron a cabo ensayos de inmunocitofluorescencia. Coincidiendo con lo observado in vivo, 

el receptor P2Y13 solo se detectó en células de naturaleza astroglial, GFAP+. Sin embargo, la 

expresión del receptor se perdía a lo largo de la progresión en el linaje ya que no se detectó 

ni en las células denominadas TAPs o células de amplificación Ascl1+, ni en los neuroblastos 

βIII-Tubulina+ (Figura 62).  

 

Figura 62. El receptor P2Y13 sólo se expresa en las células de naturaleza astroglial. Imágenes de 
inmunocitofluorescencia que muestran la expresión del receptor P2Y13 en las preparaciones de progenitores 
neurales de la SEZ. El marcaje para el receptor P2Y13 sólo se localiza en astrocitos y NSCs (GFAP

+
). Escala: 30 

µm.  

Por tanto, los resultados obtenidos in vivo e in vitro confirmaron que tanto el receptor P2Y1 

como el P2Y13 se expresaban en la SEZ adulta. Si bien, siguiendo un patrón de distribución 

distinto. Mientras el receptor P2Y1 se expresaba en todas las células de la progresión en el 

linaje, el receptor P2Y13 sólo se expresaba en los astrocitos parenquimales y en las NSCs.  
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7.2.2 El receptor P2Y13 es funcional en las NSCs aisladas de la SEZ 

Dado que tanto el receptor P2Y1 como el receptor P2Y13 se expresaban en la SEZ, se procedió 

a analizar si, más allá de dicha expresión, estos receptores se encontraban funcionales en los 

progenitores neurales derivados de la SEZ adulta. Considerando que la activación de ambos 

receptores induce la movilización de calcio intracelular  (Abbracchio et al., 2006, Carrasquero 

et al., 2005, Perez-Sen et al., 2015), se realizaron estudios de microfluorimetría de calcio en 

las preparaciones de progenitores neurales a día 1 y 2 de cultivo in vitro como se recoge en 

el apartado de Métodos. Como agonista de ambos receptores se utilizó el compuesto 

farmacológico 2MeSADP, análogo del ADP. Tras la administración de 2MeSADP 10 µM, se 

registraron señales de calcio intracelular en las preparaciones de progenitores neurales. De 

manera que el compuesto 2MeSADP inducía un aumento de la concentración de calcio libre 

intracelular (Figura 63).  

 

Figura 63. La activación del receptor P2Y13 induce la movilización de calcio intracelular en las preparaciones 
de progenitores neurales aislados de la SEZ de ratón adulto. Perfil de las respuestas de calcio representativas 
(fucsia) inducidas tras la estimulación del receptor P2Y1 (izquierda) o P2Y13 (derecha) con 2MeSADP 10 µM en 
células aisladas de la SEZ a día 1 de cultivo in vitro. En el panel izquierdo se muestra la segunda respuesta de 
calcio (naranja) tras la pre-incubación con el compuesto MRS2179, antagonista del receptor P2Y1. En el panel 
derecho se muestra la inhibición de la segunda respuesta de calcio (azul) tras la pre-incubación con el 
compuesto MRS2211, antagonista del receptor P2Y13.  

Puesto que el 2MeSADP es un agonista que no discrimina entre los diferentes subtipos de los 

receptores de ADP, y con el fin de dilucidar cuál de los receptores era el responsable de las 

respuestas de calcio registradas, se realizaron ensayos de microfluorimetría de calcio en 

presencia de antagonistas específicos de los receptores P2Y1 y P2Y13. De modo que, se 

analizó la actividad y funcionalidad del receptor P2Y1 en presencia del compuesto MRS2179, 

mientras que para el análisis del receptor P2Y13 se usó el compuesto MRS2211. Para ello, 

tras la primera estimulación con 2MeSADP se pre-incubaron los cubreobjetos durante 5 

minutos con MRS2179 10 µM o MRS221 10 µM. Seguidamente se estimularon de nuevo con 

el agonista. Como puede verse en la Figura 63, la pre-incubación de los cultivos durante 5 

minutos con MRS2179 10 µM, antagonista específico del receptor P2Y1, seguida de la 

estimulación con 2MeSADP no modificó la movilización de calcio inducida por el agonista. 
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Sin embargo, la pre-incubación con el antagonista del receptor P2Y13, el compuesto 

MRS2211, inhibió la movilización de calcio inducida por 2MeSADP. Este hecho, indicaba que 

el receptor P2Y13 era el responsable de la movilización de calcio y que era por tanto 

funcional en las células aisladas de la SEZ de ratón. 

Seguidamente, se analizó la identidad de las células que respondían a las estimulaciones con 

el agonista 2MeSADP. Para ello, se realizaron inmucitofluorescencias de los cubreobjetos 

empleados en los experimentos de microfluorimetría de calcio. Dichos cubreobejetos tienen 

grabadas una serie de guías, a modo de coordenadas de referencia, que permitieron 

localizar las células de interés. Así, coincidiendo con la expresión predominante in vivo e in 

vitro del receptor P2Y13 tanto en astrocitos parenquimales como NSCs, se confirmó que las 

células que respondían a estimulaciones con el agonista 2MeSADP eran GFAP positivas. Y 

que además, en todas las células las respuestas eran sensibles a la inhibición por MRS2211. 

Con el fin de determinar si estas células eran astrocitos parenquimales o NSCs, se realizó una 

inmunocitofluorescencia con el marcador de NSCs SOX2. La doble tinción con GFAP y SOX2 

reveló que todas las células de naturaleza astroglial que habían mostrado movilización de 

calcio en respuesta a 2MeSADP, siendo esta además sensible a la inhibición por el 

antagonista MRS2211, eran también SOX2 positivas (Figura 64). De modo que el receptor 

P2Y13 mediaba movilizaciones de calcio únicamente en las NSCs. 

 

Tras los estudios anteriores de microfluorimetría de calcio, decidimos ahondar en la 

caracterización de la presencia y funcionalidad del receptor P2Y13 en las NSCs adultas, 

analizando también el comportamiento eléctrico de las mismas. Mediante experimentos de 

patch-clamp se evaluó el efecto de la activación del receptor P2Y13 sobre la actividad de los 

canales de Na+, Ca2+ y K+ voltaje dependiente. 

Inicialmente, se estudió el comportamiento eléctrico de las NSCs empleando pulsos 

despolarizantes de 10 mV durante 100 ms. La selección de las células se realizó atendiendo a 

criterios morfológicos, analizando aquellas células que presentaban un mayor tamaño y 

crecimiento, característica distintiva de las NSCs (Costa et al., 2011). En estas condiciones de 

estudio, sólo se registraron corrientes de potasio de 42,14 ± 7,38 pC.  

Figura 64. El receptor P2Y13 induce la 
movilización de calcio intracelular en las 
NSCs aisladas de la SEZ. Imágenes de 
campo claro e inmunocitofluorescencia de 
células aisladas de la zona subependimaria 
sometidas a ensayos de microfluorimetría 
de calcio. Las puntas de flecha amarilla 
señalan aquellas células que presentan 
respuestas de calcio y que además son 
NSCs GFAP/SOX2

+
. La flecha blanca señala 

un astrocito el cual no presenta respuesta 
de calcio tras la estimulación con 2MeSADP.  
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Seguidamente, tras comprobar el comportamiento eléctrico de las NSCs, se analizó si las 

corrientes de potasio registradas eran sensibles a la administración de 2MeSADP. Los 

registros mostraron una disminución en las corrientes de salida tras la administración 

durante dos minutos de 2MeSADP 10 µM, siendo la carga de las corrientes de salida de 

20,64 ± 6,19 pC (Figura 65).  

 

Figura 65. Las corrientes de potasio registradas en las NSCs tras la administración de pulsos despolarizantes 
son sensibles a la administración de 2MeSADP. El diagrama de la izquierda muestra la carga de las corrientes 
de K

+
 antes (control) y después de la administración de 2MeSADP. En el panel derecho se muestra un registro 

representativo de las corrientes de salida de potasio generadas tras la administración de un pulso 
despolarizante en la condición control y tras la administración de 2MeSADP. Los valores representan la media ± 
SEM de n = 14 células (**p < 0,01 con test de t de Student pareado). 

Tras verificar el efecto del 2MeSADP sobre el comportamiento eléctrico de las NSCs, se 

estudió si las variaciones registradas estaban mediadas por los receptores P2Y o si eran 

inducidas por una acción directa sobre los canales de K+ voltaje dependiente. Debido a lo 

cual, se analizaron las corrientes de potasio en presencia de los antagonistas de los 

receptores P2Y1 y P2Y13, los compuestos MRS2179 y MRS2211, respectivamente. Como se 

muestra en la Figura 66 el efecto modulador del 2MeSADP se revirtió por la administración 

del antagonista del receptor P2Y13, MRS2211. La carga de las corrientes registradas en 

presencia del antagonista eran similares a las obtenidas con estimulaciones controles, 44,86 

± 3,14 pC. Por el contrario, no se modificó por la administración del MRS2179, antagonista 

específico del receptor P2Y1. Dichos resultados indicaban, que los cambios en las corrientes 

de salida generados tras la administración de 2MeSADP estaban mediados por el receptor 

P2Y13.  
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Figura 66. El efecto del 2MeSADP sobre las corrientes de K
+
 es sensible a la administración de MRS2211. (A) 

Efecto del antagonista del receptor P2Y13, MRS2211, sobre las corrientes de K
+
 dependientes de voltaje en las 

células aisladas de la SEZ. El diagrama de la izquierda muestra la carga de las corrientes de K
+
 antes (control) y 

después de la administración de 2MeSADP y MRS2211. En el panel de la derecha se muestra un registro 
representativo donde el MRS2211 revierte el efecto del 2MeSADP sobre las corrientes de K

+
 provocadas tras la 

administración de un pulso despolarizante. (B) Efecto del antagonista del receptor P2Y1, MRS2179, sobre las 
corrientes de K

+
 dependientes de voltaje en las células aisladas de la SEZ. El diagrama de la izquierda muestra la 

carga de las corrientes de K
+
 antes (control) y después de la administración de 2MeSADP y MRS2179. En el 

panel de la derecha se muestra un registro representativo donde el MRS2179 no revierte el efecto del 
2MeSADP sobre las corrientes de K

+
 provocadas tras la administración de un pulso despolarizante. Los valores 

representan la media ± SEM de n = 4 células para MRS2211 y para MRS2179 (**p < 0,01 con test de t de 
Student pareado). 

7.2.3 El receptor P2Y13 se expresa predominantemente en las NSCs en estado primed 

Como se mencionó anteriormente, las NSCs pueden encontrarse en estado quiescente, 

primed o activado (Llorens-Bobadilla et al., 2015, Xie et al., 2020, Belenguer et al., 2021b). 

Dichos estados se caracterizan por la presencia de distintos patrones de expresión génica y 

proteica de determinados marcadores, que permiten el aislamiento de cada población 

(Dulken et al., 2017, Llorens-Bobadilla et al., 2015, Xie et al., 2020, Belenguer et al., 2021a, 

Belenguer et al., 2021b). Los estudios anteriores habían puesto de manifiesto la presencia y 

funcionalidad del receptor P2Y13 en las NSCs. Con el fin de identificar la población de células 

madre que expresaba los receptores P2Y13 funcionales, se realizó la separación de las 

diferentes poblaciones del linaje neural de la SEZ mediante experimentos de citometría de 
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flujo con marcadores específicos, y la secuenciación del ARNm de las poblaciones aisladas. 

Estos experimentos se llevaron a cabo en colaboración con el grupo de investigación de la 

Dra. Isabel Fariñas, del Departamento de Biología Celular, Biología Funcional y Antropología 

Física, de la Universidad de Valencia. Como se aprecia en la Figura 67 el ARNm del receptor 

P2Y13 se detectó mayoritariamente en la población de células NSCs en estado primed.  

 

Figura 67. El receptor P2Y13 se expresa mayoritariamente en las NSCs en estado primed. Mapa de calor que 
muestra los niveles de expresión del receptor P2Y13 a lo largo del linaje de la SEZ. Siendo: qNSC (quiescente), 
pNSCs (primed), aNSC (activada), NCP (progenitor neural), ENB (neuroblasto temprano) y LNB (neuroblasto 
tardío).  

7.2.4 La activación del receptor P2Y13 promueve la activación y progresión en el linaje de 

las NSCs aisladas de las SEZ adulta  

La expresión predominante del receptor P2Y13 en la región ventral de la SEZ y su 

funcionalidad en las NSCs, sugería que podría desempeñar un papel modulador en la 

neurogénesis adulta de la SEZ. Como primera aproximación se evaluó el efecto de la 

activación del receptor P2Y13 sobre la formación de nuevas neuronas. Para ello, se realizaron 

cultivos de progenitores neurales en ausencia y presencia del agonista 2MeSADP y se 

cuantificó el porcentaje de neuroblastos en ambas condiciones a los 6 DIV. Los estudios de 

inmunocitofluorescencia con el marcador βIII-tubulina mostraron que no existían diferencias 

significativas en el número de neuroblastos entre los cultivos tratados y no tratados con 

2MeSADP (Figura 68).  

Como la expresión del receptor P2Y13 quedaba restringida principalmente a las NSCs primed, 

la ausencia de efecto sobre la neurogénesis global podría deberse al hecho de que en estos 

cultivos se aísla la totalidad de las células presentes en el linaje neural derivada de este nicho 

neurogénico. En este sentido la población de NSCs, sobre la que se centraría el potencial 

papel modulador del receptor P2Y13, podría representar un porcentaje relativamente bajo, 

del número total de células aisladas en el cultivo. Así, el efecto del receptor P2Y13 podría 

verse enmascarado por el resto de poblaciones presentes en la preparación. 
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Figura 68. Efecto de la activación del receptor P2Y13 sobre el porcentaje de neuroblastos generados a día 6 de 
cultivo in vitro. Imágenes de inmunocitofluorescencia de las preparaciones de progenitores neurales de la SEZ 
adulta a día 6 de cultivo in vitro (DIV) donde se muestra la βIII-tubulina (verde). Los núcleos se tiñeron con DAPI 
(azul). El diagrama de la derecha muestra el porcentaje de células βIII-tubulina

+
 obtenidas en presencia y 

ausencia de 2MeSADP 10 µM. Escala: 100 µm. 

Con el fin de dilucidar esta incógnita, se cuantificó el número real de NSCs aisladas en el 

cultivo. Los ensayos de inmunocitofluorescencia para la detección del doble marcaje para 

GFAP y SOX2 a día 1 de cultivo in vitro, mostraron que el porcentaje de NSCs aisladas 

representaba el 16,51% ± 1,77%. Además, dicho porcentaje se reducía considerablemente a 

día 2 de cultivo in vitro (5,95% ± 1,34%) (Figura 69).  

 

Figura 69. Porcentaje de la población de NSCs asiladas en las preparaciones de progenitores de la SEZ adulta. 
Imágenes de inmunocitofluorescencia representativas de las NSCs en las preparaciones de progenitores 
neurales de la SEZ adulta a día 2 de cultivo in vitro (DIV) donde se muestra SOX2 (rojo) y GFAP (verde). El 

diagrama de la derecha representa las cuantificaciones de la población de NSCs a día 1 y 2 DIV. Escala: 30 µm. 

Considerando estos bajos porcentajes, para evitar el enmascaramiento del efecto de la 

activación del receptor P2Y13 al observar el cultivo en su conjunto y a tiempo final, se 

requería monitorizar el comportamiento de las células individuales a lo largo de los días en 

cultivo. Para ello, se monitorizaron los cultivos de progenitores neurales de la SEZ en 

presencia y ausencia de 2MeSADP 10 µM mediante la videomicroscopía de time-lapse 

durante 5 días in vitro, y se analizaron los árboles de linaje generados (Figuras 70 y 71). 
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Figura 70. El tratamiento con 2MeSADP induce un aumento en el número de clones complejos de 4 y 5 
rondas de división. (A) Clon representativo de 3 rondas de división observado en condiciones controles tras 6 
días de cultivo in vitro. A la derecha se muestra el árbol simétrico analizado en el cultivo cuya progenie es 
neuronal (N, neuroblasto; X, célula muerta). (B) Clon representativo de 5 rondas de división obtenido en 
presencia de 2MeSADP 10 µM tras 6 DIV. A la derecha se muestra el árbol simétrico analizado en el cultivo cuya 
progenie es neuronal (N, neuroblasto; X, célula muerta). En (A) y (B) las imágenes en contraste de fase 
muestran la progresión del linaje obtenida mediante videomicroscopía de time-lapse (día-hora:minuto). La 
última imagen corresponde con la inmunocitofluorescencia realizada al finalizar el experimento, en la que se 
muestra βIII-tubulina (verde). Las puntas de flecha marcan las células dentro del linaje. Escala: 30 µm.  
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Figura 71. Biblioteca de árboles de linaje de 1 a 6 rondas de división monitorizados en las preparaciones de 
progenitores neurales de la SEZ en condición control (panel izquierdo) y presencia de 2MeSADP 10 µM (panel 
derecho) mediante videomicroscopía de time-lapse. En cada caso, la identidad de la progenie fue determinada 
por ensayos de inmunocitofluoresencia al finalizar el experimento.  
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Mediante el seguimiento de las células individuales se cuantificaron diferentes parámetros 

como el número de rondas de divisiones por clon, la duración del ciclo celular, el número de 

clones o la migración y supervivencia celular, que reflejaron el comportamiento de las 

células estudiadas. Además, la inmunocitofluorescencia al finalizar el experimento de 

videomicroscopía permitió analizar la progenie generada (Figura 70).  

El tratamiento de los cultivos de progenitores con el agonista 2MeSADP no evidenció 

grandes cambios en los parámetros previamente señalados. En primer lugar, el tratamiento 

con el agonista 2MeSADP generó un ligero incremento en el número de rondas de división 

por clon (3,02 ± 0,13) en comparación con los cultivos no tratados (2,60 ± 0,13) (Figura 72A). 

Además, este incremento se vio acompañado de una pequeña disminución en la duración 

del ciclo celular (Figura 72B) en las células tratadas con 2MeSADP en comparación con las 

células controles (15,84 ± 1,80 y 17,81 ± 1,36, respectivamente). Es decir, en los cultivos 

tratados con 2MeSADP, las células tendía a dividir más veces y además mostraban un ciclo 

de división más corto que las células de la condición control. No obstante, en cuanto a la 

supervivencia (Figura 72C) y migración celular (Figura 72D) no se detectaron cambios entre 

las células tratadas y no tratadas con el agonista.  

 

Figura 72. Efecto del 2MeSADP sobre el comportamiento de los progenitores neurales aislados de la SEZ 
adulta. (A) Número de rondas de división por clon observadas durante todo el experimento. (B) Promedio de la 
duración del ciclo celular. (C) Porcentaje de supervivencia de las células que dividen. (D) Promedio de la 
migración celular de las células que dividen. (E) Porcentaje de los clones generados. Todos los diagramas 
presentan los resultados obtenidos en los cultivos en presencia y ausencia de 2MeSADP 10 µM. Los datos 
mostrados representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes, con test de t de Student no 
pareado para (A,B,C y D) y *p < 0,05, ANOVA con método de comparación múltiple de Tukey para (E).  

Atendiendo a la complejidad de los clones generados en el cultivo, en presencia de 

2MeSADP se observó un incremento significativo del número de clones que mostraban una 
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mayor complejidad (Figura 72E). Estos clones complejos se caracterizan por experimentar 

entre 4 o más rondas de división. Atendiendo a los clones de 4 rondas de división se observó 

un aumento de los mismos en las preparaciones tratadas con 2MeSADP en comparación con 

la condición control (7,88% ± 2,23% y 4,50% ± 1,25%, respectivamente). De igual modo, el 

porcentaje de clones de 5 rondas de división fue significativamente mayor en presencia de 

2MeSADP que en la condición control (5,43% ± 1,77% y 0,81% ± 0,50%, respectivamente).  

El incremento de los clones complejos junto con el aumento del número de rondas de 

división por clon podría estar apuntando a una potenciación de la proliferación celular 

inducida por el 2MeSADP. Sin embargo, no se observó un aumento de clones complejos en 

detrimento de los clones de 1, 2 o 3 rondas de división (Figura 72). Asimismo, atendiendo a 

la bibliografía, está descrito que la generación de clones complejos es consecuencia de la 

activación de las NSCs (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a, Ponti et al., 2013). Teniendo 

en cuenta que el receptor P2Y13 es funcional en esta población de la SEZ, y que a tiempo final 

no se produce un aumento significativo de los neuroblastos, todo indica que en presencia de 

2MeSADP no se está potenciando la proliferación celular sino que se estaría activando a las 

NSCs presentes en el cultivo, promoviendo su entrada en el ciclo celular y progresión en el 

linaje.  

7.2.5 La modulación del receptor P2Y13 induce cambios en el comportamiento de las NSCs 

aisladas de la SEZ adulta: balance entre quiescencia y activación 

A continuación, para corroborar, que los efectos inducidos por el 2MeSADP sobre el 

comportamiento de los progenitores neurales de la SEZ eran dependientes del receptor 

P2Y13, se monitorizó su comportamiento en presencia de su antagonista específico 

MRS2211. Para ello, las preparaciones se incubaron con MRS2211 10 µM durante 5 minutos, 

tras los cuales se adicionó el 2MeSADP. El seguimiento de célula única y su posterior análisis 

reveló que el antagonista MRS2211 revertía los efectos inducidos por el 2MeSADP. De 

hecho, en presencia del antagonista MRS2211 se produjo una disminución del número de 

rondas de división por clon (2,24 ± 0,073) en comparación con los cultivos tratados con 

2MeSADP (3,02 ± 0,13) (Figura 73A). Este descenso se vio acompañado de un aumento en la 

duración del ciclo celular en las células tratadas con MRSS2211 en comparación con las 

tratadas con 2MeSADP  (24,71 ± 1,29 y 17,81 ± 1,36, respectivamente) (Figura 73B). Además, 

en presencia de MRS2211 se redujo el porcentaje de clones complejos de 4 rondas de 

división (0,49% ± 0,49%) en comparación con los cultivos tratados con el agonista (7,88% ± 

2,23%) (Figura 73D), y no se detectaron clones complejos de 5 y 6 rondas de división. 
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Figura 73. La modulación del receptor P2Y13 con el antagonista MRS2211 revierte los efectos del 2MeSADP 
sobre el comportamiento de los progenitores neurales aislados de la SEZ adulta. (A) Número de rondas de 
división por clon durante los experimentos de time-lapse. (B) Promedio de la duración del ciclo celular. (C) 
Porcentaje de supervivencia de las células que dividen. (D) Porcentaje de los clones generados. Todos los 
diagramas representan los resultados obtenidos en presencia y ausencia de 2MeSADP (10 µM), así como, los 
obtenidos en los cultivos pre-incubados durante 5 minutos con MRS2211 (10 µM). Los datos mostrados 
representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes, (*p < 0,05, ANOVA con test de comparación 
múltiple Tukey)  

Atendiendo a estos resultados, cabría pensar que la disminución en el número de rondas de 

división por clon y en el porcentaje de clones complejos observado en presencia de 

MRS2211 podría ser debido a una pérdida en la viabilidad celular. Sin embargo, los cultivos 

tratados con MRS2211 no mostraron un porcentaje de supervivencia inferior al observado 

en los cultivos monitorizados en presencia y ausencia de 2MeSADP (Figura 73C).  

Así pues, el efecto del 2MeSADP sobre el comportamiento de las NSCs estaba mediado por 

el receptor P2Y13 el cual parece desencadenar la entrada en el ciclo celular, por parte de las 

NSCs, iniciando así su progresión en el linaje, y generando además clones complejos de 4 y 5 

rondas de división. Mientras que la acción inhibitoria del compuesto MRS2211 se 

manifestaba con un descenso en el número de clones complejos generados por el agonista 

(Figura 74).  
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Figura 74. La activación del receptor P2Y13 induce el aumento de los clones complejos de 4 y 5 rondas de 
activación. Biblioteca de árboles de linaje de 4 y 5 rondas de división originados en las preparaciones de 
progenitores neurales de la SEZ en condición control, en presencia de 2MeSADP 10 µM y pre-incubadas con 
MRS2211 10 µM. En cada caso, la identidad de la progenie fue determinada por ensayos de 
inmunocitofluoresencia al finalizar el experimento. 

El conjunto de los resultados apuntaba a que la activación del receptor P2Y13 podría estar 

regulando el balance entre quiescencia/activación de las NSCs de la SEZ adulta.  

7.2.6 Efecto del receptor P2Y13 sobre el modo de división de las NSCs: balance entre 

autorrenovación y diferenciación  

Como se apuntó anteriormente, una de las características distintivas de las NSCs es su 

capacidad de hacer copias de sí mismas a través de divisiones asimétricas (Figura 75). Este 

proceso se conoce como autorrenovación. Dado que, la activación del receptor P2Y13 induce 

cambios en el comportamiento de las NSCs aisladas de la SEZ adulta, se estudió si, esos 

cambios en el balance entre activación y quiescencia, también afectaba a la capacidad de 

autorrenovación.  
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Figura 75. Las NSCs dividen asimétricamente para dar copias de sí mismas. Clon representativo asimétrico de 
5 rondas de división obtenido tras 6 días de cultivo in vitro. A la derecha se muestra el árbol asimétrico 
analizado en el cultivo cuya progenie es neuronal y astroglial (N, neuroblasto; G, célula astroglial). Las imágenes 
en contraste de fase muestran la progresión del linaje obtenida mediante videomicroscopía de time-lapse (día-
hora:minuto). La última imagen corresponde con la inmunocitofluorescencia realizada al finalizar el 
experimento, en la que se muestra βIII-tubulina (verde) y GFAP (magenta). Los núcleos se tiñeron con DAPI 
(azul). Las puntas de flecha marcan las células dentro del linaje. Escala: 30 µm. 

Para ello, se analizaron las inmunocitofluorescencias realizadas al finalizar los experimentos 

de videomicroscopía de time-lapse. De esta manera, se determinó la progenie generada de 

cada clon analizado. Seguidamente, se cuantificó el porcentaje de clones simétricos 

neuronales, aquellos que sólo generaban neuroblastos βIII-Tubulina+, y de clones 

asimétricos, donde una célula madre fundadora generaba nuevas NSCs GFAP/SOX2+ y 

neuroblastos βIII-Tubulina+. 

En las preparaciones de progenitores donde no se había llevada a cabo ningún tratamiento 

(control), el porcentaje de clones simétricos fue 79% frente a 21% de clones asimétricos. Sin 

embargo, en los cultivos tratados con 2MeSADP 10 µM se observó un incremento en el 

porcentaje de clones simétricos (89%), acompañados de una disminución en el porcentaje 

de clones asimétricos (11%). Por consiguiente, la capacidad de autorrenovación de las NSCs 

parecía verse comprometida en presencia del agonista (Figura 76).  

Estos resultados sugerían que a través de la activación del receptor P2Y13, el compuesto 

2MeSADP inducía la activación de las NSCs, las cuales entraban en el ciclo celular, generando 

clones complejos de 4 y 5 rondas de división mediante divisiones simétricas, 

predominantemente, lo que indicaría que, además de potenciar la activación y entrada en 

ciclo de las NSCs, el 2MeSADP estaría promoviendo su diferenciación hacía neuronas, en 

detrimento de su capacidad de autorrenovación.  
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Figura 76. La modulación del receptor P2Y13 disminuye la formación de clones asimétricos en los cultivos de 
progenitores neurales aislados de la SEZ. Los tres diagramas muestran el porcentaje de árboles simétricos y 
asimétricos en cada tratamiento. Se considera árbol simétrico aquel que genera sólo neuroblastos βIII-
tubulina

+
, y asimétrico aquel que general por un lado neuroblastos y por otro NSCs GFAP/SOX2

+
.  

El hecho de una menor autorrenovación de las NSCs y una mayor activación de las mismas 

en presencia de 2MeSADP, implicaría una disminución en la población de NSCs al finalizar el 

experimento. Es por ello, que para verificar esta hipótesis se analizó la proporción de NSCs 

GFAP/SOX2+ en cultivo a día 1 y 4 de cultivo in vitro.  

Primeramente, los ensayos de inmunocitofluorescencia mostraron que a día 1 de cultivo in 

vitro el porcentaje de células GFAP/SOX2+ difería entre los cultivos tratados y no tratados 

con 2MeSADP. Mientras que en los cultivos sin tratar el porcentaje era de 16,51% ± 1,77%, 

en los tratados con 2MeSADP era de 12,95% ± 2,06% (Figura77). Este hallazgo confirmaría 

una mayor activación de las células madre tras la activación del receptor P2Y13. De manera 

que a día 1 de cultivo in vitro la población de células GFAP/SOX2+ sería menor porque ya 

habían entrado en el ciclo celular, progresando en el linaje y perdiendo así su naturaleza de 

célula madre neural. Sin embargo, a día 4 de cultivo in vitro, aunque el porcentaje de NSCs 

era menor en las preparaciones tratadas que en las no tratadas (10,46% ± 1,49% y 11,88% ± 

1,15%, respectivamente), la diferencia no fue tan reseñable como a día 1 de cultivo in vitro.  

 

Figura 77. Efecto de la activación o el bloqueo del receptor P2Y13 sobre la población de NSCs GFAP/SOX2
+
 

presente en los cultivos de progenitores neurales a día 1 y 4 de cultivo in vitro. Los diagramas de barra 
muestran el porcentaje de NSCs con respecto al total de células de las preparaciones de progenitores neurales 
a día 1 (izquierda) y 4 (derecha) de cultivo in vitro. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes (*p < 0,05, ANOVA con método de comparación múltiple de Tukey). 
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En todos estos experimentos se produjo un hecho destacable y, a primera vista 

contradictorio, respecto al hilo argumental mantenido hasta ahora, en los cultivos que se 

llevaron a cabo en presencia del antagonista del receptor P2Y13 MRS2211. Paradójicamente, 

el MRS2211 realizaba un efecto semejante al del agonista 2MeSADP en cuanto al porcentaje 

de clones asimétricos observados (10,5% de asimetría) (Figura 76) y mostraba, además, un 

menor porcentaje de células GFAP/SOX2 detectadas a día 1 de los experimentos (9,75% ± 

1,17%), que se mantenía prácticamente inalterada a día 4 (9,02% ± 0,83%) (Figura 77). Para 

clarificar estos resultados aparentemente contradictorios, hay que tener en cuenta la 

dinámica de comportamiento de los árboles del linaje neural derivados de una NSCs adulta 

(Costa et al., 2011). En los árboles iniciados por NSCs astrogliales, durante los primeros 1-2 

días de cultivo, las células NSCs fundadoras que entran en ciclo de activación generan tras la 

primera y segunda ronda de división, células conocidas como “fast-dividing astroglia”, aun 

positivas para GFAP pero con ciclo celular rápido, antes de generar los TAPS (Figura 79C). 

Asimismo, hay que considerar que el efecto del receptor P2Y13 actúa predominantemente 

sobre las NSCs primed (presumiblemente la ronda inicial del árbol del linaje), las cuales 

representan un bajo porcentaje en el cultivo.  

Por lo tanto, para esclarecer dichas cuestiones, se llevó a cabo la monitorización de los 

cultivos de los progenitores neurales durante 3 días in vitro, tratando de evitar cualquier 

pérdida de información no asociada a las poblaciones bajo estudio. Seguidamente, se 

realizaron inmunocitofluorescencias a tiempo final y se estimaron las proporciones de NSCs 

GFAP/SOX2+ en las distintas condiciones de cultivo. Asimismo, se diferenció entre las tres 

poblaciones distintas de células madre. El primer grupo estaba formado por las células 

madre neurales iniciales totales que incluye tanto las quiescentes como las NSCs activas y 

que por tanto dividían a lo largo del cultivo. Con el propósito de asegurar que era una célula 

madre neural, solo se cuantificaron aquellas células fundadoras que generaban clones 

asimétricos. El segundo grupo estaba formado por las NSCs quiescentes caracterizadas por 

no dividir durante la progresión del cultivo. Por último, el tercer grupo incluía las NSCs 

procedentes de clones asimétricos y por tanto de la autorrenovación de una célula madre 

fundadora. 

Según lo observado hasta ahora, se confirmó que una vez iniciada la entrada en el ciclo 

celular, los clones bajo la estimulación del 2MeSADP, tendían a producir principalmente 

neuronas de forma simétrica, disminuyendo las autorrenovaciones y la cantidad de células 

GFAP/SOX2+ que se observan dentro de los clones. Ahora bien, aunque el porcentaje de 

asimetría en los experimentos en presencia del MRS2211 es semejante, el efecto no 

correspondería con el mismo mecanismo de acción. Como se puede ver en la Figura 78 la 

baja presencia de células GFAP/SOX2+ inicial en presencia del antagonista no se debe, de 

hecho, a una mayor y más rápida diferenciación potenciada por la disminución de la 

autorrenovación (como es el caso del 2MeSADP) sino a que las NSCs, con el receptor 

inactivo, tenderían a quedar quiescentes y a no entrar directamente en ciclo celular, como 

se desprende de que prácticamente el porcentaje inicial de células GFAP/SOX2+ en MRS2211 
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coincide con el porcentaje de células quiescentes que no dividen durante el cultivo (0,39% vs 

0,30%).  

 

Figura 78. Efecto de la activación o el bloqueo del receptor P2Y13 sobre la población de NSCs GFAP/SOX2
+
 

iniciales, quiescentes y generadas en clones, monitorizadas mediante videomicroscopía de time-lapse a los 3 
días de cultivo in vitro. Comparación del porcentaje de células GFAP/SOX2

+
 respecto al número de células 

totales iniciales tras la modulación del receptor P2Y13. Se caracterizan como células iniciales la suma de las 
NSCs que dividen y las que se mantienen en estado quiescente. El término quiescentes representan las NSCs 
que no dividen durante el experimento. Mientras que el término clones abarca las células GFAP/SOX2

+
 

generadas tras divisiones asimétricas. Los valores representan la media ± SEM de 2 experimentos 
independientes (*p < 0,05, **p < 0,01, ANOVA con el método de comparación múltiple de Tukey). 

Este efecto se vería reforzado por los resultados obtenidos tras realizar el análisis de la 

duración de ciclo de los clones complejos. Se observó una disminución significativa de dicho 

parámetro tanto en las primeras rondas de división (Figura 79B) como en el cómputo global 

de rondas de división en presencia de 2MeSADP (Figura 79A). 

 

Figura 79. Efecto de la activación del receptor P2Y13 sobre la duración del ciclo celular de los clones 
complejos. (A) Duración de ciclo media de los árboles complejos generados en presencia y ausencia de 
2MeSADP 10 µM. (B) Duración de ciclo de las primeras rondas de división de los árboles complejos generados 
en presencia y ausencia de 2MeSADP. (C) Modelización teórica de la modulación del receptor P2Y13. Los datos 
mostrados representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes, (**p < 0,01 con test de t de Student 
no pareado). 
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Por lo tanto, esto confirmaría que, como hemos explicado antes, en los cultivos estimulados 

con 2MeSADP, la disminución del porcentaje de células GFAP/SOX2+ a día 1 se debió a una 

mayor activación de las NSCs. Sin embargo, la disminución de dicho porcentaje observado en 

presencia del antagonista MRS2211, indicaría que la reversión del efecto del 2MeSADP  se 

produciría por el mantenimiento de las mismas en estado quiescente. De esta manera se 

explica el bajo porcentaje de células GFAP/SOX2+ aisladas en el cultivo a día 1 y la 

disminución en la proporción de clones complejos de 4 y 5 rondas de división. 

Por consiguiente, la activación del receptor P2Y13 en las NSCs induciría su entrada al ciclo 

celular generando clones simétricos complejos y disminuyendo la capacidad de 

autorrenovación. Sin embargo, la inhibición del receptor P2Y13 no solo revierte la acción del 

2MeSADP en cuanto al comportamiento de las NSCs, sino que además las mantiene en 

estado quiescente, reduciendo así el porcentaje de clones asimétricos y la formación de 

clones complejos de 4 y 5 rondas de división.  

7.2.7 La sobreexpresión in vivo del receptor P2Y13 en la SEZ adulta modula el 

comportamiento de las NSCs  

Los resultados previamente mostrados habían señalado que el receptor P2Y13 se expresaba 

predominantemente en la región ventral de la SEZ. Además, los estudios in vitro revelaron 

que este receptor, aunque se expresaba en las células de naturaleza astroglial, era funcional 

principalmente en las NSCs. Asimismo, la modulación del receptor P2Y13 afectaba al 

comportamiento de las NSCs in vitro. De manera que nuestro siguiente paso se enfocó a 

comprobar el papel del receptor P2Y13 in vivo.  

Con este fin y gracias a una colaboración con el laboratorio del doctor Sergio Gascón se 

diseñó un vector viral de sobreexpresión del receptor P2Y13 como se detalla en el apartado 

de Métodos. Los lentivirus se administraron en la SEZ de ratones adultos de 2 meses de edad 

mediante cirugía estereotáxica, como se describe en Métodos. Pasados 14 días desde las 

inyecciones se realizaron las secciones sagitales de los cerebros para su análisis.  

Inicialmente, se comprobó la funcionalidad de las construcciones virales. Por medio de 

experimentos de inmunohistofluorescencia se comprobó como las células transducidas con 

los vectores de sobreexpresión mostraban, efectivamente un incremento de la expresión del 

receptor P2Y13, en comparación con los vectores control (Figura 80).  
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Figura 80. Los lentivirus control y de sobreexpresión transducen las células de la SEZ adulta y median la 
expresión de la proteína GFP o GFP/P2Y13. Imágenes de inmunohistofluorescencia de secciones sagitales de 
cerebros transducidos con el lentivirus control (panel izquierda) y el lentivirus de sobreexpresión del receptor 
P2Y13 (panel derecha), donde se muestra GFP (verde) y P2Y13 (rojo). Los núcleos se tiñen con DAPI (azul). Las 
puntas de flecha señalan la sobreexpresión del receptor P2Y13 en las células infectadas con el virus de 
sobreexpresión. Escala: 30 µm. 

Tras demostrar la eficacia de los vectores diseñados, se analizó si la sobreexpresión del 

receptor inducía cambios en la distribución de las células transducidas, así como en los 

porcentajes de las distintas poblaciones del linaje neural presentes tanto en la SEZ como en 

la vía migratoria rostral (RMS) mediante estudios de inmunohistofluorescencia. Estos 

ensayos mostraron que la proporción de células GFP positivas por área fue mayor en la zona 

ventral de los cerebros inyectados con el virus control que en los cerebros inyectados con el 

virus de sobreexpresión (Figura 81).  

Como se ha comentado previamente, la SEZ representa un nicho germinal de formación de 

nuevas neuronas que migran hacia el bulbo olfatorio a través de la vía migratoria rostral. 

Además, en los ensayos realizados in vitro, se había señalado que la activación del receptor 

P2Y13 inducía la entrada a ciclo y diferenciación de las NSCs, generando clones complejos 

simétricos neurogénicos y disminuyendo el porcentaje de divisiones de autorrenovación 

dentro de los árboles de linaje. Teniendo en cuenta todo esto, la disminución en el número 

de célula GFP positivas en la región ventral podría estar indicando una mayor activación de 

las NSCs debido a la sobreexpresión del receptor P2Y13. De modo que al ser activadas 

progresarían en el linaje, abandonando la zona ventral y dirigiéndose hacia la vía migratoria 

rostral. En este sentido, el análisis de las células GFP distribuidas tanto en la zona ventral 

como en el RMS reveló diferencias significativas tras 14 días post-inyección. En concreto, los 

estudios de inmunohistofluorescencia mostraron que, aunque tanto en los cerebros 

transducidos con el virus control como con el virus de sobreexpresión, había una mayor 

presencia de células infectadas en la vía migratoria rostral que en la región ventral (Figura 

81A), estas diferencias eran significativamente mayores en los cerebros transducidos con los 

vectores de sobreexpresión en comparación con el virus control (6,57% y 2,1%, 

respectivamente) (Figura 81B-C). Estos resultados irían en la línea de un mayor número de 
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células madre entrando en el ciclo de diferenciación neuronal y abandonando por tanto la 

SEZ para dirigirse hacia el RMS.  

 

Figura 81. Análisis del porcentaje de células transducidas en la región ventral y en la vía migratoria rostral. 
(A) Imágenes de inmunohistofluorescencia de la región ventral y la vía migratoria rostral (RMS) de los cerebros 
transducidos con el vector control (panel izquierdo) y con el de sobreexpresión (panel derecho), donde se 
muestra GFP (verde). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Escala: 50 µM. (B-C) Diagrama de la cuantificación 
de las células infectadas GFP

+
 por área en cada región de cerebros transducidos con el vector control (B) y con 

el de sobreexpresión del receptor P2Y13 (C). 

Para probar de una forma más robusta está hipótesis centrada en la activación de las NSCs, 

su diferenciación y menor autorrenovación y la salida de las poblaciones neuronales 

generadas hacia el RMS, se analizó si la sobreexpresión del receptor P2Y13 afectaba a la 

población de NSCs en la zona ventral. Para ello se cuantificó el porcentaje de NSCs 

transducidas que permanecían en la región ventral de los cerebros inyectados en ambas 

condiciones a los 14 post-inyección. Así, los ensayos de inmunohistoflurescencia empleando 

la triple tinción con GFP, GFAP y SOX2 revelaron que el porcentaje de NSCs transducidas era 

significativamente menor en la región ventral de los cerebros inyectados con el lentivirus de 

sobreexpresión (16,59% ±  6,150%) que en los cerebros inyectados con el virus control 

(31,62% ± 2,817%) (Figura 82C). 
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Figura 82. El porcentaje de NSCs transducidas es menor en la región 
ventral tras sobreexpresar el receptor P2Y13. (A y B) Imágenes de 
inmunohistofluorescencia representativas de una sección sagital de 
cerebro transducido con el lentivirus control (A) y con el lentivirus de 
sobreexpresión (B), donde se muestra GFP (verde), SOX2 (rojo) y GFAP 
(gris). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Las puntas de flecha señalan 
las NSCs transducidas. Escala: 50 µm. (C) Análisis de la población de NSCs 
en los cerebros transducidos Los valores representan la media ± SEM de 4 
experimentos independientes (*p < 0,05, con test de t de Student no 
pareado). 
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Por consiguiente, estos resultados apoyarían nuestra hipótesis. La sobreexpresión del 

receptor P2Y13 estaría provocando la activación y diferenciación de las NSCs residentes. 

Además, el menor número de células GFAP/GFP/SOX2+ detectadas en la SEZ tras 14 días iría 

en consonancia con una menor tasa de divisiones de autorrenovación de las NSCs. 
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8.1 La señalización purinérgica como modulador de la neurogénesis posnatal 

cerebelosa 

El cerebelo es, posiblemente, una de las áreas más ampliamente estudiadas dentro del 

sistema nervioso central. Sin embargo, como hemos citado anteriormente, a pesar del gran 

número de estudios dedicados a esclarecer las claves de su desarrollo posnatal, existen aún 

numerosos interrogantes sobre el comportamiento y modulación de la actividad de los 

progenitores neurales que pueblan este órgano durante los primeros días de vida del 

individuo. Entre estos interrogantes, uno de los que aún planteaban un mayor desafío al 

inicio de esta tesis, era saber si existe una genuina población de NSCs, en el sentido estricto, 

en el cerebelo posnatal, ya que numerosas hipótesis se decantaban más por la presencia de 

progenitores comprometidos con la generación de una población o linaje neural específico. 

No obstante, la potencial identificación, a nivel de célula única, de la presencia de esta 

población de NSCs en el cerebelo en desarrollo, conducía inexorablemente a la aparición de 

nuevas e interesantes incógnitas, destacándose entre ellas: i) ¿Están estas NSCs distribuidas 

por igual a lo largo de los tres nichos proliferativos, la capa granular externa, la capa celular 

de las Purkinje y la futura materia blanca, presentes en el cerebelo posnatal. ii) ¿Cuál es el 

comportamiento de estas NSCs cerebelares a la hora de dar lugar a su correspondiente 

progenie?, iii) ¿son también capaces de generar procesos de autorrenovación? y, en caso 

afirmativo, iv) ¿lo hacen a través de divisiones simétricas o asimétricas? Otra importante 

cuestión se referiría a la potencialidad de las NSC posnatales cerebelares. Es decir, v) ¿es una 

NSCs cerebelar capaz de dar lugar a los tres linajes neurales (astrocitos, oligodendrocitos y 

neuronas) y por lo tanto son multipotentes? O ¿Son por el contrario bipotentes o 

unipotentes? Por último, pero no por ello menos importante, está la importante cuestión 

que incide en el hecho de vi) ¿hasta qué punto las células madre neurales localizadas en el 

cerebelo posnatal son dependientes de las señales de su nicho neurogénico a la hora de 

generar sus correspondientes linajes neurales? Por lo tanto, era esencial diseñar un sistema 

de cultivo que permitiera analizar el comportamiento celular de los progenitores neurales, a 

nivel de célula única, y en ausencia de factores tróficos. Igualmente, era crucial que dicho 

método permitiera identificar el modo de división, así como la progenie generada.  

Por tanto, nuestro primer objetivo se centró en establecer un método de cultivo de los 

progenitores neurales cerebelosos presentes durante el desarrollo posnatal, en aislamiento 

de las señales existentes en su correspondiente nicho neurogénico. Para ello adaptamos y 

combinamos las condiciones utilizadas para el cultivo de los progenitores de la zona 

subependimaria adulta murina (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a) con aquellas 

utilizadas en los cultivos enriquecidos en neuronas granulares de cerebelo (Hervas et al., 

2003). Además, según nuestro conocimiento, esta preparación celular, es la única viable 

hasta la fecha que permite la monitorización, de forma simultánea, de las poblaciones 

celulares presentes en los tres nichos neurogénicos del cerebelo posnatal (PCL, EGL y PWM) 

así como el seguimiento de los linajes celulares generados (Figura 83). Se ha podido 

monitorizar los árboles de linaje que dan lugar a las neuronas glutamatérgicas, principal 
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población generada en la EGL (Hallonet et al., 1990, Alvarez Otero et al., 1993), así como las 

internerneuronas GABAérgicas, astrocitos parenquimales y oligodendrocitos generados en la 

PWM (Leto et al., 2012, Parmigiani et al., 2015). Asimismo, se pudo seguir y caracterizar la 

generación de precursores astrogliales, una población asociada a la PCL (Buffo and Rossi 

2013, Sudarov et al 2011). Uno de los hechos más destacados que se observaron durante la 

monitorización de estos cultivos es que los progenitores neurales aislados mantuvieron su 

potencial neurogénico, como se desprende de la producción predominante de árboles 

simétricos neurogénicos (βIII-tubulina positivos). Por lo tanto, se comportaron de un modo 

semejante a su comportamiento in vivo, siendo las neuronas la principal población neural 

generada en el cerebelo posnatal  (Leto et al., 2016). Además, como comentaremos más 

adelante pudimos identificar las características distintivas de los árboles de linaje generados.  

 

Figura 83. Esquema representativo de los tres nichos proliferativos del cerebelo posnatal analizados 
mediante el cultivo de progenitores neuronales aislados a P0 y P5.  

Siguiendo con el comportamiento observado en aislamiento de las señales del nicho, los 

progenitores en cultivo fueron capaces de generar neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas. 

Aún más relevante fue el hecho de que lo hicieron en proporciones similares a las reportadas 

in vivo (Lackey et al., 2018, White and Sillitoe, 2013), con un 90% de las neuronas generadas 

pertenecientes al linaje glutamatérgico. Las neuronas pertenecientes a ambos linajes fueron 

identificadas no sólo por la expresión de transportadores vesiculares específicos (VGLUT1 y 

VGAT) sino también por diferencias morfológicas y por características funcionales. En este 

sentido, experimentos de electrofisiología por medio de la técnica de patch-clamp 

permitieron observar distintos patrones de respuesta a la estimulación exógena con 

glutamato o GABA. Así, las células con un soma redondeado u ovoide, neuritas bipolares y 

positivas para el marcaje de VGLUT1, tenían respuestas eléctricas más robustas a GABA que 

a glutamato, y además respondían a serotonina, de acuerdo con la caracterización de las 

neuronas glutamatérgicas descrita en el cerebelo posnatal temprano (Oostland et al., 2011). 

Por el contrario, las células con soma poligonal y múltiples neuritas, positivas para VGAT, 

exhibieron respuestas más robustas a glutamato que a GABA, y no respondieron en absoluto 

a serotonina. Además, pudimos comprobar el establecimiento de sinapsis funcionales entre 

ambos tipos de neuronas en cultivo. 
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Estos hechos indican que los progenitores neurales cerebelares tempranos podrían 

desarrollar una parte considerable de su progresión de linaje de forma autónoma, en 

ausencia de las señales presentes en su correspondiente nicho, de manera análoga a lo 

descrito previamente en otros nichos neurogénicos como la corteza en desarrollo (Shen et 

al., 2006, Temple, 1989) o la SEZ adulta (Costa et al., 2011, Ortega et al., 2011a). No 

obstante, esto no significa que la señalización local no sea importante en la modulación de 

aspectos cruciales como el tiempo y modo en el que las distintas poblaciones se generan.  

Son muchos los estudios que, hasta la fecha, se han centrado en desentrañar como las NSCs 

realizan la progresión del linaje en el cerebelo posnatal. Sin embargo, la mayoría de estos 

estudios han sido enfocados en un único nicho proliferativo (EGL. PCL. PWM) y en presencia 

de señales extrínsecas como Shh, BMP o FGF (Leto et al., 2016, Parmigiani et al., 2015, 

Okano-Uchida et al., 2004, Nakashima et al., 2015, Yang et al., 2015) las cuales de por si 

afectan al comportamiento de los progenitores neurales. Además, la mayoría de estos 

estudios no han sido llevados a cabo en aislamiento de las condiciones del nicho o bien se 

han desarrollado bajo las condiciones de cultivo clásico de neuroesferas, las cuales pueden 

altera el destino celular de las NSCs (Lee et al., 2005, Klein et al., 2005, Alcock et al., 2007, 

Alcock and Sottile, 2009, Silbereis et al., 2010, Pastrana et al., 2011, Doetsch et al., 2002). 

Creemos que nuestros datos, en contraposición con estos estudios previos, pueden 

contribuir a dar una imagen global del programa celular intrínseco que conduce a la 

generación de los distintos tipos celulares. De hecho, hemos podido observar que las 

neuronas glutamatérgicas se generan, predominantemente, a través de divisiones 

simétricas, con un máximo de 5 rondas de división. Este comportamiento es consistente con 

lo observado en estudios previos en los que, a pesar de la presencia en el medio de Shh, sólo 

se pudo observar un máximo de una o dos rondas de división previa a la diferenciación, 

probablemente por haber sido llevados a cabo en etapas posteriores del desarrollo 

cerebelar (Nakashima et al., 2015). Esta disminución de la capacidad proliferativa según 

avanza el desarrollo, estaría también de acuerdo con lo que hemos observado en la 

progresión del linaje de los progenitores aislados a día P5. Con respecto al linaje GABAérgico, 

también hemos podido describir la dinámica de los progenitores de las interneuronas. En 

este sentido, los progenitores neurales aislados del nicho son capaces de generar 

interneuronas GABAérgicas a través de divisiones simétricas de entre dos y tres rondas 

máximas de división. Además, se ha mostrado la producción de astrocitos parenquimales 

GFAP+ y células con una morfología que recuerda a los oligodendrocitos. Ambas poblaciones 

celulares se generaron a través de divisiones simétricas de una o dos rondas de división. La 

generación de interneuronas GABAérgias, astrocitos parenquimales y oligodendrocitos 

concuerda con las poblaciones generadas en la PWM en el cerebelo posnatal (Leto et al., 

2012).  

Entre todas las poblaciones detectadas en el cultivo, la que presenta un mayor potencial e 

interés en el desarrollo posnatal del cerebelo es la población de NSCs GFAP/SOX2+. Nosotros 

hemos observado que esta población de NSCs es capaz de generar árboles de linaje 
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asimétricos, con una “rama” del árbol que da lugar a neuronas y la otra que genera nuevas 

células GFAP/SOX2+, lo que sería un proceso de autorrenovación. Esta población de NSCs se 

distribuye en los tres nichos neurogénicos del cerebelo a día posnatal 0, mostrando una 

mayor intensidad en la PCL, y aunque en una menor proporción, su presencia se mantiene 

hasta el estadio adulto. Esta población se correlaciona probablemente con la potencial 

población de NSCs descrita previamente (Alcock and Sottile, 2009, Alcock et al., 2007) y 

podrían explicar la presencia de progenitores astrogliales generadores de neuronas 

granulares de cerebelo así como la presencia de GPCs que darían lugar a células astrogliales, 

respectivamente (Silbereis et al., 2010, Okano-Uchida et al., 2004). De hecho, en nuestras 

preparaciones celulares se ha monitorizado la generación de neuronas glutamatérgicas y 

células GFAP positivas mediante divisiones asimétricas.  Además, muy probablemente esta 

población de células GFAP/SOX2 representa las NSCs aisladas como neuroesferas en 

extractos de cerebelo completo (Lee et al., 2005, Klein et al., 2005). Es importante destacar 

que, aunque la expresión de los marcadores GFAP/SOX2 está asociada también a la glia de 

Bergmann (Mercurio et al., 2019), la capacidad de generar estos árboles asimétricos 

conteniendo tanto neuronas como células GFAP/SOX2, confirma la naturaleza de NSCs de 

esta población celular. 

Por otro lado, esta capacidad de experimentar divisiones asimétricas, así como la presencia 

de esta población de NSCs en la PWM podría correlacionar con los progenitores bipotentes 

descritos en esta área (Fleming et al., 2013, Parmigiani et al., 2015). No obstante, en 

nuestras preparaciones celulares no se han observado divisiones asimétricas capaces de 

generar células GFAP+ y neuronas GABAérgicas. La ausencia de este tipo de divisiones 

asimétricas podría explicarse por el escaso número de células GFAP/SOX2+ presentes en la 

PWM, hecho que es consistente con la naturaleza de nuestras preparaciones, en las que 

aislamos la totalidad del cerebelo posnatal, lo que podría resultar en una dilución de las 

poblaciones minoritarias. Asimismo, la ausencia de señales extrínsecas necesarias podría 

también ser las responsable de no observar este tipo de divisiones asimétricas. De hecho, los 

experimentos que sugieren la bipotencialidad de los progenitores se realizaron con el nicho 

intacto o en presencia de los mitógenos EGF y FGF (Parmigiani et al., 2015).  

Una importante incógnita que queda por aclarar es si esta población de NSCs incluye 

diferentes subtipos de progenitores con distintas capacidades intrínsecas de diferenciación, 

o si bien es una única población cuyo destino celular están regulado por las influencias del 

nicho donde están localizadas. Varias evidencias apoyan el hecho de catalogar a esta 

población celular (GFAP/SOX2) como una población de NSCs genuina presente en el cerebelo 

posnatal. Primero, de acuerdo con lo descrito en la neurogénesis embrionaria y en los nichos 

neurogénicos adultos, estas células presentan una morfología radial y expresan tanto el 

marcador astroglial GFAP como los marcadores de célula madre SOX2 y nestina (Kriegstein 

and Alvarez-Buylla, 2009, Suh et al., 2009). Segundo, son capaces de producir divisiones 

asimétricas para generar neuroblastos y nuevas copias de células GFAP/SOX2 y por tanto de 

autorrenovarse, característica propia de las NSCs (Bonaguidi et al., 2011, Temple, 1989, 
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Costa et al., 2011, Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Tercero, mientras realizan estas 

divisiones asimétricas, presentan diferencias de tamaño a lo largo de la progresión del linaje. 

En este sentido las NSCs exhiben un aumento en su tamaño previo a su división, tamaño que 

permanece significativamente mayor en la rama que promueve la autorrenovación. Por el 

contrario, en la rama neurogénica se produce una disminución progresiva del tamaño celular 

hasta la generación de los neuroblastos, las células que exhiben el menor tamaño. Dicha 

característica en uno de los sellos de identidad de las NSCs en la SEZ adulta, así como en la 

generación de neuroblastos en Drosophila (Neumuller et al., 2008, Costa et al., 2011, Ortega 

and Costa, 2016, Ortega et al., 2013a). Cuarto y, por último, los progenitores neurales 

cerebelosos presentan una velocidad de división relativamente rápida que concuerda con lo 

observado en los nichos embrionarios, pero difiere de lo apreciado en las regiones 

neurogénicas adultas (Costa et al., 2011, Doetsch et al., 2002, Pastrana et al., 2009, Suh et 

al., 2007). La diferencia en torno a la velocidad de división sugiere un ritmo distinto en la 

generación de neuronas entre el estadio embrionario y adulto. Así, mientras que, en la etapa 

embrionaria, las NSCs contribuirían a la formación de una nueva región en un periodo 

relativamente corto de tiempo, como ocurre en el cerebelo posnatal, en la etapa adulta las 

NSCs generan nuevas neuronas en un flujo constante para mantener las áreas pre-

establecidas.  

Curiosamente la población de NSCs GFAP/SOX2+ fue considerablemente inferior en las 

preparaciones de progenitores neurales aislados a día posnatal 5, manteniéndose incluso 

estable a lo largo del experimento de videomicroscopía de time-lapse. Este hecho, junto con 

la ausencia de divisiones asimétricas y por lo tanto de autorrenovación de las NSCs, insinúa 

la adquisición de un carácter quiescente. De hecho, esta población se mantiene durante 

toda la vida del murino, induciendo la neurogénesis en la corteza cerebelosa adulta (Ahlfeld 

et al., 2017). Por consiguiente, estas evidencias apuntarían a que, al menos un fracción de 

NSCs del cerebelo posnatal pasaría a un en estado quiescente, reanudando su ciclo celular 

en el estadio adulto según los requerimientos del entorno. Este hecho coincidiría con lo 

observado en la zona subventricular embrionaria (Furutachi et al., 2015, Fuentealba et al., 

2015). Además de la población de NSCs, en nuestras preparaciones celulares también se 

aisló una población de células SOX2+, que podría ser consistente con la presencia de 

progenitores intermedios (SOX2+), situación análoga a la descrita en el telencéfalo en 

desarrollo (Hutton and Pevny, 2011). Pese a todo, no hemos conseguido establecer un 

vínculo secuencial directo entre estas dos poblaciones en nuestros experimentos, por lo que 

este es un punto aún queda por aclarar.  

En conjunto, consideramos que la preparación celular desarrollada en este trabajo 

constituye, precisamente por su aislamiento del nicho, una herramienta útil para monitorizar 

cómo afectan al comportamiento de las NSCs, de manera individual, las diversas señales 

extrínsecas presentes en los nichos neurogénicos del cerebelo posnatal. Para probar este 

precepto, elegimos estudiar primero el papel de un componente esencial de la 

neurotransmisión purinérgica, el transportador VNUT, principal responsable del tono 
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purinérgico en el espacio extracelular (Miras-Portugal et al., 2019a, Sawada et al., 2008). 

Hemos podido comprobar que VNUT alcanza su máxima expresión en los primeros días 

posnatales, distribuyéndose en el cerebelo en desarrollo antes que otros transportados de 

neurotransmisores (VGLUT1) y co-localizando, además, con la población de NSCs. La 

expresión de VNUT demostró ser específica, al encontrarse asociada a la maquinaría celular 

relacionada principalmente a sus funciones conocidas, la maquinaria vesicular exocitótica y 

la función lisosomal (Menendez-Mendez et al., 2017, Shin et al., 2012). Estos hechos ponen 

de manifiesto el potencial papel relevante del sistema purinérgico en los primeros estadios 

del desarrollo del cerebelo. En el presente trabajo, se ha demostrado como la modulación de 

VNUT repercute en el comportamiento de las NSCs alterando la progresión del linaje. 

Concretamente, hemos observado que la inhibición de VNUT resulta en un descenso del 

número de células GFAP/SOX2+ acompañado del aumento del número de árboles del linaje 

simétricos y suprimiendo la autorrenovación. Además, la inhibición de VNUT vino 

acompañada de un incremento en la expresión de genes involucrados en la diferenciación de 

los linajes glutamatérgicos y GABAérgicos (Leto et al., 2016). Este efecto sugiere que la 

modulación de la señalización purinérgica tiene un impacto sobre el balance entre 

quiescencia y salida del ciclo celular, así como de la capacidad de autorrenovación de las 

NSCs (Figura 84).  

 

Figura 84. Implicación del transportador VNUT en la neurogénesis del cerebelo posnatal. Esquema 
representativo que muestra como la inhibición de VNUT induce la activación de las NSCs, generando el 
aumento de árboles simétricos neurogénicos y suprimiendo la autorrenovación de las mismas.  

El mecanismo preciso por el cual VNUT modula el comportamiento de las NSCs queda aún 

por determinar. Una potencial explicación puede derivar precisamente de la presencia 

específica de VNUT tanto en las vesículas exocitóticas como en los lisosomas en el cerebelo 

posnatal (P0). En trabajos anteriores de nuestro grupo habíamos observado como VNUT 

participa activamente en el almacenamiento y liberación de ATP en las neuronas granulares 

de cerebelo (Menendez-Mendez et al., 2017). Además, pudimos comprobar como parece 

tener un papel esencial en la diferenciación neuronal y neuritogénesis (Menendez-Mendez 
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et al., 2015). Esto correlacionaría con el importante papel de los neurotransmisores en 

general, y de la neurotransmisión purinérgica en particular, en la modulación de la 

progresión del linaje y la quiescencia por parte de las NSCs. Como es el caso de las ondas 

espontáneas de calcio propagadas por el receptor P2Y1 en respuesta a la liberación tónica de 

ATP que regulan la proliferación y el mantenimiento de la glía radia en la zona ventricular de 

la corteza en desarrollo (Weissman et al., 2004). Asimismo, la liberación tónica del 

neurotransmisor GABA en la SGZ adulta mantiene a las NSCs en estado quiescente, y la 

inhibición de la señal por la delección de los receptores de GABA causa la rápida salida de 

ese estado de quiescencia (Song et al., 2012). Otro posible mecanismo de actuación vendría 

asociado a la regulación de la función lisosomal, cuyo papel en la modulación del balance 

entre activación y quiescencia de las NSCs durante el envejecimiento ha sido también 

descrita previamente (Leeman et al., 2018). Por tanto, VNUT podría estar actuando vía 

regulación de la neurotransmisión purinérgica, vía regulación de la actividad lisosomal, o 

bien a través de una regulación conjunta de ambos mecanismos. Futuros experimentos 

ayudaran a clarificar esta importante cuestión. 

Como conclusión de este primer bloque de discusión, podemos resaltar que la preparación 

de progenitores neurales puesta a punto en este trabajo permite el seguimiento de las NSCs 

aisladas del cerebelo posnatal y es un modelo que permite estudiar los mecanismos 

moleculares y celulares que gobiernan la generación de las distintas poblaciones celulares 

cerebelosas. En este sentido, hemos podido corroborar esta afirmación con una primera 

aproximación del papel de VNUT en la modulación de las etapas tempranas del cerebelo 

posnatal. 

8.2 La señalización purinérgica como modulador de la neurogénesis de la SEZ 

adulta 

En el segundo bloque de esta tesis doctoral nos enfocamos en el estudio de uno de los dos 

nichos neurogénicos principales que se mantienen activos a lo largo de toda la vida en el 

cerebro de los mamíferos, la SEZ (Gage, Alvarez-Buylla and Lim, Nottebohm, Ming and Song, 

Obernier and Alvarez-Buylla). El estudio del comportamiento de las NSCs en esta área ya 

había sido ampliamente descrito, a nivel de célula única, tanto en estudios in vitro (Costa et 

al., 2011, Ortega et al., Ortega et al., Ortega et al., Paniagua-Herranz et al., Gomez-

Villafuertes et al.) como in vivo (Calzolari et al., Ponti et al.). Por lo tanto, nos centramos en 

el estudio del papel de la neurotransmisión purinérgica sobre la progresión en el linaje de las 

NSCs.  

Nuestros resultados han mostrado, por medio del análisis de los niveles de ARN mensajero 

en la SEZ de cerebro de ratón adulto, la presencia de todos los receptores P2Y, coincidiendo 

con lo observado en neuroesferas aisladas de la zona subependimaria de ratón (Grimm et 

al., Mishra et al.). Uno de los resultados más interesantes ha sido la detección del receptor 

P2Y13 a nivel de ARNm y de proteínas. Los niveles de expresión fueron significativamente 

mayores en la región ventral, una zona con mayor presencia de progenitores neurogénicos, 
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que, en la dorsal, con mayor tendencia a la generación del linaje oligodendroglial (Colak et 

al., Ortega et al.), sugiriendo un mayor papel de este receptor en la neurogénesis, en 

contraposición con la oligodendrogénesis. Además, la expresión del receptor está ligada a 

células de naturaleza astroglial, tanto astrocitos parenquimales (GFAP) como células GFAP y 

SOX2, una combinación de marcaje asociada a las NSCs (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 

Obernier and Alvarez-Buylla). Estos resultados son particularmente relevantes a la hora de 

establecer la distribución de los receptores P2Y en general, y del P2Y13 en particular, a lo 

largo de las diferentes etapas (NSCs-TAPs-Neuroblasto) del linaje neurogénico. Esta 

información era mucho más difusa hasta la fecha debido a que la amplia mayoría de los 

estudios enfocados al estudio de los receptores P2Y en la SEZ se han realizado a nivel 

poblacional en un entorno intacto in vivo o, utilizando el cultivo clásico de neuroesferas 

(Grimm et al., Mishra et al., Ali et al.), sin prestar atención a su distribución y papel 

específicos en la progresión del linaje dependiente de las NSCs. 

Además, los resultados obtenidos demuestran que el receptor P2Y13 es plenamente 

funcional en las NSCs adultas, induciendo una movilización de calcio en respuesta a 

estimulaciones con el agonista 2MeSADP en las células GFAP/SOX2+, como se había visto 

previamente en poblaciones neurales, como las neuronas granulares o los astrocitos 

cerebelosos (Perez-Sen et al.). La movilización de calcio resultó completamente inhibida en 

presencia del antagonista específico MRS2211. La estimulación con el agonista 2MeSADP 

resultó también en una modulación de las corrientes de K+ en las NSCs, modulación que fue 

sensible también al antagonista. La presencia de este tipo de corrientes ya habían sido 

descritas en progenitores derivados de cultivos de neuroesferas de la zona subependimaria 

de ratón adulto, y atribuidas a canales Kv (voltaje dependiente) y Kir (rectificadores internos) 

(Yasuda et al.). En cuanto a su modulación, ya había sido descrito su modulación por las 

proteínas G (Gi/Go) activadas por receptores P2Ymetabotrópicos (Shrestha et al.) sobre todo 

el P2Y1, P2Y4 y el P2Y6 (Coppi et al., Filippov et al.). La presencia y funcionalidad del receptor 

P2Y13 en las NSCs adultas y, sobre todo en la de la zona ventral, sugiere como se ha indicado 

previamente, un papel en la regulación del proceso de neurogénesis. De hecho, el receptor 

P2Y13 ha sido propuesto como modulador de la neurogénesis en la zona subgranular del 

hipocampo (Stefani et al.). Además, la señalización celular dependiente de calcio intracelular 

está implicada en la proliferación y diferenciación de las NSCs (Kawano et al., Heo and Han). 

Recientemente se ha observado que la dinámica intracelular de los niveles de calcio es un 

factor clave en la transición entre NSCs adultas activadas y quiescentes (Gengatharan et al.). 

Asimismo, estudios previos de nuestro grupo de investigación habían puesto de relevancia la 

conexión existente entre el receptor P2Y13 y el linaje neurogénico, describiendo su 

implicación en la diferenciación y maduración de las neuronas hipocampales, actuando de 

manera coordinada con el receptor P2Y1 y con el receptor ionotrópico P2X7 (del Puerto et 

al., Gomez-Villafuertes et al.). Además, los receptores P2Y13 y P2X7 también ejercen un papel 

neuroprotector en neuronas granulares y astrocitos de cerebelo de rata frente a estímulos 

pro-apoptóticos (Ortega et al.).  
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Dentro de la población de NSCs, se han identificado tres subpoblaciones (quiescentes, 

primed y activadas) caracterizadas por la expresión de distintos marcadores moleculares y 

por mostrar un comportamiento diferente (Llorens-Bobadilla et al., Dulken et al., Xie et al., 

Codega et al., Daynac et al., Mich et al., Belenguer et al., Belenguer et al.). No obstante, no 

existen marcadores específicos de cada subpoblación, ya que son comúnmente 

caracterizadas por la combinación de varios. Nuestros resultados, nos permiten proponer al 

receptor P2Y13 como un posible marcador molecular de las NSCs primed, población celular 

en la que parece expresarse de forma predominante. Esta distribución del recetor P2Y13 en 

las NSCs primed,  así como su funcionalidad en las mismas es otra de las evidencias que 

apoyan su papel en la modulación de la progresión del linaje neurogénico. Si bien la 

activación del receptor P2Y13 no promueve un aumento de los neuroblastos generados a 

tiempo final. Esto podría ser consecuencia del bajo porcentaje de NSCs aisladas en la 

preparación de los cultivos (Ortega et al.). Sin embargo, al analizar el papel del receptor 

P2Y13 a nivel de célula única mediante los estudios de videomicroscopía de time-lapse se ha 

observado un aumento de los clones complejos de 4 y 5 rondas de división, los cuales son 

típicamente generados por las NSCs (Costa et al., Ortega et al., Ponti et al.). El aumento del 

número de clones complejos no se produce en detrimento de los clones de 1, 2 y 3 rondas, 

lo cual, junto con la ausencia de variaciones de los neuroblastos generados a tiempo final, 

dan cuenta de que la señalización activada por el receptor P2Y13 no potencia la proliferación 

celular. Ahora bien, el aumento en la generación de clones complejos de 4 y 5 rondas de 

división junto con que las NSCs son las únicas células en el cultivo que responde al 2MeSADP, 

señalan al receptor P2Y13 como un activador de esta población. Esta hipótesis es 

corroborada al comprobar la reversión de los efectos del 2MeSADP sobre los clones 

complejos, en las preparaciones tratadas con el antagonista MRS2211. Estos resultados 

revelan la importancia de la señalización mediada por nucleótidos, especialmente ADP en la 

modulación de la neurogénesis adulta, como se había descrito en la neurogénesis 

embrionaria (Weissman et al., Weissman et al.). Otros estudios previos llevados a cabo en 

adulto, sin embargo, apuntaban que el efecto mediado por el ADP en la SEZ estaba mediado 

por los receptores P2Y1 y P2Y2 potenciando la proliferación de los progenitores neurales, ya 

que la inhibición del receptor P2Y1 atenuaba dicha proliferación (Grimm et al., Mishra et al.). 

Es importante subrayar en este punto que, en estos estudios, no se consideró la posible 

participación del receptor P2Y13 en la SEZ. En estos estudios se utilizaron agonistas y 

antagonistas no selectivos para los diferentes subtipos, pudiendo estar activando varios 

receptores simultáneamente (en especial al P2Y1 y P2Y13). Además, se han llevado a cabo a 

nivel de poblaciones en un nicho intacto lo que dificulta la interpretación de los resultados a 

nivel de los diferentes estadios del linaje neurogénico. De hecho, uno de los problemas que 

radica en este tipo de procedimientos es que las conclusiones obtenidas se basan en lo 

observado a tiempo final, perdiéndose todos los eventos que pueden estar ocurriendo 

durante la progresión en el linaje (Schroeder, Ortega and Costa). Así, la activación de las 

NSCs primed y su entrada en ciclo, puede muy bien confundirse, si se observa la 

citoarquitectura de la SEZ en su conjunto, como un incremento pasajero en la capacidad 
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proliferativa. Por otra parte, la mayoría de los estudios refuerzan los resultados observados 

in vivo con estudios in vitro realizados con cultivos de neuroesferas (Reynolds and Rietze). 

Estos estudios plantean dos problemas principales. El primero es que no está asegurada la 

clonalidad, y las NSCs quiescentes no son detectadas. El segundo problema es que este tipo 

de cultivo se realiza en presencia de altas concentraciones de mitógenos, lo que altera 

enormemente el comportamiento de las NSCs, potenciando la gliogénesis en detrimento de 

la neurogénesis (Doetsch et al., Costa et al.). Por último, no podemos olvidar la posibilidad 

de que, en un entorno de nicho neurogénico intacto, existan señalizaciones de varios 

receptores P2Y, modulándose entre sí, que ayuden a dar forma a la respuesta general 

mediada por los nucleótidos, sobre el proceso de la neurogénesis adulta, como hemos 

observado previamente en otras áreas cerebrales como el cerebelo (Ortega et al 2010 2011). 

De hecho, tenemos datos preliminares no incluidos en este trabajo que indican la 

participación de otros receptores P2Y en otros pasos de la progresión del linaje neural, lo 

que reforzaría esta hipótesis.  

Inequívocamente, nuestros datos ponen de relevancia la existencia de un papel modulador 

de la neurotransmisión mediada por nucleótidos en la progresión de linaje de las NSCs,  

coincidiendo con los observado en otros neurotransmisores como el glutamato (Berg et al., 

2013 & Simon 2013), el GABA (Giachino et al., Song et al., Yeh et al.) la dopamina (Baker et 

al., 2004, Hoglinger et al., L'Episcopo et al., Winner et al.) o la serotonina (Tong et al.). 

Interesantemente, los nucleótidos extracelulares, preferentemente el ADP, a través del 

receptor P2Y13 ejerce una acción contraria a la observada para el neurotransmisor GABA en 

la SGZ. Mientras que la activación de P2Y13 promueve la activación de las NSCs, la liberación 

de GABA potencia la quiescencia (Giachino et al., Song et al., Yeh et al.).  

No obstante, el receptor P2Y13 no sólo modula el balance entre quiescencia y activación, sino 

que afecta también a la capacidad de autorrenovación de las NSCs, al reducirse el porcentaje 

de clones asimétricos en presencia del agonista 2MeSADP. De modo que la activación del 

receptor P2Y13 en las NSCs primed acelera su activación y diferenciación hacia clones 

simétricos neurogénicos, disminuyendo los procesos de autorrenovación. Debido a lo cual, 

observamos una mayor velocidad de ciclo celular en los clones complejos, así como una 

disminución en las células GFAP/SOX2+ en presencia del agonista 2MeSADP a día 1 de cultivo 

in vitro. Nos ha llamado la atención los resultados obtenidos en presencia del antagonista 

MRS2211, paradójicamente son similares a los obtenidos únicamente con el agonista 

2MeSADP en cuanto a los clones asimétricos generados. Incluso, presenta un menor 

porcentaje de células GFAP/SOX2 a día 1 de cultivo in vitro. Estos resultados parecen 

deberse, sin embargo, a la prevención de la activación de las NSCs. De manera que, en 

presencia del antagonista MRS2211, no se produce la activación de las NSCs, lo cual 

imposibilita la generación de las “fast-dividing astroglia” desencadenando un menor 

porcentaje de NSCs a día 1 de cultivo in vitro, así como, la generación de clones asimétricos. 

No obstante, existe un escaso número de células que escaparían al efecto farmacológico del 

antagonista, probablemente por corresponder con el porcentaje más tardío de las NSCs 
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activadas (Costa et al., Belenguer et al., Belenguer et al.), que presentan menor expresión 

del receptor P2Y13. Nosotros proponemos que estas células serían las que generan ese 

porcentaje de asimetría observado en presencia del antagonista. De hecho, los clones 

asimétricos corresponden a clones de menores rondas de activación lo que estaría asociado 

a las NSCs activadas/fast dividing astroglia. Estos datos ponen de relevancia el hecho de que, 

en ausencia de la resolución temporal y capacidad de análisis de los diferentes estadios del 

linaje neural que nos proporciona la técnica de la videomicroscopía de time-lapse a nivel de 

célula única, se enmascararían los resultados llevando a interpretaciones incorrectas 

(Schroeder).  

Por último, hemos analizado el papel de receptor P2Y13 in vivo, sobreexpresando el receptor 

en la región ventral de la SEZ mediante el uso de lentivirus. De manera que al igual que lo 

reportado in vitro, la sobreexpresión del receptor P2Y13 provoca la activación y 

diferenciación de las NSCs localizadas en la región ventral.  

En términos generales, los resultados presentados en el presente trabajo apuntan al 

receptor P2Y13 como diana para regular el balance entre quiescencia/activación de las NSCs. 

De manera que su activación potencia la activación de las NSCs generando nuevas neuronas, 

mientras que su inhibición mantiene las NSCs en estado quiescente (Figura 85).  

 

Figura 85. Efecto de la modulación del receptor P2Y13 sobre la neurogénesis de la SEZ de ratón adulto. 

Esquema representativo que muestra como la estimulación del receptor P2Y13 con 2MeSADP en los cultivos de 

progenitores neurales de la SEZ, así como la sobreexpresión del receptor P2Y13 en la región ventral de la SEZ, 

potencia la activación de la NSCs y su progresión en el linaje hacía la formación de clones simétricos neuronales 

terminales. Mientras que el antagonismo del receptor con MRS2211 promueve la quiescencia en las NSCs.  
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La regulación del balance entre quiescencia/activación puede suponer una estrategia para 

paliar situaciones patológicas. Así, una quiescencia insuficiente puede potenciar la formación 

de tumores o la pérdida del pool de NSCs (Urban and Cheung). Contrariamente, una excesiva 

quiescencia puede inducir una pérdida de homeostasis en los tejidos, tras la reducción de la 

generación de nuevas células (Cheung and Rando). Esto es lo que ocurre en el 

envejecimiento, donde se ha observado que existe una amplia fracción de NSCs que se 

encuentran en estado quiescente debido a la expresión en el nicho de diversos factores de 

transcripción pro-inflamatorios que potencian la quiescencia (Baruch et al., Villeda et al., 

Kalamakis et al., Belenguer et al.). Asimismo, presentan una pérdida de capacidad de 

regeneración y una mayor resistencia a la activación, incluso tras una lesión. Esto difiere de 

lo observado en cerebros jóvenes donde en situaciones patológicas derivadas de una lesión 

o de una infección, se induce un aumento de la neurogénesis (Basak et al., Doetsch et al.). 

No obstante, aunque las NSCs de cerebros envejecidos no se activan tras una lesión, una vez 

activadas presentan las mismas características que las NSCs de cerebros jóvenes en cuanto a 

su capacidad proliferativa y de diferenciación celular (Kalamakis et al.). Por lo tanto, en 

situaciones de envejecimiento el receptor P2Y13 se presenta como una herramienta muy 

prometedora para forzar la activación de las NSCs en situaciones de muerte neuronal, sin 

producir la pérdida de todo el pool de NSCs, ya que sólo actúa sobre las NSCs primed.  
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1. El método de cultivo desarrollado para el aislamiento de progenitores neurales del 

cerebelo posnatal, seguido de su monitorización por videomicroscopía de time-lapse, 

permite monitorizar el comportamiento de las NSCs en ausencia de señales procedentes 

del nicho.  

2. Las NSCs aisladas de los estadios P0 y P5 mantienen su naturaleza neurogénica.  

3. Este método de cultivo es también idóneo para analizar el efecto de señales extrínsecas 

sobre el proceso de la neurogénesis en las etapas posnatales del desarrollo cerebeloso.  

4. La modulación de la actividad de VNUT en los primeros estadios posnatales, afecta a los 

árboles de linaje, regulando el balance quiescencia/activación de las NSCs.  

5. Presencia de receptores P2Y13 funcionales en la zona subependimaria adulta. Su 

expresión parece estar restringida a la población de NSCs en estado “primed” localizadas 

en la zona ventral. La estimulación del receptor P2Y13 promueve la entrada en ciclo de las 

NSCs generando clones simétricos neurogénicos complejos en detrimento de las 

divisiones de autorrenovación.  

6. La sobreexpresión del receptor P2Y13 en la región ventral de la SEZ adulta activa las NSCs, 

disminuyendo el porcentaje de células GFAP/SOX2 en la zona ventral y aumentando el 

porcentaje de células transducidas en la vía migratoria rostral.  
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