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Resumen
El sistema nervioso central es el encargado de coordinar todas las funciones vitales de

un organismo. Su origen tiene lugar en la gastrulacion, momento en el que se forma el
neuroepitelio, tejido del que provienen las células nerviosas. Durante el desarrollo e
incluso después de este, el neuroepitelio pasa por un proceso Illamado neurogenesis. La
neurogénesis comprende las sucesiones de etapas de proliferacion y diferenciacion a las
que se ve sometido este tejido, gracias a las cuales es capaz de formar las estructuras
que darén lugar al sistema nervioso central. Las células que se ven sometidas a estos
procesos se conocen como celulas neurales troncales (NSC), y deben ser coordinadas a
través de estas etapas. Como en cualquier otra fase del desarrollo, existen numerosos
mecanismos de regulacién moleculares actuando en distintos niveles celulares, como

sefales externas, vias de sefializacion y bucles de control de la transcripcion.



Introduccion
Las células troncales (también conocidas como células madre) son un tipo de célula con

capacidad de autorrenovacién, pudiendo producir mas células troncales hijas por
mitosis, las cuales tendran las mismas propiedades que sus progenitoras, o bien producir
células hijas que se diferenciaran en otros tipos celulares con distintas funciones

biolodgicas.

La capacidad de generar diferentes tipos celulares es conocida como “potencialidad”, y
no todas las células troncales poseen la misma. Las células del zigoto son las que tienen
mas potencialidad, pero a medida que se van diferenciando y determinando en otros

tipos celulares, van perdiendo esta capacidad. (Teng et al., 2008).

Las células troncales neurales son aquellas que dan lugar a las diferentes células del
sistemanervioso central. El origen del sistemanervioso central se halla en el ectodermo,
una de las 3 capas germinales originadas en la gastrulacion. Tras este periodo de
desarrollo, parte del ectodermo formara la placa neural, la cual comenzara a plegarse
sobre si misma y daré lugar al tubo neural en un proceso llamado neurulacion. Es de
este tubo neural de donde surgiran las futuras células que formaran el sistema nervioso
central. Este grupo de células son conocidas como células troncales neurales (NSC), y
se caracterizan por ser capaz de diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(Pfaff & Volkow, 2016). Durante el desarrollo del organismo, las poblaciones de NSC
seran sometidas a numerosos factores de sefializacion, los cuales tienen un papel clave

en la expresion genética de la célula, y por tanto en su destino celular (Figura 1).

Las NSC son las encargadas de iniciar linajes que desencadenaran en los distintos tipos

de células neuronales. Sin embargo, estos productos finales rara vez se originan
directamente de las NSC, si no que primero pasan a través de ciclos de divisiones en
donde las distintas etapas celulares van perdiendo potencialidad. Es dentro de este grupo
de células progenitoras intermedias donde comienzan las distintas rutas que llevaran a
un destino celular u otro (Dhara & Stice, 2008). En este punto, hay una separacién
clave en cuanto a las rutas que siguen estds células, y es que unas formaran los
precursores de las neuronas mientras que otras formaran precursores de células gliales
(Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009).
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Figura 1. Una misma poblacion de células troncales neurales (NSC) puede dar lugar a distintos grupos neurales
diferenciados segtin los factores de sefializacion que se les haga llegar (Pfaff & Volkow, 2016)

Todo este proceso de proliferacion, diferenciacion y formacion de estructuras del
sistema nervioso central es lo que se conoce como neurogénesis. En su comienzo, una
NSC puede encontrarse en estado quiescente, como suele ocurrir en las poblaciones del
cerebro adulto (Alunni & Bally-Cuif, 2016). A través de las distintas etapas de un
organismo, estas células van recibiendo sefiales que provocan un cambio en su estado
celular. Durante el desarrollo las sefiales que reciben las hacen alternar entre los
procesos de proliferacion y diferenciacion. Una vez entradas en la diferenciacion es
cuando pasan a traves de diferentes etapas donde aun conservan potencialidad suficiente
para que se pueda dirigir su destino celular. En ese momento, a estas células se las

conoce como progenitores intermedios (IP) (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009). A



medida que contindan llegando sefiales, su destino celular se va concretando hasta

formar el neuroblasto, una neurona inmadura (Galderisi et al., 2003).

quiescent  active

NSCs TAP/IP Neuroblast Neuron

Figura 2. Etapas de la neurogénesis. Una NSC activa empieza a diferenciarse en progenitores intermedios (TAP/IP)
que llegan a formar un neuroblasto, el cual madurard hasta llegar a una neurona (Zhang et al., 2018).

Glia radial
Durante las primeras etapas del desarrollo de la corteza cerebral en mamiferos se llevan

a cabo una de las diferenciaciones mas importantes del sistema nervioso. Las células
neuroepiteliales del tubo neural sufren sus primeras transformaciones dando lugar a la
glia radial (RG) (Engler et al., 2018). Esta glia radial la constituye NSC bipolares que
se encuentran en la zona subventricular (SV). En ratones, a partir de E11.5 entrara en
una fase de proliferacién donde se creard mas RG. Sin embargo, algunas células sufriran
una division asimétrica, dando lugar a los primeros IP, asi como nuevas neuronas hasta
formar la zona subventricular. Siguiendo este método, la RG hara de andamio durante la
formacion de las capas neocorticales, guiando a las futuras neuronas en su migracion
(Greig et al., 2013).

Ademas de las funciones mencionadas, la RG tambiéntiene un papel de mantenimiento
de las nuevas neuronas. En estas etapas del desarrollo, el primer tipo de célula nerviosa
que se diferencia son las neuronas, pero es durante E15.5 y el periodo postnatal cuando
aparecen los primeros astrocitos y oligodendrocitos (Fuentealba et al., 2015). Durante
el desarrollo cortical, la RG expresa marcadores propios de células gliales encargadas
de la mielinizacion primaria, por lo que se piensa que estas células son las responsables

de ejercer las primeras funciones gliales en el sistema nervioso (Howard et al., 2008).



—=+ Direct transformation
— Asymmetric division
= Symmetric division

Astrocytes

Blood vesﬁeli b r /

H—

® [

IPC '

A <( ? Neurons y

2 / olPC

T \}I

NE S ‘
vV Z
J

p- v _— \ v 7
Neuroepithelial Radial glial cells
cells
Neuroepithelium Embryonic Birth

Figura 3. Evolucion de la glia radial durante el desarrollo. El neuroepitelio sufre cambios que lo llevan a convertirse
en la RG y empieza a formar las distintas capas de la corteza (VZ, SVZ, 1Z, CPy MZ). Esta entra en una etapa de
proliferacion seguida de divisiones asimétricas que forman multitud de progenitores intermedios (nIPC), los cuales se
diferenciardn en neuronas. En las ultimas etapas de desarrollo embrionario y durante el desarrollo postnatal, la RG
formard progenitores intermedios de células gliales (0lPC) (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009).

El estudio de la neurogénesis esta limitado por varias dificultades. Los grupos de NSC
adultas son muy limitados y complicados de aislar, y su extraccion requiere de cirugias
muy invasivas. Por lo tanto, la obtencion de NSC humanas proviene de fuentes como
celulas troncales embrionarias (ES) o células troncales pluripotentes inducidas (iPS).
Ambos son tipos celulares con una alta potencialidad, a los cuales puede inducirse la
diferenciacion en NSC (Pfaff & Volkow, 2016). Los avances en la comprension de los
mecanismos que regulan la neurogénesis tienen un enorme potencial a la hora de tratar
con preocupaciones médicas como el envejecimiento del cerebro, enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, etc.), memoria o aprendizaje. Por ello, este
documento recoge las principales vias en la que la neurogénesis se lleva a cabo, para
ofrecer un entendimiento general de los procesos implicados.

Mecanismos moleculares de diferenciacion en las NSC

Para el inicio de cualquier diferenciacion celular primero deben expresarse los genes
que regulan este proceso. En eucariotas, la regulacion de la expresion génica puede

realizarse a varios niveles, a saber: cromatina, transcripcional, postranscripcional,
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traduccional y postraduccional. Los métodos usados para regular un gen no tienen por
qué parecerse a los usados para regular otro, existiendo grandes posibilidades en todo el
abanico de genes que supone la diferenciacion celular (Anello et al., 2021). Estos
sistemas de regulacion no actdan de forma lineal, sino que componen eslabones en una
red que trabajan conjuntamente para llevar a cabo un resultado final. Es por ello que
para una comprension global del proceso de diferenciacion es necesario atender a los

varios mecanismos que trabajan en los distintos niveles de la expresion génica.

El conjunto que veremos a continuacion se trata de una serie de herramientas genéticas,
las cuales estan muy conservadas evolutivamente entre los organismos en un mismo filo

y tienen un papel clave en el control del desarrollo embrionario (Cafiestro et al., 2007).

Algunos ejemplos de estas herramientas genéticas son los morfogenos, moléculas con
funcion sefializadora que son secretadas por un tejido, propagandose con un gradiente
de concentracion. Una vez recibido en suficiente concentracion por la célula diana, se
activa una cascada de sefializacion que puede provocar varios efectos, entre ellos el de
la diferenciacion celular (Tabata & Takei, 2004). También son conocidos como factores
de crecimiento y existen algunos que son exclusivos de NSC como son las

neurotrofinas.

Otra herramienta genética relacionado con la anterior son las vias de sefializacion, una
serie de reacciones quimicas bien conservadas entre organismos que funcionan
conjuntamente para llevar a cabo una funcion celular. Es conocido el papel de muchas
de estas vias en el desarrollo embrionario, como pueden ser las vias Notch, Wnt o Erk
(Chiodoni et al., 2019).

Una herramienta genética que actla a nivel postraduccional son los micro-RNASs
(miRNA). Se tratan de cadenas cortas no codificantes las cuales regulan la estabilidad y
traduccion de otros RNA mensajeros (MRNA) especificos. Se han descubierto varios
miRNAs especificos del tejido neuronal, como miR-9 que promueve la proliferacion de
NSC. En adultos, se ha observado que su funcién se centra en mantener la poblacion de
NSC (Pfaff & Volkow, 2016).

A lo largo de las diferentes etapas de un organismo, ciertas herramientas genéticas
ganan mayor relevanciaque otras, como es el caso de la epigenética. Esta juega su papel
de regulador de la expresion génica sin hacer modificaciones en la secuencia de DNA,

interviniendo en mecanismos como la compactacion de la cromatina mediante
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acetilacion o metilacion de histonas. Un ejemplo de ello seria la histona deacetilasa
(HDAC), enzima que causa condensacion local de la cromatina, reprimiendo la
transcripcion de genes que promueven la neurogénesis en adultos (Swaminathan et al.,
2014).

Existen muchos tipos de neuronas y células gliales, por lo que la neurogénesis es un
proceso donde se implican una gran cantidad de factores diferentes y variados que no se
recogen en los nombrados hasta el momento. Algunos ejemplos destacados son: 1)
Sefiales mandadas por aferencias de otras regiones del sistema nervioso, como ocurre en
las conexiones talamocorticales. 2) El liquido cefalorraquideo, el cual posee una
compleja mezcla de proteinas, de las cuales algunas pueden actuar como moléculas de
sefializacion. 3) La matriz extracelular, cuya composicion tiene efectos tanto en la
proliferacién como en la supervivencia de poblaciones celulares. 4) El entorno vascular,
debido a las particulas de sefializacion presentes en la sangre y en la 1dmina basal del
endotelio (Guillemot, 2007; Obernier & Alvarez-Buylla, 2019).

Morfdgenos

Los morfégenos son moléculas sefial secretadas por un tejido y que en funcién del
gradiente de concentracion que forman, marcan un patron de desarrollo para las células
afectadas, dando asi forma a tejidos y estructuras. Para cumplir esa funcién, muchos de
ellos ademas promueven la diferenciacién celular (Tabata & Takei, 2004). En el caso de
la neurogénesis, se han descrito morfdgenos especificos que afectan a las neuronas y
NSC, como pueden ser la familia de las neurotrofinas, asi como otros factores de
crecimiento inespecificos, que han resultado tener efecto en este tipo celular. Algunos
destacados son el &cido retinoico (RA), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
proteinas morfogénicas Gseas (BMP), entre otros. Muchos de estos recientemente
nombrados tienen como efecto principal el establecimiento del patron regional de la
corteza durante el desarrollo cortical, pero se ha demostrado que también actuan
controlando la propia neurogénesis. Ademas, se ha registrado que no solo provienen de
centros organizadores (como la cresta neural anterior), sino también de componentes
tanto neurales (NSC o0 neuronas) como extraneurales (meninges, liquido

cefalorraquideo) (Tiberi et al., 2012).
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Figura 4. Diversas fuentes de morfogenos que dirigen el desarrollo cortical. Las fuentes tienen origenes neurales
(neuronas o progenitores neuronales) y extraneuronales (meninges, liquido cefalorraquideo). Adaptado de Tiberi et
al., 2012.

A continuacion, se revisara con mas detalle las principales familias de morfégenos con
participacion en la neurogenesis. Aquellos pertenecientes a vias de sefializacion
importantes (Notch, Wnt, etc.) seran revisados en su posterior seccion (pag. 14).

Neurotrofinas

Las neurotrofinas (NT) son una familia de morfégenos con un papel vital en el
funcionamiento del sistema  nervioso, tomando lugar en procesos como la
mielinizacion, migracion, plasticidad neuronal, supervivencia y diferenciacion celular
(Keefe et al., 2017). Son secretadas al medio extracelular como proteinas precursoras
Ilamadas proneurotrofinas, las cuales tienen actividad biolégica, siendo reconocidas por
el receptor p75NTR, el cual es inespecifico y presenta afinidad por todas las
neurotrofinas. Una vez maduras son reconocidas por la familia de receptores Trk, el
cual tiene los subtipos TrkA, TrkB y TrkC que tienen mayor afinidad por cada una de
las distintas neurotrofinas (Lu et al., 2005). Dentro de este grupo de morfégenos

podemos distinguir 4 tipos: growth nerve factor (NGF), brain derived neurotrophic



factor (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), y neurotrofina-4/5 (N-4/5) (Langhnoja et al.,
2021).

Este conjunto de morfégenos forman un rico y variado microambiente en las distintas
regiones del sistema nervioso durante el desarrollo que, sin embargo, se va reduciendo
en la adultez. Ademas, la diferente mezcla de las neurotrofinas tiene distintos efectos
bioldgicos: mientras que un solo tipo de neurotrofina aumenta la supervivencia celular,
la combinacion de varios tipos distintos fomenta la diferenciacion. En esta linea de
investigacion, Chen et al., 2014 experimentaron sometiendo a grupos de NSC a distintas
combinaciones de neurotrofinas y otro morfégeno Ilamado factor de crecimiento de
fibroblastos 0 bFGF (también llamado FGF2), otro morfégeno del que se ha descrito un
rol importante en la neurogénesis. Los resultaron mostraron que la combinacion de NGF

+ BDNF + bFGF es la mezcla que mas diferenciacion provoca (Figura 5).
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Figura 5. Numero de NSC diferenciadas a través de 7 combinaciones de morfégenos. La
combinacion de distintas neurotrofinas con otros morfégenos como bFGF provoca un aumento en
la proliferacion y diferenciacion celular (Chen et al., 2014)

Los procesos moleculares subyacentes méas conocidos son los que involucran NGF y
BDNF. Estos activan los receptores TrkA y TrkB respectivamente, y mediante
experimentos donde inhibieron dichos receptores, se descubri6 que estos son parte de la
via de sefializacion ERK, la cual tendria un rol principal en la diferenciacion por medio
de neurotrofinas (Langhnoja et al., 2021). ERK aumenta la concentracién de cAMP, lo

que llevaria a una liberacién de Ca?* intracelular, activando proteinas dependientes de
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Ca?* relacionadas con los factores de transcripcion encargados de la diferenciacion.
Ademas, la activacion de TrkA por NGF también seria responsable del inicio de
cascadas de sefializacion como MAPK o PLC-y, las cuales tienen también un efecto de
liberacion de Ca?* intracelular (Shieh & Ghosh, 1999; Tarasenko et al., 2004).

Respecto a qué tipo de células neurales es dirigida la diferenciacion de NSC mediante
neurotrofinas, se han obtenido tanto neuronas como astrocitos y oligodendrocitos en
experimentos con células in vitro. Sin embargo, en conjunto con otros factores de
crecimientos (una situacion mas parecida a la que ocurre in vivo) las células mas
abundantes tras la diferenciacion son los oligodendrocitos. La hipotesis que subyace tras
esto, es que las neurotrofinas pueden tener un efecto de amplificacion sobre la via de
Notch, cuyo incremento provoca una preferencia hacia la diferenciacion en células

gliales (Langhnoja et al., 2021).

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) se tratan de una extensa familia con
gran facultad mitoticaen la mayoria de las células troncales, siendo conocida por su rol
en el establecimiento del patron corporal. Se conocen al menos 18 FGFs distintos cuyo
grupo de receptores conocidos como FGFR tienen en comdn pertenecer a la familia de
receptores de tirosina-kinasa (Beenken & Mohammadi, 2009). Entre este grupo, surge
FGF8 como regulador central en las etapas de formacion del encéfalo. Se encarga de
formar la parte anterior de la corteza mediante un mecanismo de gradiente de
concentracion espacial (Toyoda et al., 2010). Ademas, FGF8 en conjunto con FGF15y
FGF17 son capaces de formar neuronas de Cajal-Retzius, las cuales secretan reelina

durante el desarrollo embrionario, otro importante morfégeno (Tiberi et al., 2012).

Otro integrante destacado de la familia de FGFs se trata de FGF10. Aparece en una
temprana fase del desarrollo, y dirige la conversion de las células neuroepiteliales (NC)
hacia células de la glia radial (RG). Cuando esta primera diferenciacion se completa, el
FGF10 es regulado negativamente hasta su desaparicion del microambiente celular
(Sahara & O’Leary, 2009).

Uno de los miembros més estudiados de los FGF es FGF2, también Ilamado bFGF. Se
conoce principalmente por ser un agente con efecto mitético especialmente en células
vasculares y neuronales (Beenken & Mohammadi, 2009). También se ha observado que

su combinacion con otros morfégenos como neurotrofinas incrementa la poblacion de
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NSC diferenciadas, aunque se piensa que su participacion en este proceso consiste en la
proliferacién de NSC, y que son los otros morfégenos los que desencadenarian la
diferenciacion (Chen etal.,, 2014). En experimentos con ratones knockout para
receptores FGFR1/2/3 en la fase de proliferacion de células neuroepiteliales (NE) se
observd una reduccion de tamafio de la corteza posterior. Esto se relacion6 con una
neurogénesis temprana donde el tamafio inicial de la poblacion NSC era muy reducido,
reforzando la hipotesis de que el rol de FGF2 es la proliferaciénde las NSC (Rash et al.,
2011).

A lo largo de la bibliografia, puede encontrarse un patron comun respecto a los roles
que presentan estas sustancias: Un morfdgeno se encarga de la proliferacién de la
poblacion de NSC mientras que un segundo (o tercer) morfégeno es el desencadenante
de la diferenciacion. Hemos visto este caso con FGF2 y neurotrofinas, donde FGF2 es
el factor proliferante y las neurotrofinas el agente diferenciador (Chen et al., 2014).
Otros ejemplos de estos seria la accion combinada de EGF y TGFa, con EGF siendo el
encargado de la proliferacién y TGFa el encargado de la diferenciacion (Christie &
Turnley, 2013). Esto nos da una idea de lo variado que seria el microambiente que
existe durante el desarrollo del sistema nervioso y nos ofrece guia para la creacion de
futuros cultivos in vitro, donde el medio de crecimiento no debe limitarse a un solo

factor de crecimiento, si no a la combinacion selectiva de varios de ellos.

Reelina

La reelina se trata de una glicoproteina presente en la matriz extracelular, conocida por
tener importantes roles en el proceso de migracion y posicionamiento celular en etapas
tempranas del desarrollo de la corteza cerebral. Es sintetizada por las células de Cajal -
Retzius y actla sobre los receptores ApoER2 y VIdlIr, los cuales inducen la fosforilacién
de Dabl, iniciando una cascada de sefalizacién tirosina kinasa (Cooper, 2008).
Ademas, el rol de la reelina como agente inductor de la migracion neuronal no se limita
a las etapas del desarrollo, sino que también tiene un papel en la migracion de
neuroblastos desde la SVZ hacia el bulbo olfatorio en adultos, como se ha comprobado

usando ratones “reeler”, el fenotipo que no presenta esta proteina (Hack et al., 2002).

Sin embargo, la reelina también tiene funciones en la diferenciacion de NSC,
relaciondndose con la via de sefializacion Notch. La via de Notch (pag. 15) es bien

conocida por actuar como ente regulador entre proliferacion y diferenciacion, asi como
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dirigir la célula hacia la gliogénesis, esto Gltimo mediante la activacion de la brain lipid
binding protein o BLPB (también conocido como FABP7) (Patten et al., 2006). Keilani
& Sugaya, 2008 demostraron que la adicion de reelina en cultivos de NSC humanas
también inducian la expresion de BLBP mediante un aumento de los dominios
intracelulares de Notch-1 que seran translocados al nucleo (NICD) (Figura 6). Ademas,
las NSC diferenciadas mediante reelina y mediante la via de Notch presentan el mismo
fenotipo, el cual forma células gliales (Keilani & Sugaya, 2008). Existen otros indicios
que relacionan la reelina con Notch, como que este puede unirse directamente a Dab1,
por lo que ambos tendrian como funcién la activacién del mismo dominio (Lakomé
etal., 2011).

Control medium

Figura 6. Las células diferenciadas presentan el mismo fenotipo en un medio con reelina (C) que en un medio donde
la diferenciacion es por Notch (D). Para comprobar que la reelina activa la via de Notch, se afiade un inhibidor de
Notch (inhibidor de y-secretasa) al cultivo crecido con reelina (F) y se observa como ya no es capaz de producir
diferenciacion, confirmando asi su relacion (Keilani & Sugaya, 2008).

En cuanto al mecanismo molecular que hay tras este proceso, se conoce que en primera
instanciala reelina activa Dabl, que hace de intermediario con la familia de kinasas Src,
las cuales se encargaran de inhibir los proteasomas que degradan NICD. Ademas, la
reelinatambién aumentala interaccionentre NICD y Dab1, asi como la translocacion de

NICD al nacleo. Todo esto lleva a una potente activacion en la via de Notch, que induce
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la expresion de BLBP y por tanto la diferenciacion de glia radial hacia nuevas células
gliales (Keilani et al., 2012).

Vias de sefalizacion
Llamamos via de sefializacion a una serie de reacciones quimicas bien conservadas que

trabajan juntas para un mismo fin. Comienza cuando una célula recibe una molécula de
su entorno y esta es reconocida por un receptor proteico. La unién al receptor provoca
un cambio en él, activando a la siguiente molécula en la cadena, y asi sucesivamente
hasta llevar a cabo la funcion celular. En el caso de la neurogénesis, esta funcién seria la
regulacién de los factores de transcripcion implicados en la diferenciaciéon celular, y la
molécula sefial seria el morfogeno (Pfaff & Volkow, 2016).

Hasta el momento, hemos visto varios morfogenos activando vias como ERK en el caso
de las neurotrofinas, o Notch en el caso de la reelina. Otros morfégenos como el FGF,
EGF o el &cido retinoico también activan sus respectivas rutas de sefializacion. En este
apartado, nos centraremos en la cadena de reacciones que tiene lugar una vez se activa
el mecanismo, asi como el papel de las vias de sefializacion mas conocidas en el proceso

del desarrollo embrionario, como es Notch o Wnt.

Via de Notch
Esta es una de las vias de sefializacion méas conocidas, no solo por su importancia en

multiples procesos celulares, sino también por ser una via altamente conservada en el
desarrollo embrionario, siendo ésta documentada por primera vez en Drosophila (Pfaff
& Volkow, 2016). Tiene algunas caracteristicas unicas que la diferencia de otras vias
como Shh o Wnt. Y es que, a diferenciade las nombradas anteriormente, la sefializacion
de Notch ocurre de forma yuxtacrina, es decir, mediante el contacto célula con célula,
aungue también se han descrito activaciones de Notch de forma paracrina (por medio de
un ligando). Otra diferencia caracterizadora de Notch es su falta de segundos
mensajeros en la cascada de sefializacion, ya que la activacion del receptor tiene como
consecuencia directa la liberacion del dominio intramembrana NICD y su seguida

translacion al nucleo (Yamamoto et al., 2014).

El receptor de Notch se compone de un dominio extramembrana, compuesto de 36
repeticiones similares a las de epidermal growth factor o EGF, las cuales se encargan
del reconocimiento del ligando. Hasta el momento se han descrito 4 receptores distintos
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en mamiferos (Notch 1-4) y 5 ligandos. El dominio intramembranaes el implicado en la
sefializacion celular, se compone de una serie de proteinas altamente conservadas donde

destaca el dominio NICD, que sera translocado al nucleo (Borggrefe & Oswald, 2009).

EGF repeats (1-36)

NRR NICD
Ligand
Binding main 2 NLS1 NLS2 '
2888 TMD
ss [T [T 5 YO PEST
EGFr-11/12 EGFr-24-29 LNR1-3 (TAD)
L J
NEXT

Figura 7. Representacion del receptor Notch en Drosophila. Las repeticiones EGF constituyen el dominio
extramembrana, mientras que NEXT es el dominio intramembrana, del cual se escindird NICD, la parte que serd
translocada al nicleo (Yamamoto et al., 2014).

La via candnica de Notch empieza con un contacto célula-célula, donde interactian
ligando y receptor. Esto activa unas proteinas proteoliticas, ADAM y y-secretasa, que
cortan el dominio extramembrana y el intramembrana (NICD) respectivamente. Esto
permite que NICD se transloque al nucleo y actle de cofactor transcripcional, formando
un complejo que permitird el inicio de la transcripcion. Un elemento clave de este
complejo es la proteina CSL (también llamada RBP-J), la cual se encuentra unida al
DNA reprimiendo la transcripcion. Mediante la union de CSL con NICD, su rol se
invierte y pasa a formar parte del complejo de activacion de los genes que antes

reprimia (Kopan & llagan, 2009).

Las fuentes de las sefiales que llegan a Notch son muy variadas, pero los genes cuya
transcripcion activan estdn més limitados. La mayoria de ellos tienen un papel en la
inhibicion lateral, un proceso de formacion de patrones durante el desarrollo. Otro grupo
relevante de genes son los encargados de la regulaciénde la poblacién celular, asi como
la de diferenciacion de esta (Yamamoto et al., 2014). En este &mbito destaca la familia
de genes Hes, los cuales son activados por medio de la via Notch-1, y en mamiferos
actlan como represores de la transcripcién, por lo que se ha propuesto que es mediante
la activacion de estos genes que Notch establece un equilibrio entre diferenciacion y
proliferacion celular (Borggrefe & Oswald, 2009). Esta teoria se refuerza sabiendo que
la expresion de esta familia, en concreto Hes5 y Hesl, se da en las NSC del desarrollo
temprano, pero no en sus células hijas mas posteriores (IP) (Engler et al., 2018).
También se han documentado otros genes como BLBP o erB2 que son activados
mediante Notch y tienen un papel en el desarrollo de las primeras etapas de la corteza
cerebral (Patten et al., 2006).
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Figura 8. Funcionamiento de la via candnica de Notch. Cuando el receptor de Notch reconoce
un ligando, se activa 2 cortes cataliticos mediados por ADAM y y-secretasa, y se libera el
dominio intracelular NICD. Este viaja al nucleo y formard un heterodimero con CSL, cambiando
de su forma de represor a su forma de promotor de la transcripcion (Kopan & llagan, 2009).

En cuanto al papel de Notch en la neurogénesis, existe un gran consenso en que el rol
principal de esta via consiste en crear un equilibrio entre el mantenimiento de la
poblacion de NSC y la diferenciacion en nuevas neuronas (Alunni & Bally-Cuif, 2016).
La deficiencia de Notch-1 produce fenotipos donde hay una gran neurogénesis, pero a
expensas de una pobre gliogénesis, por lo que Notch tendria también un papel en la
decision del destino celular de las NSC (Lutolf et al., 2002).

16



El mecanismo con el que Notch regula este equilibrio es con un bucle transcripcional
entre genes promotores de la diferenciacién (como Ascll o Ngn2) y genes represores de
esta como la familia Hes, de tal forma que el resultado final es una division celular
asimétrica, obteniendo una NSC con la misma potencialidad que la célula madre, y otra

célula hija que ha iniciado el proceso de diferenciacion (Engler et al., 2018).

Tras una primera diferenciacion celular, se activan los genes de la familia de las
neurogeninas (como Ascll o Ngn2) en una de las células hijas. Estos hacen de factor de
transcripcion proneurales, pero también codifican proteinas ligando de Notch (como
Delta-like). Cuando las células vecinas con el receptor Notch reciban este ligando,
expresaran los genes Hes, que reprimen la transcripcion de genes proneurales,
inhibiendo la diferenciacion. Sin embargo, las proteinas Hes tienen un sistema de
autorregulacién negativa, y compiten con el factor de transcripcién NICD-CSL para
reprimirse a si misma. Esto resulta en un bucle oscilatorio entre genes Hes y genes
proneurales que tiene un papel critico en la coordinacion del desarrollo del sistema

nervioso central (Zhang et al., 2018).

Via de Wnt
Esta via es reconocida por su importancia en la diferenciacién de tejido cardiaco en el

desarrollo, sin embargo, también se ha documentado su importancia en el desarrollo del

hipocampo, asi como su papel en la neurogénesis adulta (Tiberi et al., 2012).

La via canonica de Wnt empieza cuando el ligando Wnt se une al receptor de membrana
Frizzled junto al co-receptor LRP. En ausencia de Wnt, la B-catenina se encuentra
fosforiladay ubiquitinada por GSK3B, haciéndola objetivo de los proteasomas. Cuando
se une Wnt a Frizzled, hace que GSK3B y LRP interaccionen, por lo que la B-catenina
queda librey sin fosforilar, pudiendo translocarse al nucleo, donde formara un complejo
de transcripcion y podran expresarse los genes diana de Wnt (Rao & Kiihl, 2010).

Existen receptores de Wnt tanto en NSC tempranas de la zona apical como en las IP.
También se ha documentado que una deficiencia de Wnt provoca el fenotipo de una
corteza prematura, por lo que se piensa que tiene un papel en la proliferacién celular.
Asi mismo, también se ha descubierto que algunos de los genes diana de Wnt tienen
efectos neurogénicos, por lo que tendria un rol en la determinacion del destino celular
(Bielen & Houart, 2014).
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Figura 9. Via candnica de Wnt. Cuando Wnt se une a Frizzled provoca que LRP interactue con GSK3B,
dejando via libre a B-cat para que se transloque al nucleo y forme el complejo de transcripcion con
TCF. Ante inhibidores de Wnt, GSK3B estard libre, y fosforila a B-cat, haciéndola objetivo de
proteasomas (Hussaini et al., 2014)

Se conoce que la via de Wnt tiene como diana genes proneurales de la familia de las
neurogeninas como Ngnly Ngn2. Ademas de la activacion de estos, existe otra familia
de genes promotores de la transcripcion que son diana de Wnt y tienen gran relevancia
no solo en la determinacion del destino celular, sino también en la proliferacion de
NSC: los genes myc. Por un lado, N-myc aumenta la expresién de Ngnl, cosa que se ha
observado en organismos knock-out de N-myc, los cuales tiene una menor cantidad de
MRNA de Ngnl (Kuwahara et al., 2010). Por otro lado, la eliminacion de N-myc, asi
como de C-myc disminuye la cantidad de RG y de IP. Siguiendo el patron de expresion
de estos genes, se llega a la conclusion de que el papel de Wnt en la neurogénesis es
contextual. Provocaria proliferacién en NSC tempranas, pero diferenciacion en IP
(Bielen & Houart, 2014).

Wnt
Wnt Wnt +

k)c-myc \t)c-myc

' CyclinD CyclinD NeuroD
Neurogenin

©—- ©— "=

NP RG P neuron

Figura 10. Papel contextual de Wnt. Induce proliferacion en células del neuroepitelio
(NP) y glia radial (RG), pero provoca la diferenciacion en progenitores intermedios (IP).
Adaptado de Bielen & Houart, 2014.
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Micro RNA y Epigenética

Los micro RNA (miRNA) son una herramienta genética que actia a nivel
postranscripcional. Se tratan de unas moléculas pequefias de RNA monocatenario no
codificante que tienen como diana cadenas mMRNA, regulando procesos como la escisién
o la represion traduccional. La unién de miRNA con mRNA provoca en dltima
instancia una represion en la expresion de la proteina que codificara el mRNA (Cai
etal., 2009). Se han detectado varios miRNA especificos en puntos neurogénicos
durante el desarrollo del sistema nervioso, como pueden ser miR-124, miR-9 o miR-153
(Ji etal., 2013; Qiao et al., 2020), lo cual indica que este mecanismo molecular es

relevante durante la neurogénesis.

En el caso de miR-124, se ha relacionado este miRNA con un aumento en los niveles de
neurogénesis durante la etapa embrionaria. Esto ocurriria debido al papel represor de
miR-124 sobre SCP1. Esta molécula se trata de un dominio del factor de represion
REST, un elemento central de una compleja red de mecanismos de transcripcion, el cual
se encarga de silenciar genes promotores de la neurogénesis. Ademas, también se han
encontrado sitios de unién con miR-124 en otros componentes de factores de represion
como BAF53, indicandonos que este también podria ejercer una funcién de inhibicion

de la neurogénesis (Yoo et al., 2011).

Otro caso de interés es miR-9. Este miRNA se encuentra durante el desarrollo, y su
sobreexpresion induce la diferenciacion neural y migraciéon, teniendo como objetivo el
receptor nuclear TLX, el cual es un importante regulador que afecta a genes
relacionados con la proliferacion y autorrenovacion celular (Ji et al., 2013). TLX y
miR-9 forman un bucle de retroalimentacidn negativa que se encarga de regular entre
diferenciacion y proliferacién, ya que TLX también regula negativamente a miR-9.
Durante el ciclo celular, la expresion de TLX disminuye en el momento de la
diferenciacion, cosa que coincide con el aumento de miR-9. Esta relacion presenta la
hipotesis de que el miRNA reprime los factores de transcripcion relacionados con la

proliferacién, permitiendo una rapida transicion entre NSC e IP (Shi et al., 2010).

Los miRNA pueden afectar varios mRNA distintos, y los ejemplos mostrados
anteriormente no son una excepcion. En el caso de miR-124, este tiene como diana a

Jaggered, un ligando de Notch, y miR-9 suprime Hesl, un efector de Notch (Zhang

19



et al., 2018). El bucle entre miRNA y factores de transcripcion es un elemento comun
muy descrito a lo largo de la bibliografia, proponiéndose este como un mecanismo

regulador que marca el momento oportuno para la determinacion del destino celular.

Neural stem cell  Fate Young neuron Neuronal
Self-renewal Specification  Migration Maturation
('
a> —

Figura 11. La regulacion mediante miRNA estd presente en varias etapas de la neurogénesis como la determinacion
del destino celular o la migracion y maduracion de neuronas recién formadas. Los propios miRNA a su vez estdn
regulados por otros mecanismos como el factor de transcripcion TLX o los factores epigenéticos meCP2 o MBD1 (Shi
et al., 2010).

Otra herramienta genética que ha demostrado estar muy relacionada con los miRNA es
la epigenética. La epigenéticahace referencia a los cambios en la expresion del genoma
sin una alteracién en la secuencia de DNA. Sus componentes principales consisten en
moléculas que alteran la accesibilidad del complejo transcripcional a la cromatina,
produciendo cambios como modificaciones de histonas o metilacion del DNA (Delcuve
et al., 2009). Con relacion a la neurogénesis, se ha encontrado que estos mecanismos
son necesarios durante el desarrollo embrionario, como es el caso de las DNA
metiltransferasa de la familia DNMT, que tiene como objetivo varios genes de la etapa
de neurulacién y en el caso de que dicha proteina sea silenciada produce letalidad
embrionaria (Mohn et al., 2008). Si bien los cambios epigenéticos estan presentes en
todas las etapas del organismo, en la neurogénesis tienen una mayor actividad en las

etapas postnatales y adultas (Swaminathan et al., 2014).

Otro caso es el de la familia de proteinas MBP, la cual forma parte de una entramada
red de regulacion donde estan implicados una buena parte de los mecanismos que
hemos visto hasta ahora, como son los miRNA o los morfégenos. Dentro de esta
familia, destacamos MeCP2 y MBDL1 las cuales se unen a partes del genoma metiladas,

encargandose de silenciar esos genes. Se expresan en gran cantidad en el cerebro
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durante las etapas embrionarias y adultas (Cheng & Qiu, 2014). La actividad neuronal
conduce a la fosforilacion de MeCP2, lo cual libera esta proteina del promotor al que
estaba unido, disminuyendo su capacidad de silenciar genes dianas como el gen BDNF,
una neurotrofina que promueve la neurogénesis (pag. 9). Paralelamente, la actividad
neuronal activa el factor de transcripcion CREB, el cual codificara miR-132, un
microRNA que tiene como objetivo el mRNA de MeCP2, reprimiendo alin mas su
actividad (Jobe et al., 2012). Pero MeCP2 no solo es objetivo de los microRNA, sino
que también los regula. Esta proteina bloquea la traduccion de miR-137, un microRNA
que tienen un papel reprimiendo varias etapas de la neurogénesis (Shi et al., 2010).

Respecto al otro miembro destacado de esta familia, MBD1 se une directamente a
FGF2, un morfogeno que promueve la proliferacion, reprimiendo asi su actividad.
Ademaés, también forma parte de una cadena de regulacion més larga involucrada con la
via de Notch. MBDL regula negativamente la actividad de miR-184, un microRNA que
tiene como diana Numbl. Esta proteina es clave en la regulacion de la diferenciacion en
adultos, ya que es capaz de inhibir Notch, lo que provoca un desplazamiento en el
equilibrio proliferacion-diferenciacion que mantiene esta via, promoviendo asi la
diferenciacion de nuevas neuronas (Jobe et al., 2012).
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Figura 12. Papel de la familia MBP en distintas etapas de la neurogénesis. MBD1 inhibe la proliferacion afectando a
miRNA y morfégenos. MeCP2 regula varias etapas a través de una red donde estdn implicados varios miRNA, asi
como genes codificadores de neurotrofinas (Jobe et al., 2012).

Neurogénesis en adultos
Durante la formacion del sistema nervioso central, determinadas poblaciones de NSC se

aislan y conservan durante toda la vida adulta en nichos germinales, poseyendo muchas
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de las caracteristicas de sus homdlogas embrionarias (Howard et al., 2008). Las zonas
del cerebro adulto donde se han encontrado estas NSC, y por tanto las Gnicas regiones
con capacidad de neurogeénesis, son la zona subventricular (SVZ) y la zona subgranular
(SGZ). La zona subventricular (SVZ) se haya recubriendo los ventriculos laterales, y las
nuevas neuronas que se diferencian aqui migran hacia el bulbo olfatorio. La zona
subgranular (SGZ) forma parte del giro dentado del hipocampo, el cual tiene un papel
fundamental en la memoria, y hay evidencias de que la neurogénesis en esta zona esta

relacionada con procesos de aprendizaje (Niklison-Chirou et al., 2020).

Estas células neurales adultas se conocen como Bl y si bien su origen embrionario
permanece sin conocerse, tienen muchas similitudes citoldgicas y morfoldgicas con las
células de la glia radial, por lo que se ha propuesto un origen comun para ambas. El tipo
de neurona a la que da lugar una célula Bl es determinado durante el periodo
embrionario, momento en el que ocurre la diferenciacion de células pre-Bl. Estas
poblaciones se mantienen quiescentes hasta el fin del periodo de desarrolloembrionario,
y se diferencian durante la adultez (Fuentealba et al., 2015). Algo que diferencia a las
celulas Bl de la RG es que las primeras tienen una forma reticular que las pone en
contacto con un gran numero de elementos en su nicho (como el sistema vascular)
permitiéndole recibir numerosas fuentes de sefiales vecinas. Ademas, una vez que las
células B1 empiezan a dividirse, pueden dar lugar a células B2 las cuales son IP de
astrocitos, o bien dar lugar a células C las cuales formaran un neuroblasto (Obernier &
Alvarez-Buylla, 2019).

@xQ T :
| pre-81 I |
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(radial glia) (B1 cell)

Figura 13. Las NSC adultas (B1) tendrian su origen en la glia radial, que produciria los precursores pre-B1 los cuales
se mantienen quiescentes hasta la adultez, momento en el que se diferencian en distintos tipos neuronales como
PGC o GC (Fuentealba et al., 2015).

La regulacién de la neurogénesis embrionaria esta sometida a multitud de factores

presentes en esta etapa, pero en la adultez, muchos de estos factores siguen presentes y
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se le suman otros nuevos, resultando en un proceso altamente complejo (Kempermann
et al., 2015). El control epigenético se incrementa durante la adultez, actuando sobre
vias de sefializacion y factores de transcripcion. Aparecen nuevas fuentes de
morfégenos que antes estaban poco desarrolladas, como es el sistema vascular, las
meninges, sustancias y neurotransmisores del entorno neural e incluso hormonas.
Ademas, factores como p53, un gen supresor de tumores, tiene mas expresion en la
adultez, por lo que se afadirian otras formas de regular el proceso (Vilar & Mira, 2016).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en esta etapa la funcion de la neurogénesis
esté relacionada con la plasticidad necesaria para interactuar con el ambiente, por lo que
depende en dltima instancia de los estimulos externos que reciba el organismo

(Kempermann, 2011).
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Figura 14. Esquema de la neurogénesis en el hipocampo adulto. Numerosas fuentes regulan la activacion de las NSC quiescentes y
dirigen su destino celular hacia la formacién de nuevas neuronas (Vilar & Mira, 2016).
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Conclusiones

La neurogénesis es un proceso altamente complejo que tiene lugar a lo largo de toda la
vida del organismo, desde sus etapas embrionarias hasta la adultez. Consecuentemente,
su regulacion esta mediada por un gran numero de factores que van variando con el
tiempo y estado de desarrollo. En las etapas iniciales, abundan mecanismos moleculares
encargados de las tareas de proliferaciony diferenciacion de NSC, todo dirigido hacia la
formacion del sistema nervioso central. En este momento se aislan poblaciones
indiferenciadas de NSC las cuales formaran un nicho neurogénico durante la adultez. En
la etapa adulta, la neurogénesis estd destinada a tareas de plasticidad cerebral que

permiten al organismo adaptarse a su entorno y responder a estimulos externos.

Los mecanismos moleculares que controlan estos cambios actuan a distintos niveles en
la célula, controlando la expresion de genes que deciden el destino celular. No trabajan
aisladamente, si no en conjunto. Forman una red donde interaccionan unos con otros,
reforzando o inhibiendo sus efectos. Debido a la gran cantidad de factores implicados y
a lo interconectadas que estan sus funciones, la neurogénesis es un proceso muy
susceptible de sufrir alteraciones que desemboquen en enfermedades. Si estas
alteraciones ocurren en las etapas adultas, el funcionamiento general del giro dentado
del hipocampo no se ve afectado, pero si lo hace su conectividad y plasticidad. En
cambio, las alteraciones en la etapa embrionaria suelen ser letales o producir severas

malformaciones.

Por ello, una visibn mas amplia de esta red de reguladores moleculares no solo
proporcionaria mas conocimiento sobre la neurogénesis, sino que también ayudaria al
diagndstico de patologias actuales cuyo origen sigue desconocido. Del mismo modo,
nos proporcionaria también méas herramientas para continuar con el estudio in vitro de

este proceso.
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