&

A mm
=l.: < iTii !\I!TITUT&e
pet o e
FACULTAD DE
UNIVERS|DAD Bl e
ESTABLE

CIENCIAS DE LA REPUBLICA
= URUGUAY

Tesina para optar por el titulo de Licenciada en Ciencias

Biolbgicas:

Estudio de las propiedades de membrana de las células
ependimarias en la médula espinal de ratones adultos

normales y luego de una lesion

Br. Jimena Fagetti Methol

Orientadores: Dr. Raul E. Russo y Dra. Cecilia Reali

Departamento de Neurofisiologia Celular y Molecular
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable

2019



Tabla de contenido:

Agradecimientos: ... e 3
ADreviaturas: ... ——————— 4
[E=17 U3 1= o T 5
Regeneracion del sistema nervioso en distintas @SPECIES ......cceccvveeeeeiuieeeeciieeeeeiieeeeeeee e 7
Respuesta a una lesion espinal en mamiferos adultos ...........ccoccveiieeiiei e, 9

El CC como nicho de células Madre..........coceeieriinieiieiee e e 11
Células progenitoras del SNC ..........coiiiiiii it e e eetrre e e et re e e sertaee e sentaeeesanes 14

[0 ] o= €Yo X3P 16
(0] Y=L a1V o XY=L oY= - | U PRPRRN 16
ObJetiVOS ESPECIICOS ... tiiiiiiiee ettt ettt ettt e et e e eet e e e e e ba e e e eeataeeeeeataeeesesbaeaesasraeaesnes 16
Materiales y MEtodOsS: ...... ... 17
Diseccion de 1a MEdula @SPINal ........cc.ueeiieciiieieiee ettt e 17

= Ratones control: ..........ooiiiiiiiiii e 17

- Ratones 1eS10Nados:.......c.ooiiiiiiiiiieieee e 19
Registros electrofiSiOlOZICOS. .....cvuiiii et 20
Identificacion morfoldgica de las células registradas ........cccceeeeieeeiiiieee e, 23
ReSUItadOS: ......ceee s 25
Propiedades electrofisioldgicas encontradas en las células del CC........cccovveeecieeeeicieeeennen, 25
Acoplamiento funcional entre células ependimarias........c.cccoeecieeeeciiieeeciiee e 28
Neuronas inmaduras alrededor del CC........cooiiiiieiiiiec e 30
Conclusiones y DiSCUSION:.......ccccciiriirrnrnnrr 32
Perspectivas: ... 39
Bibliografia: ... 45



Agradecimientos:

A las evaluadoras Adriana y Verdnica por acceder y tomarse el tiempo de leer y

evaluar mi Tesina final de Grado.

A Raul, por permitirme formar parte de tan lindo grupo de trabajo y por darme la
oportunidad de realizar mi pasantia en el laboratorio en una linea de

investigacion tan rica e interesante.

A Ceci, por ensefiarme todo con tanta dedicacion y paciencia, y por compartir
conmigo todo su conocimiento en electrofisiologia. También por siempre darme

para adelante, por su entusiasmo y energia y por las charlas compartidas.

Al resto del grupo, Vicky, Ceci. M, Spring, Reni, Gabi, Ine, Adrian, Omar y
Federico por la buena disposicion siempre para resolver cualquier inquietud, por

la calidez humana y el compafierismo que me transmitieron desde el primer dia.

A mis amigos de la facultad que me acompanaron durante toda la carrera y que
siempre estuvieron ahi, ya sea para juntarse a estudiar o para distraerse de tanto
estudio. Sin duda hicieron del pasaje por la facultad una experiencia mucho mas

disfrutable y unica, de la cual me llevo grandes amigos.

A mis amigas del liceo por acompafiar en todo sentido el proceso y convertirse
en un soporte fundamental para lograrlo. Al resto de mis amigos del liceo, y de
la vida que también siempre estuvieron y supieron entender las ausencias en

periodos de parciales y examenes.

A mi familia, que me apoyo siempre en todo y que bancé malhumores, crisis y
colapsos pero que también festejo logros y metas cumplidas. Sin duda son el

sostén emocional y afectivo que hace mas facil todo.

A Guille, por su companerismo y carifio de siempre, por creer en mi mas que yo

misma y por haber estado para lo que necesitara durante todo este tiempo.



Abreviaturas:

4AP — 4-aminopiridina.

5DPL — 5 dias post-lesion.

BrdU — Bromodeoxiuridina, analogo de Timidina.

Cbx — Carbenoxolona.

CC - Canal central.

Cm — Capacidad de membrana.

Cx — Conexina.

DAPI — 4' 6-diamino-2-fenilindol, marcador nuclear.

DIC - Contraste de interferencia diferencial.

EdU - Etinildeoxiuridina, analogo de Timidina.

GR - Glia Radial.

HEPES - Acido hidroxietilpiperazin etanosulfénico, amortiguador pH.
Ia — Corriente de K+ de tipo A (rapida activacion e inactivacion).
Iko — Corriente de k+ de lenta inactivacion (rectificador retardado).
Kv — Canal de potasio dependiente de voltaje.

LME - Lesion de médula espinal.

NMDG - N-metil-D-glucamina, sustituto del Na*.

PB — Buffer fosfato.

PFA — Paraformaldehido.

PM — Potencial de membrana.

PMr — Potencial de membrana.en reposo

ROI — Region de interés.

SNC - Sistema nervioso central.

TEA — Tetraetilamonio.

TTX — Tetrodotoxina.

VC - Fijacion de voltaje (voltage clamp).



Resumen:

Las células que rodean el canal central de la médula espinal derivan de la zona
ventral del tubo neural y podrian tener la informacion necesaria para reconstruir
la médula espinal luego de una lesidén. De hecho, estas células reaccionan frente
a una lesion incrementando su proliferacion y migrando hacia el sitio de injuria,
aunque en los mamiferos esta reaccién no es suficiente para reparar los circuitos
espinales. Una estrategia prometedora para lograr una recuperacion funcional
es la manipulacion de estas células progenitoras enddgenas. Sin embargo, se
sabe poco sobre las propiedades de membrana de las células que forman este
nicho, siendo la mayoria de los estudios realizados en roedores neonatales y no
en adultos. Nos propusimos estudiar las propiedades de membrana de las
células del canal central en ratones adultos realizando registros de “patch-clamp”
en rodajas mantenidas in vitro. Para evaluar la posible plasticidad de estas
propiedades en los progenitores en respuesta a una lesion, realizamos registros
en animales control y los contrastamos con aquellos en animales 5 dias post
lesion. Encontramos que las células del canal central son en general pasivas,
con una subpoblacién que presentan corrientes de K* voltaje-dependientes.
Estas propiedades no cambiaron de forma significativa luego de la lesién. Sin
embargo, en los ratones lesionados la mayoria de las células registradas en los
aspectos laterales del canal central se encontraban acopladas por uniones de
tipo “gap” a diferencia de los ratones sin lesionar en donde la mayoria de células
estan aisladas. Nuestros resultados sugieren que el acople funcional a través de
conexinas, estaria involucrado en la reaccién temprana de las células

ependimarias frente a una lesion espinal.



Introduccion:

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la incidencia mundial de las
lesiones de médula espinal (LME) -tanto traumaticas como no traumaticas- se
situa entre 40 y 80 casos por cada millén de habitantes. Sobre la base de la
poblacién mundial estimada en 2012, esto significa que cada afio, entre 250.000
y 500.000 personas sufren lesiones medulares en todo el mundo. El 90% de los
casos se deben a causas traumaticas prevenibles (como accidentes de transito,
caidas o actos de violencia), aunque la proporcion de lesiones medulares sin
origen traumatico (intervenciones quirurgicas, enfermedades degenerativas,
entre otras) parece ir en aumento. Este tipo de lesiones ocurren con mayor
frecuencia en los jovenes: en las mujeres el riesgo mas alto es entre los 15 y los
19 afios de edad y en los hombres entre los 20 y los 29. También ocurre con
menor frecuencia en adultos mayores (en mujeres a partir de los 60 afios y en
hombres a partir de los 70). Segun estudios publicados, la relacién
hombres:mujeres es al menos de 2:1 en la poblacién adulta. Las lesiones
medulares comprometen severamente la calidad de vida de la persona y estan
asociadas a menores tasas de escolarizacion y participacion economica. Esto,
ademas de los altos gastos médicos supone un costo importante tanto para
quienes las padecen como para la sociedad en su conjunto. Por este motivo,
ademas de que las personas que padecen una LME son mas propensas a morir
prematuramente, las menores tasas de supervivencia corresponden a los paises
de ingresos mas bajos. Actualmente no existe una cura satisfactoria para las
personas con lesiones espinales, por esto y por todo lo mencionado
anteriormente, es que resulta necesario y urgente desarrollar nuevas estrategias
o terapias efectivas para su tratamiento. Una aproximacion interesante para
seguir investigando, es la manipulaciéon de los progenitores enddgenos de la
médula espinal que permitan una auto-reparacion satisfactoria de las estructuras

dafiadas (Organizacion Mundial de la Salud, 2013; Rossignol y col., 2007).



Regeneracion del sistema nervioso en distintas especies

La habilidad de muchos animales de regenerar partes sustanciales del cuerpo
es un fendmeno remarcable de la biologia. Un aspecto particularmente
fascinante es la posibilidad de reconstruir un sistema nervioso funcional (Tanaka
y Ferretti, 2009). Actualmente sabemos que la neurogénesis en nichos discretos
del cerebro adulto representa una remarcable forma de plasticidad (Lledo y col.,
2006; Ming y Song, 2005) pero ¢qué sucede con el poder regenerativo en la
meédula espinal? Un paradigma clasico para inducir la regeneracion de la médula
espinal es la amputacién caudal (Tanaka y Ferretti, 2009). En respuesta a la
misma, varios anamniotas acuaticos como lampreas, salamandras y peces, y
también reptiles como lagartijas son capaces de regenerar la médula espinal
(Anderson y Waxman, 1981; Iten y Bryant, 1976; Mochii y col., 2007; Niazi,
1963). Mas recientemente se utilizdé la lesidén de la médula espinal como
mecanismo para evaluar la regeneracion espinal en animales sin cola, o donde
la médula espinal termina antes que la cola. Utilizando este modelo, se descubrio
que algunos vertebrados amniotas también presentan capacidades
regenerativas, como el caso de la tortuga Trachemys dorbignyi que tiene la
habilidad de organizar la reconexién de la médula espinal incluso luego de una
seccion completa (Rehermann y col., 2009). Esta extraordinaria habilidad
regenerativa desafortunadamente se encuentra restringida en aves y mamiferos,
lo que puede ser consistente con la nocion de que sea un rasgo ancestral que
fue reducido, perdido o bloqueado durante la evolucion (Tanaka y Ferretti, 2009).
Otra importante dimension de la regeneracion es su dependencia con la edad:
los anfibios, las aves y los mamiferos muestran una regeneracion parcial en
estadios larvales y embrionarios respectivamente, pero en todos los casos
pierden esta capacidad en el curso de la maduracion. Esto sucede no solo en el
paradigma de amputacion de cola sino en varios contextos de regeneracion tales
como: lesion de médula espinal, lesion cerebral y regeneracion de estructuras
no-neurales como las extremidades (Garcia-Ovejero y col., 2015; Mizzel, 1968;
Nicholls y Saunders, 1996).

El sistema nervioso central (SNC) de mamiferos adultos, fue considerado

durante mucho tiempo un tejido relativamente estatico con escasa renovacion



celular. Posteriormente, el descubrimiento de células madre neurales residentes
cambid la visidn sobre la plasticidad y el potencial regenerativo de este sistema.
El hecho despertd un gran entusiasmo por estudiar y tratar de aprovechar dicho
potencial en nuevas terapias regenerativas basadas en el reclutamiento de
células madre endogenas o progenitoras, para afecciones tales como la
depresion, los accidentes cerebrovasculares, la lesién de la médula espinal y la

enfermedad de Parkinson (Goritz y Frisén, 2012).

Actualmente esta bien establecido que en el cerebro adulto se producen nuevas
neuronas continuamente desde células madres que se encuentran confinadas
en dos nichos bien definidos: 1) la zona subventricular (SVZ) que aporta
interneuronas al bulbo olfatorio y 2) la zona subgranular (SGZ) del giro dentado
del hipocampo (Lledo y col., 2006; Ming y Song, 2005). A pesar de que hubo
mucho progreso en la investigacién de células madre neurales en los nichos
neurogénicos del cerebro anterior, todavia se sabe poco sobre las células madre
y progenitoras en otras regiones, como por ejemplo en la médula espinal. La
presencia de células madres neurales fuera de estos nichos neurogénicos
conocidos se sugirid, en primer lugar por la demostracion de la existencia de
células que presentan capacidad de auto-renovacion in vitro y el potencial de
generar neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Weiss y col., 1996) (Fig. 1 D).
Hoy se sabe que los progenitores de oligodendrocitos constituyen la poblacion
celular proliferativa dominante en la médula espinal adulta intacta. Estos se auto-
renuevan y dan lugar a nuevos oligodendrocitos maduros. Por el contrario, los
astrocitos y las células ependimarias, estarian restringidos a una limitada auto-

duplicacion (Barnabé-Heider y col., 2010) (Fig. 1).

En la médula espinal adulta de los mamiferos, la generacion de nuevas neuronas
in vivo es un hecho controversial. La mayoria de los estudios afirman que no
habria diferenciacion hacia el linaje neuronal (Horner y col., 2000; Meletis y col.,
2008). Sin embargo, algunos sugieren que las células ependimarias que
contactan el canal central (CC) podrian llegar a generar nuevas neuronas, en
determinadas condiciones (Danilov y col., 2006; Ke y col., 2006; Shechter y col.,
2007)
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Respuesta a una lesion espinal en mamiferos adultos

La médula espinal, que junto con el cerebro forman el SNC, es un cordén
nervioso que se extiende desde el tronco encefalico hasta la region lumbar,
protegida por la columna vertebral. Es responsable de la trasmision de sefales
entre el cerebro y el cuerpo y esta organizada segmentalmente. Cada segmento
espinal conecta con partes del cuerpo discretas a través de proyecciones que
van por las raices sensoriales y motoras, y a su vez las funciones sensoriales,
motoras y autondmicas de cada segmento dependen crucialmente de
conexiones con sitios supra-espinales para todas las acciones conscientes o
voluntarias (Fig. 2). El dafo de estas conexiones deja aislados a los segmentos
espinales caudales al sitio de la lesién (Bradbury y McMahon, 2006). Cuando la
informacion transportada por vias descendentes es interrumpida por una lesion,
por ejemplo traumatica, sus consecuencias son mas 0 menos graves segun la
localizacion de la lesidn. Por ejemplo, las lesiones que ocurren a nivel cervical
provocan una pérdida o disminucién de la sensibilidad y de la movilidad de las

extremidades superiores e inferiores, del tronco, y de la funcionalidad de los
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organos toracicas y abdominales (cuadriplejia o tetraplejia). Lesiones cervicales
altas (nivel C2) incluso pueden afectar la funcién respiratoria. A nivel toracico y
lumbar provoca pérdida de la sensibilidad y de la movilidad de las extremidades
inferiores y de parte del tronco, y también de la funcionalidad de las visceras
abdominales provocando disfuncion sexual y de la vejiga (paraplejia). A nivel
lumbar bajo (cola de caballo) provoca paralisis de las extremidades inferiores
(Bradbury y McMahon, 2006). La mayoria de las lesiones medulares traumaticas
no presentan una seccion completa de la médula, sino que la lesion se produce

por compresion, laceracion o contusion de la médula espinal.

Spinal cord pathways

Figura 2: Estructura de la médula
espinal. Los segmentos espinales
estan conectados con el cerebro a
través de largas vias axonales que
mayormente corren por la periferia
de la médula. Las principales vias
ascendentes (las que trasmiten
informacion sensorial al cerebro)
estan indicadas en rojo y las
principales vias descendentes (las
que trasmiten informacion motora
al cuerpo) estan indicadas en azul.
Una lesién en la médula espinal
tiene consecuencias devastantes
debida a la disrupcion de estas
sefiales que pasan entre el cerebro
y el cuerpo, resultando en,
esencialmente, la pérdida de
sensacion y control funcional por
debajo del nivel de la injuria. Por lo
tanto, cuanto mas cervical es la
injuria, mas severos los efectos
Cauda equina (Bradbury y McMahon, 2006).

Brain stem

Spinal cord

Vertebra

Spinal nerves
Diisk

Vertebra ¢
'

Spinal cord '

Ademas del dafo inicial en el tejido medular, se produce una degeneracion
postraumatica de la médula, que en gran medida es consecuencia de un proceso
secundario a la lesién, en el que intervienen multiples factores: estrés oxidativo
por sintesis excesiva de Oxido nitrico; activacion de la microglia; inflamacion
local; microcirculacion alterada; disfuncion de la barrera hematoencefalica; v,

segun se ha descubierto recientemente, un mecanismo de muerte celular
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diferida. Todo ello sucede durante los primeros minutos, horas, dias o incluso

meses después del trauma inicial.

Experimentalmente, diferentes paradigmas de injuria han sido utilizados ya sea
para remover selectivamente poblaciones neuronales especificas (a través de la
inyeccion de toxinas) o para remover no selectivamente muchas capas celulares
(injuria mecanica) (Endo y col., 2007; Molowny y col., 1995). El dafio fisico podria
ser el criterio mas demandante y mas variable, muchas veces requiere que el
tejido provea respuestas adicionales para finalmente lograr la regeneracion
(Tanaka y Ferretti, 2009). Una lesion en la médula espinal resulta en una pérdida
significativa de células (neuronas, astrocitos y oligodendrocitos principalmente),
en la disrupcion de circuitos espinales y en impedimentos funcionales cronicos.
El proceso de cicatrizacion requiere de células madres que migren y
restablezcan los contactos celulares, que se auto-renueven y que se diferencien,
formando la diversidad requerida para que neuronas y glias se integren en el
tejido, reemplazando elementos celulares en la estructura dafiada. En este
proceso, una estrategia podria ser la recapitulacion de los pasos llevados a cabo
durante el desarrollo embrionario temprano en el establecimiento del SNC en

primer lugar (Tanaka y Ferretti, 2009).

El CC como nicho de células madre

Las células que rodean el CC de la médula espinal derivan de la zona ventral del
tubo neural del embrion (Fu y col.,, 2003) y parecen haber preservado
propiedades fundamentales de los progenitores presentes en el desarrollo
embrionario y en los nichos de células madres del cerebro adulto (Hugnot y
Franzen, 2011). Estas células podrian haber retenido parte de los programas
necesarios para reconstruir la médula espinal luego de una lesion (Russo y col.,
2008). Las extraordinarias capacidades regenerativas de la tortuga Trachemys
dorbignyi se deben a que las células que rodean el canal CC de la médula
espinal, tienen la capacidad de proliferar y generar nuevas neuronas y glias
(Fernandez y col., 2002; Russo y col., 2008).
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Desafortunadamente, la reaccion normal frente a una lesién en la médula espinal
de los mamiferos no es adecuada para reparar los circuitos espinales, sin
embargo algunas células ependimarias del CC todavia pueden reaccionar frente
a una lesion incrementando su proliferacion y migrando hacia el sitio de injuria
(Johansson y col.,, 1999). Alli se diferencian dando lugar principalmente a
astrocitos que contribuyen a la formacion de la cicatriz, y a algunos
oligodendrocitos capaces de remielinizar axones (Barnabé-Heider y col., 2010;
Meletis y col., 2008) (Fig. 3). El proceso de remielinizacion es fundamental ya
que la desmielinizacién axonal resulta en un mal funcionamiento neuronal y, con
el tiempo, en la degeneracion de la neurona si el axén no es remielinizado (Goritz
y Frisén, 2012). El problema es que aunque los axones dafados podrian tener
la habilidad de regenerarse, no pueden cruzar la zona de la lesidn por el
desfavorable ambiente molecular generado por los astrocitos reactivos
residentes y otras células gliales que forman la cicatriz (Rolls y col., 2009;
Sabelstrom y col., 2013; Yiu y He, 2006).

Los astrocitos derivados de las células madres neurales del epéndimo son
diferentes a los astrocitos reactivos residentes derivados de los preexistentes en
el sitio de la lesién. Los primeros resultan en un mayor beneficio, ya que no
generan la inhibicion del crecimiento axonal y ademas producen factores de
crecimiento que podrian ayudar a la sobrevida de las neuronas y de los
oligodendrocitos alrededor de la lesidon (Sabelstrom y col., 2013). La cicatrizaciéon
por los astrocitos derivados de células ependimarias también es requerida para
restringir el aumento secundario de la lesion y por lo tanto, disminuir la pérdida
axonal que sucede luego de ella (Sabelstrom y col., 2013). Por otra parte, las
células derivadas del epéndimo parecen restringir la infiltracion de células
inflamatorias del sistema inmune (Sabelstrom y col., 2013). La cicatriz glial esta
normalmente compartimentalizada, con los astrocitos residentes formando la
periferia y los astrocitos derivados de células ependimarias formando la parte
central de la cicatriz (Barnabé-Heider y col., 2010) (Fig. 3). Podemos decir
entonces, que los astrocitos y las células ependimarias generan el mayor numero
de células luego de una lesion espinal, convirtiéendose en las poblaciones
proliferativas dominantes. Sin embargo, solo las células ependimarias se auto

renuevan y generan progenie de multiples destinos (multipotencialidad) por eso
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se podria asignar a esta poblacion celular el papel de células madres en la

médula espinal intacta y lesionada (Barnabé-Heider y col., 2010) (Fig. 3).

Ademas de las células ependimarias mencionadas, existen otras células que
contactan el CC que tienen caracteristicas moleculares y funcionales similares a
neuronas inmaduras en nichos neurogénicos adultos. Por este motivo, se
propone que el CC de la médula espinal de roedores podria también ser un
reservorio de neuronas inmaduras en “pausa”’, las cuales bajo ciertas
circunstancias (por ejemplo, una lesién) podrian migrar y continuar su
diferenciacion para incorporarse a los circuitos espinales dafiados (Marichal y
col., 2009). Podemos decir entonces, que a pesar de que los mamiferos
perdieron la capacidad regenerativa de su SNC en general, la médula espinal
todavia mantiene cierta plasticidad y potencial regenerativo, y podria reaccionar

frente a una lesion con una limitada reparacion endégena (Meletis y col., 2008).

B Distribution uninjured Generation uninjured (4m) Net addition injured (4m)
\ I

e

i § 0 120 ®

% Astrocyte ‘%‘O %‘O
Oligodendrocyte ! 2 %'/ ! 2 %
progenitor .

Figura 3: Contribucién relativa de las células ependimarias, los astrocitos, y los progenitores de oligodendrocitos a
nuevas células gliales en la médula espinal adulta. B: Distribucién de células ependimarias (verde), astrocitos (rojo),
y progenitores de oligodendrocitos (azul) y su progenie son mostrados al 50% de su nimero estimado. Notar que el
panel a la derecha muestra la adicion neta de nuevas células luego de una lesion, y que la adicién de los paneles a la
izquierday a la derecha dan una imagen completa de todas las células presentes luego de la lesidn. C: Representacion
esquematica del destino de las células ependimarias proliferativas, los astrocitos y los progenitores de
oligodendrocitos en la médula espinal intacta y lesionada. Editado de Barnabé-Heider y col. (2010)
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Células progenitoras del SNC

Los primeros progenitores neurales en el desarrollo embrionario son células
neuroepiteliales que al comienzo de la neurogénesis se convierten en glias
radiales (GR), las fundadoras de la mayoria de los linajes neurogénicos durante
el desarrollo del SNC. Tanto las células neuroepiteliales como las GR tiene una
pronunciada polaridad con un polo apical que posee un cilio Unico primario que
sobresale hacia la luz ventricular y un proceso distal en contacto con la pia
(Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Esta polaridad es critica para determinar y
regular el fenotipo de las células madre neurales (Alvarez-Buylla y col., 2001;
Pinto y Gotz, 2007). Las glias radiales tienen un fenotipo molecular y funcional
caracteristico, y expresan proteinas celulares especificas (Hartfuss y col., 2001;
Noctor y col., 2002). Los registros electrofisiolégicos mostraron que tienen baja
resistencia de entrada (RiN) y que no tienen conductancias voltaje-dependientes,
consistente con un tipo celular precursor. En cambio, los neuroblastos muestran
RiN mas altas y conductancias voltaje-dependientes, consistentes con una

identidad neuronal inmadura (Alvarez-Buylla y col., 2001).

Durante el desarrollo de la médula espinal, los progenitores en el tubo neural se
organizan en dominios que generan tipos celulares especificos (Briscoe y col.,
2000; Jessell, 2000). Las células en el dominio lateral combinan rasgos
morfolégicos y moleculares de ependimocitos y GR y estan eléctricamente
acopladas via conexina 43 (Cx43) (Marichal y col., 2012). Las células alineadas
en los polos ventral y dorsal expresan marcadores de células madre neurales y
tienen morfologia de GR con finos procesos que del mismo modo, se extienden
desde el lumen del CC hasta la pia (Marichal y col., 2012; Petit y col., 2011).
Estas células parecen desacopladas y despliegan fenotipos electrofisiologicos

complejos (Marichal y col., 2012).

Las células progenitoras en general son células morfolégica y molecularmente
heterogéneas, siendo el potencial linaje determinado por las diferentes
moléculas que expresan (Pinto y Goétz, 2007). Ademas de esta senalizaciéon
molecular compleja, los progenitores tienen propiedades funcionales que regulan

su comportamiento. Por ejemplo, los progenitores neurales expresan varios
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canales de K" voltaje-dependientes (Noctor y col., 2002), cuya actividad parece
ser particularmente importante en la regulacion de la proliferacion
(Schaarschmidt y col.,, 2009) Estas conductancias de membrana podrian
también ser importantes en la diferenciacion neuronal (Shi y col., 2007). La
expresion de canales ionicos y sus propiedades fisiolégicas son moduladas
durante la diferenciacion celular (Ribera, 1999; Spitzer y col., 2000) y a su vez,
éstos estan involucrados también en la regulacion de esta diferenciacion celular
(Ben-Ari, 2002). Otro rasgo de los precursores es su acople funcional via uniones
tipo “gap” o “en hendidura” (Bittman y col., 1997; Noctor y col., 2002) lo cual
parece critico para el mantenimiento de su fenotipo y su capacidad de proliferar

(Bruzzone y Dermietzel, 2006).

A pesar de que hay muchos trabajos que muestran que el CC contiene células
progenitoras, y que se comporta como un nicho latente de células madre que
pueden activarse en respuesta a una lesién (Goritz y Frisén, 2012), la
complejidad funcional y la organizacion de este nicho en mamiferos se entiende
s6lo parcialmente, con la mayoria de los estudios realizados en roedores
neonatales o juveniles y no en adultos. Entender la biologia de los progenitores
espinales con el potencial de generar nuevas neuronas y glias “in situ” es
fundamental para el disefio de terapias de reposicion celular (Russo y col., 2008).
Las células gliales colaboran con la funcion neuronal en muchos sentidos. Se ha
sugerido que la recuperacion funcional esta mediada por la diferenciacién glial,
mas que por la de las neuronas (Goritz y Frisén, 2012). La reparacién funcional
luego de una LME requeriria el remplazo de las células perdidas, el crecimiento
y navegacion de los axones regenerantes en una matriz permisiva y la re-
mielinizacion axonal para la conduccién eficiente de los impulsos nerviosos. Una
estrategia prometedora para lograrlo seria la manipulacion de las células
progenitoras endogenas del CC. Para implementar este tipo de terapias es
necesario primero conocer las propiedades funcionales de los progenitores en
mamiferos adultos antes y luego de una lesién y determinar los mecanismos
funcionales y moleculares que regulan la proliferacién, migracion y diferenciacion
de los progenitores espinales (Horner y Gage, 2000; Rossignol y col., 2007;
Thuret y col., 2006). En este trabajo nos propusimos contribuir a una mejor
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3)

comprension de la biologia de los progenitores que yacen en el CC de ratones

adultos y evaluar como cambian estas propiedades luego de una lesion.

Objetivos:

Obijetivo general:

En este trabajo, se pretende contribuir al conocimiento de las propiedades
electrofisiologicas y morfolégicas de las células progenitoras en el CC de la

médula espinal de ratones adultos sanos y lesionados.

Objetivos especificos:

Evaluar las propiedades electrofisioldgicas de las células ependimarias del CC
haciendo registros de “patch-clamp” en modo “whole-cell’ en rodajas de médula
espinal de ratones adultos.

Estudiar el acoplamiento funcional de las células registradas.

Comparar dichas caracteristicas entre la condicién control y a los 5 dias de una

lesion espinal.
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Materiales y Métodos:

Diseccion de la médula espinal

Se utilizaron ratones transgénicos de la cepa FoxJ1CreER-R26RtdTomato
adultos (P>90) para facilitar la visualizacion e identificacion de las células
ependimarias. En la médula espinal adulta el promotor FoxJ1 se expresa
especificamente en células ependimarias (ciliadas) y es usado como un
marcador especifico de estas células. Para inducir la recombinacion y la
expresion selectiva del gen reportero tdTomato mediante dicho promotor, los
ratones fueron inyectados con tamoxifeno (2 mg, 20 mg/ml en aceite de maiz)
por 5 dias consecutivos (Meletis y col., 2008). Se dejaron pasar 5 dias luego de
la ultima inyeccion de tamoxifeno para asegurar su depuracién antes de los

experimentos (Fig. 4).

Los ratones fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Biologicas Clemente Estable (IIBCE) y se manipularon siguiendo los protocolos
experimentales establecidos por la Comision Nacional de Experimentacion
Animal (CNEA, protocolo #006-5-2017). Se tomaron todas las precauciones

necesarias para minimizar el estrés y el numero de animales utilizados.

Ratones control:

Cada animal utilizado fue anestesiado (ketamina 100 mg/kg y xilacina 10 mg/kg)
y luego sacrificado por decapitacion. Posteriormente se aislo la region toracica
de la columna vertebral y se expuso mediante una laminectomia la médula
espinal. Luego de liberar la médula y de extraerle las raices restantes y la
piamadre, se obtuvieron rodajas transversales de 300um de espesor mediante
el uso de un micrétomo vibratorio (HM 650 V, Microm International GmbH).

Debido a la fragilidad del tejido adulto, utilizamos un Ringer protector para la
diseccién y el corte de rodajas (Tabla 1- Ringer diseccidn), el cual esta
suplementado, entre otros, con HEPES, tiourea y ascorbato, los cuales parecen
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ser componentes criticos para reducir el edema y el dafio oxidativo en las rodajas
(Brahma y col., 2000; MacGregor y col., 2001). Durante todo el proceso de
diseccién y obtencién de rodajas, el tejido se mantuvo frio (4°C) para disminuir

la actividad metabdlica al minimo.

Para su recuperacién, las rodajas obtenidas primero pasaron por el mismo
‘Ringer de diseccion”, pero a una mayor temperatura (32-34°C) por <10-15
minutos. Este brusco cambio de temperatura determinaria el desprendimiento de
las células en vias de muerte o dafiadas durante la seccidén de las rodajas, lo
cual mejora la superficie y provee una mejor visualizacion de las células. Dicho
Ringer contiene N-metil-D-glucamina (NMDG) como sustituto del Na*, lo cual
reduce la actividad neuronal de forma considerable, reduciendo Ia
excitotoxicidad y mejorando la viabilidad de la rodaja para los posteriores
registros electrofisiolégicos (Zhao y col., 2011). Posteriormente, las rodajas se
transfirieron a otra solucién de Ringer (Tabla 1-Ringer reposo) a temperatura
ambiente (22-25°C), donde reposaron por 1 hora previo a los registros
electrofisiologicos. Dicha solucion fue suplementada también con tiourea,
ascorbato y piruvato para mejorar el estado y la longevidad de las rodajas. Todas
las soluciones utilizadas se saturaron con carbdgeno (95% O2y 5% CO2) durante
todo el proceso para mantener un pH de 7.3-7.4 mediante el sistema principal de
amortiguacion bicarbonato-acido carbdnico segun la ecuacion de Henderson-
Hasselbalch (pH = pK + log ([HCO3]/[CO2]). La duracién del periodo de
recuperacion parece ser critica para lograr el Optimo balance entre la
preservacion morfologica y funcional de las rodajas, la viabilidad de las rodajas

durante los experimentos fue de al menos 6 hs.

Na- Na- CaCl, | MgS04
Ringers | NMDG | KCL | NaH,PO, | NaHCO; | HEPES | Glucosa | Thiourea ) NaCl | KH,PO,
Ascorbato | piruvato 4H20 | 7H20
Diseccion
2,5 1,25 30 20 25 2 5 3 - - 0,5 10
[1mM
Reposo
- 2,5 1,25 26 - 12,5 2 5 3 119 - 2 2
[]mM
Registro
medsto - 2,4 - 26 1,25 10 - - - 124 1,2 24 1,3
[1mM

Tabla 1: Composicion de las soluciones de Ringer utilizadas en los experimentos (Zhao y col., 2011)
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Ratones lesionados:

Algunos ratones se utilizaron para hacer registros 5 dias post-lesion (5DPL). La
LME en la region dorsal fue realizada como lo describio Frisén y col., (1993) al
menos 5 dias después de a la ultima inyeccion de tamoxifeno (Fig. 4). Para ello
se anestesio el animal (ver arriba) y luego de exponer la regién toracica de la
columna vertebral se realizé una pequefia laminectomia (nivel T13) luego de la
cual se realiz6 una hemiseccion dorsal de la médula espinal (0.8mm de
profundidad). La lesion fue extendida longitudinalmente con tijeras de
microcirugia para abarcar alrededor de un segmento. Una vez lesionada la
meédula, suturamos los planos y la piel. Al recuperarse de la anestesia
(promovido con flumazenil (0.5 mg/kg) y yohimbina (2 mg/kg), los animales
muestran paraplejia con distintos grados de compromiso funcional. Para el alivio
del dolor, a los animales se le inyectd intraperitonealmente tramadol (3 mg/kg)
luego de la recuperacion de la anestesia y a las 24hs luego de la cirugia. Luego
de 5 dias de realizada la lesion se siguié el mismo protocolo que el descripto
previamente para la obtencion de rodajas de la zona toracica de la médula
espinal sana para obtener las rodajas de la regién adyacente (1.2 mm a cada
lado) al epicentro de la lesion. Se utilizaron las mismas soluciones de Ringer

descritas anteriormente.

Inyecciones de tamoxifeno para
marcar células Tendimarias, Lesion en la médula espinal

v

Dias 1-5 Dia 10 Dia 15

IIIII | |
AR 9 S I |

T Tamoxifen x \

/] Registros de “patch-clamp”
- y de las celulas marcadas en
% N — rodajas de médula espinal
K‘(:i-l"l:_—_-:’-'
FoxJ1CreER-tdTomato
raton adulto

Figura 4: Disefio experimental para estudiar las propiedades de las células ependimarias luego de una

lesion espinal.
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Registros electrofisiolégicos

Luego del periodo de recuperacion y reposo (>1h), las rodajas se colocaron una
ala vez en una camara de registro (1mL de volumen) con una solucion de Ringer
a temperatura ambiente (22-25°C), que simula el medio extracelular (Tabla 1-
Ringer de registro). Dicho Ringer se circulé con flujo constante (1mL/min)
mediante una bomba peristaltica y al igual que en la diseccién, fue barbotado
con 95% O2 y 5% CO2 (Fig. 5). Las células se visualizaron in vitro con un
microscopio Leica DM LFS (Leica, Wetzlar, Germany) equipado con contraste
de interferencia diferencial (DIC) con un objetivo de inmersion al agua 40X (0.8

de apertura numérica).

Se realizaron registros de “patch-clamp” del tipo “whole-cell” en células del CC,
utilizando micropipetas de vidrio de borosilicato (5-10 MQ de resistencia)
obtenidas en un “puller’ horizontal (P-87, Sutter Instruments). Se utilizé una
solucion de “patch” con biocitina (Tabla 2) para llenar las pipetas, con el
fluoréforo Alexa 488 o 546 hidrazida (500uM).

Sol. de Ma-
Biocitina | K-gluconato | Na,-ATP | MgCl, | CaCl, g K-HEPES | H-HEPES | EGTA
Patch gluconato
[]mM 10 122 5 2,5 0,003 5,6 5 5 2

Tabla 2: Composicidn de la solucién de “Patch” utilizada en los registros.

Para la obtencién de los registros, el electrodo se aproximé a las células del CC
bajo control visual con la ayuda de un micro-manipulador motorizado (MP 225,
Sutter). Para mantener la punta libre de contaminacién se aplicé una ligera
presion positiva al interior de la pipeta a través del cuerpo de una jeringa
conectada por un tubo al soporte del electrodo (Fig. 5). Al constatar el contacto
con la membrana de la célula por la formacién del “dimpling” o hundimiento de
membrana y el aumento de la resistencia, se libero la presion y luego se aplico
levemente presion negativa. Luego de establecido el sello (resistencia en el

orden de los GQ), se aplicaron pequefios pulsos de presion negativa para lograr
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la ruptura de parche de membrana y acceder a la configuracion “whole-cell’ (Fig.
6).

Las ceélulas se estudiaron bajo condiciones de fijacion de voltaje y/o de corriente
usando un amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices, Palo Alto, CA) y el
programa pClamp10 (Molecular Devices, Palo Alto, CA) para adquirir las sefiales
eléctricas y para el posterior analisis de las mismas (Fig. 5). En fijacion de voltaje,
las células fueron mantenidas a =70 mV y el potencial de membrana en reposo
fue estimado a partir de la relacion corriente-voltaje (en 1=0) (Barry y Diamond,
1970). Los valores se expresaron como la media + E.E.M. (error estandar de la
media). El acceso a las células registradas fue monitoreado continuamente, y

solo los registros con resistencia en serie estable se incluyeron para los analisis.

Se analizaron las distintas corrientes idnicas que presentaron las células y los
tipos de canales que podrian haberlas generado. Para evaluar esto, en algunos
experimentos se utilizaron drogas o sustituciones ionicas en el “Ringer de
registro” (Tabla 1) para bloquear las corrientes entrantes o salientes. Las drogas
fueron: tetrodotoxina (TTX, 2 pM; Alomone Labs, Jerusalem, Israel) para
bloquear canales de Na*, tetraetilamonio (TEA, 10 mM; Sigma-Aldrich) que a esa
concentracion bloquea canales de K* de tipo lkp, 4-aminopiridina (4-AP, 1-2 mM;
Sigma-Aldrich) que bloquea corrientes de K* de tipo A. Como se sabe que las
células progenitoras podrian estar unidas a través de uniones gap, también se
utilizé carbenoxolona (Cbx 100uM; Sigma-Aldrich, MO) que funciona como

bloqueante inespecifico para este tipo de uniones.

Ademas, se analizaron los valores de los potenciales de membrana (PM) de las
células registradas, asi como la resistencia de entrada (Rin), la capacitancia de
la membrana (Cm) y la resistencia de acceso (Ra).
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Figura 5: “Set up” para registros de “patch-clamp whole-cell”. Esquema ilustrativo del set up donde se
realizaron los registros electrofisioldgicos. Las flechas rojas muestran la direccién de la sefal eléctrica
registrada (editado de: protocolo de whole-cell-patch-clamp disponible en Axol Bioscience).

Cell-attached GQ seal

Pipette offset in bath

R

pipette

I=E/R

Figura 6: Los 3 pasos principales en los procedimientos de “patch-clamp whole-cel

I"

Whole-cell patch clamp

1) cuando se

establece el “offset” de la pipeta en el bafio (Ringer) antes de alcanzar la célula a registrar. 2) Cuando la
pipeta entra en contacto con la membrana de la célula “cell-attached” y se logra el sello gigaohmico. 3)
cuando se rompe el parche de membrana dentro de la pipeta y se logra el acceso al interior celular “whole-
cell”. Se muestra en los 3 casos la lectura del osciloscopio, donde E es el voltaje e I la corriente. Frente a
un mismo pulso de voltaje la amplitud de la respuesta va a depender de la resistencia de la pipeta segin
la ley de ohm (I=E/R). (tomado de: protocolo de whole-cell-patch-clamp disponible en Axol Bioscience).
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Identificacion morfoloégica de las células registradas

Durante los registros de “patch-clamp” en modo “whole-cell’, las células
registradas fueron tefidas con el fluoréforo Alexa 488 o 546 hidrazida (500uM) y
se visualizaron in vitro con una fuente de epifluorescencia (Leica EL 6000).
También se llenaron con biocitina (10 mM) para facilitar el posterior estudio
morfoldégico de la/s célula/s marcadas al revelarla con estreptavidina conjugada
con un fluoréforo (Fig. 7). Las imagenes fueron adquiridas a través del programa
Imaging Workbench (INDEC BioSystems) y el posterior analisis de las imagenes

se realizo con el programa Fiji (ImageJ).

Luego de los registros, las rodajas se fijaron por inmersién en paraformaldehido
(PFA 4%) en buffer fosfato (PB 0.1M) por 12-24 h y se guardaron a 4°C hasta el
momento de su revelado. Para el revelado de la biocitina, luego de los lavados
con PB, las rodajas se incubaron en una solucién 1/400 del complejo
estreptavidina-fluoréforo (estreptavidina-Alexa 488 o 546) en PB-Triton-X100
0.3% por 2 h. En la mayoria de los casos las rodajas se incubaron posteriormente
con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) por 10 min, para el marcado nuclear de las

células con el fin de estimar el numero aproximado de células marcadas.

Las rodajas se montaron en glicerina para examinarlas con microscopia confocal
(Olympus FV 300 y/o Zeiss Airyscan LSM800) utilizando los laseres
correspondientes para visualizar el canal central (tdTomato), la/s células
registradas (488 0 546) y el DAPI (azul-405). Se realizaron apilados de secciones
confocales en el eje z (z-stacks) del CC (con objetivo 40X o 63X de inmersion)
para luego calcular el volumen de las células acopladas. Utilizando el programa
Fiji (NIH) se realizaron reconstrucciones 3D de los z-stacks de imagenes en las
cuales se midi6 el area tefiida en cada plano transversal (x,y) seleccionando una
region de interés (ROI), y luego multiplicandolo por la profundidad en el eje
rostro-caudal (z). De esta manera se puedo realizar el calculo del volumen

aproximado de los clusters (en pm3).
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Figura 7: Visualizacion en microscopia confocal (a) e in vitro (b, c) de la rodaja y del CC de la médula espinal.
a: Rodaja de médula espinal sana visualizada en toda su extensidn (4X), inset: CC marcado en rojo Td-tomato y
cluster latero-dorsal de células marcado en verde por revelado de biocitina con Streptavidina-Alexa 488 (60X).
b: Rodaja lesionada dorsalmente observada con DIC (4X). c: CC con pipeta registrando (*) observado A 40X con
contraste de interferencia diferencial (DIC) (1) y con una fuente de epifluorescencia para ver el rojo Td-tomato
del CC activado (2) y la pipeta con la/s célula/s registradas, llenadas con fluoréforo Alexa 488 hidrazida (3).
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Resultados:

Propiedades electrofisiolégicas encontradas en las células del CC

Ha sido reportado en distintos modelos animales, tanto en el desarrollo como en
nichos neurogénicos del cerebro adulto, que las células precursoras tienen
propiedades pasivas de membrana (Hartfuss y col., 2001; Noctor y col., 2002;
Lledo y col., 2006). Para averiguar qué propiedades funcionales presentan las
células en diferentes regiones del epéndimo de la médula espinal de ratones
adultos, realizamos registros de “patch-clamp” en modo “whole-cell”. Los
registros de células ependimarias mostraron, en general, una muy baja
resistencia de entrada (n= 15 con Rin< 100 MQ, Fig. 8 a), y potenciales de
membrana en reposo (PM) generalmente hiperpolarizados (n= 11 con PM= 70
mV, Fig. 8 b). Como se muestra en la figura 8, muchas de las células registradas
en los cuadrantes laterales del CC también presentaron un comportamiento
pasivo (n= 15, Fig. 8 c1) en fijacion de voltaje (VC). Dentro de estas células
encontramos que la mayoria, tenian una relacion corriente-voltaje lineal (Fig. 8
c2). En el caso de los ratones lesionados de 5 dias, al igual que en los sanos,
encontramos mayoria de células pasivas (n= 11) con relacion corriente-voltaje
lineal, con Rin bajas (n= 8 con Rin<100 MQ) y con PM hiperpolarizados (n=5 con
PM= 70 mV). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
ninguno de estos caracteres, entre la condicion control y la lesién, los resultados

se esquematizan en la tabla 3.

Durante el desarrollo y en nichos neurogénicos adultos, también hay algunos
precursores que poseen corrientes salientes activadas por voltaje (Liu y col.,
2006; Bahrey y Moody, 2003) Debido a que estas pequefas corrientes
dependientes del voltaje pueden ser enmascaradas por las grandes corrientes
de pérdida (leak) presentes en las células acopladas, utilizamos un protocolo de
sustraccion de las corrientes de pérdida. En las figuras se muestran los registros

con las corrientes de pérdida sustraidas (arriba) y las totales (medio) en
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respuesta a pulsos de voltaje despolarizantes e hiperpolarizantes a partir de un
potencial de mantenimiento de -70 mV (abajo). La sustraccién de las corrientes
de pérdida revel6 que en el CC también hay células de tipo precursor que
generaron corrientes salientes en respuesta a pulsos de voltaje despolarizantes
(Fig. 8 d y e). Nuevamente, no se encontraron diferencias significativas en este
tipo de corriente entre ambos casos (n= 8 en ratones normal y n= 6 en

lesionados, tabla 3).
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Figura 8: Heterogeneidad electrofisiolégica de los precursores del CC. a y b: Histogramas de frecuencias de las
Rin (@) y de los PMk (b) de las células ependimarias en condicidn control (1) y a los 5DPL (2). c-e: Los registros en
fijacion de voltaje (VC) de las células ependimarias se muestran con las corrientes de pérdida sustraidas (trazo
superior) y con las corrientes totales (trazo medio) en respuesta a pulsos de voltaje (trazo inferior). c, los registros
en los laterales del CC en la mayoria de los casos fueron de células pasivas (con corrientes de fuga), sin corrientes
activadas por voltaje (1), en general estas células presentaron una relacién I-V lineal (2). d: También se registrd
una subpoblacién de células con corrientes salientes activadas por voltaje. e: Ejemplo de corriente saliente de K*
voltaje-dependiente tanto no-inactivante (lkp) como inactivante (la) en una célula ependimaria.
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También evaluamos la dependencia de voltaje de las corrientes salientes de
potasio dependientes de voltaje (Kv) utilizando tanto protocolos de activaciéon

como de inactivacion de las mismas (Fig. 8 e).

En la figura 8 e los pulsos de voltaje despolarizantes a partir de un PM de -90
mV provocaron una corriente saliente tipo lkp, que presenta un componente que
se inactiva al principio de la respuesta, el cual podria reflejar la presencia de una
corriente de K* de tipo A (la) (1). Aplicando un protocolo de inactivacion previa
por pulsos despolarizantes (el mismo protocolo de pulsos de voltaje, pero desde
potenciales de mantenimiento despolarizados (-30 mV (2)), se pudo probar la
hipbtesis de que la corriente con inactivacion es de la familia de las de tipo Ia por
su caracteristica dependencia con el voltaje (Connor y Stevens, 1971;
Schaarschmidt y col., 2009). Al sustraer la Ikp de la corriente total (1-2) se

observa una corriente saliente con una rapida activacion e inactivacion (la).

Encontramos también en algunos casos, células con corrientes entrantes rapidas
(n=3) que en algun caso pudimos bloquear farmacolégicamente mediante el uso
de la droga TTX (2 uM) (Fig. 9 c), confirmando que se trataba de una corriente
entrante de Na*, pero lo tomamos como un caso excepcional. Otras células con
corrientes salientes tipo IKD fueron bloqueables por TEA incluso en presencia
de Cbx (Fig. 9 b), aunque la Cbx también puede bloquear otros canales de K* y
de Ca?* dependientes del voltaje (Rouach y col., 2003). Concluyendo, el hecho
de observar células con distintas propiedades de membrana, sugieren que las
células que forman el CC, son heterogéneas desde el punto de vista de sus
propiedades eléctricas. Estos datos sugieren que las células precursoras son un
grupo heterogéneo integrado por diferentes fenotipos electrofisiolégicos (tabla
3).

Células: Aisladas (n=33) Acopladas (n=10) Aisladas (n=12) Acopladas (n=24)

PMr (mV) -67.2+7.4 -67.8+5.5 -74+£5.7 -65.8+ 8.1
Rin (MQ) 104.7 £ 93.3 84.6 + 83.8 58+2.8 545+44.4
Pasivas 10 5 2 9
IKD 3 3 1 4
1A 1 1 - 1
IA+IKD 2 - - -

Tabla 3: Propiedades electrofisioldgicas de las células ependimarias del CC de ratones adultos
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Figura 9: Respuesta de corrientes idnicas a distintas drogas. al: Cluster del CC latero-ventral tefiido con biocitina
en rodaja de médula espinal sana. a2: Corriente registrada en dicho cluster, inducida por una serie de pulsos de
voltaje (-100 a 30mV a partir de un potencial de -70mV). a3: La Cbx (100uM) aumentd la resistencia de entrada
(Rin) en la célula registrada de 240-640MQ. b1: Registro en donde la Cbx (100puM) desenmascard una corriente
tipo Ixp respecto al control, que luego fue bloqueada completamente con TEA (10mM). b2: Cluster de células
acopladas a la registrada en rodaja de médula lesionada. c: registro en un cluster de rodaja sana, en el que el TTX
(2 uM) bloqued la corriente entrante rapida, revelando que se trataba de una corriente de Na*, y ademas provocd
un aumento de la Ixp.

Acoplamiento funcional entre células ependimarias

El uso de la técnica de “patch clamp” permitio ver que algunas células registradas
pertenecian a clusters de ependimocitos acoplados, evidenciados por la difusion
del colorante, alineados sobre todo en las regiones laterales del CC (Fig. 10). En
la region de los polos las células registradas fueron mayoritariamente células
unicas (no mostrado). La baja resistencia de entrada, el acople evidenciado por
el colorante y los antecedentes en ratas neonatales (Marichal y col., 2012)
sugieren que el acoplamiento seria a través de uniones gap. Para evaluar esta
posibilidad, se adiciond al medio la carbenoxolona (Cbx 100uM), un bloqueador
inespecifico de uniones gap. Se observé que, en la mayoria de los casos (n= 4),
la droga generd un incremento significativo en la Rin de la célula registrada (Fig.
9 a). El aumento de la Rin se produjo sin cambios significativos de la resistencia

de acceso (Ra).
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Aunque el fluoréforo Alexa 488, 350 o 546 permitio la visualizacion de la célula
registrada y sus vecinas acopladas in vitro, el revelado histoquimico de la
biocitina inyectada intracelularmente permitié un analisis mas exhaustivo de la
morfologia de las células unicas y de los “clusters”. Uno de los resultados mas
interesantes que obtuvimos por el revelado de la biocitina fue que en los registros
de médula espinal sana hallamos mayoria de células unicas (33 de 43, Fig. 10
a-c). En cambio, en los registros de ratones lesionados observamos que las
células registradas estaban en su mayoria acopladas (24 de 36, Fig. 10 d-f). Por
lo tanto, podemos decir que el numero de “clusters” se incrementa
significativamente en la reaccién temprana (5 dias) a la lesion (P< 0.01, Fisher’s
test, Fig. 10 g).

La extension en el plano transversal de estos “clusters” tanto en condicién control
como en la lesién varid de grandes grupos de células que cubrieron todo el
cuadrante lateral del CC (Fig. 10 c,e) a conglomerados de células pequenos (Fig.
10 b,f). Dado que el numero de células acopladas fue dificil de calcular (incluso
con el marcado nuclear del DAPI) por la intima asociacion entre las células, se
calculé el volumen (area en cada plano transversal X profundidad en el eje z) de
los “cluster” de células acopladas. Este indice de volumen mostré que no hubo
grandes diferencias entre los tamafios de los clusters entre la condicidén control
y 5DPL. Los clusters hallados en rodajas de animales lesionados fueron, en
promedio, un poco mas grandes que en las de los animales control (6.3x103 um?3
vs. 4.6x10% uym3), aunque no de forma significativa (P= 0.69 Kruskal-Wallis test,
Fig. 10).
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Figura 10: La LME induce un aumento del acoplamiento intercelular. Imagenes tomadas con microscopia
confocal por revelado de biocitina inyectada durante los registros, tanto en rodajas control (a-c) como en
lesionadas (d-f). a: Célula con 2 cilios prominentes hacia la luz del CC, del dominio lateral del epéndimo. Los planos
ortogonales confirman que es una célula Unica que envuelve un nucleo de otra célula. Los clusters variaron desde
grandes grupos de células que cubren casi toda la region lateral (c,e) hasta tamafios mas pequefios de pocas
células acopladas que cubre una reducida zona del epéndimo (b,f). d: Cluster latero-ventral, inset: canal activado
marcado en rojo. En muchos clusters se pueden ver procesos que proyectan hacia los polos o lateralmente. g:
Proporcién de clusters vs. células Unicas en condiciones control y a los 5DPL. La proporcion de clusters aumenta
5DPL (P<0.01, Fisher’s test). h: indice de volumen medio (en pm?) de los clusters tanto en condiciones control
como 5DPL.

Neuronas inmaduras alrededor del CC

Para evaluar la viabilidad del tejido obtenido luego del dificil proceso de
obtencién de rodajas, en una primera instancia registramos neuronas maduras
alejadas del CC para confirmar que existieran células capaces de descargar
potenciales de accion de forma repetida y sostenida durante un pulso de
corriente de larga duracién (Fig. 11 a). Esto nos permitié descartar la posibilidad
de que las células del CC registradas sin propiedades activas de membrana

estuvieran en malas condiciones.

Finalmente, algunas células registradas, en contacto con el CC tuvieron la
capacidad de descargar potenciales de accion mediados por corrientes de Na*.
Al igual que lo descrito en estudios previos del grupo (Russo y col., 2004;
Marichal y col.,, 2009), este grupo puede dividirse en dos grandes
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subpoblaciones: las células que dispararon uno o unos pocos potenciales de
accioén al principio de la respuesta a un pulso de corriente sostenido y las que
descargaron repetitivamente. La diferencia mas conspicua entre ambos
subgrupos fue la forma del potencial de accion, con una hiperpolarizacion post-
espiga lenta observada en las células que descargaron repetitivamente pero no
en las de descarga unica. Para estudiar los mecanismos responsables de esas
diferencias, utilizamos la técnica de fijacion de voltaje que permite hacer un
analisis cuantitativo de las corrientes idnicas que subyacen a las respuestas
observadas en fijacion de corriente. En la figura se muestran las corrientes
activas (arriba) aplicando el método de sustraccion de las corrientes de pérdida
(medio) en una célula de descarga unica (Fig. 11 b) y en otra de descarga
repetitiva (Fig. 11 ¢). En ambos casos los pulsos de voltaje despolarizantes
produjeron una corriente entrante seguida por una corriente saliente. Sin
embargo, la corriente entrante fue menor en la célula de descarga unica (hasta -
260 pA, Fig. 11 bz2) que en la que descargé repetitivamente (llega a -550 pA, Fig.
11 ca).

Figura 11: Viabilidad del tejido y registro de neuronas en distinto estado de maduracién en contacto con el CC.
a: Descarga repetitiva de una neurona madura no perteneciente al CC como evidencia de la viabilidad de las
rodajas. b: neurona en contacto con el CC con descarga de espiga Unica (1), el registro en fijacién de voltaje (VC)
evidencié una corriente entrante rapida seguida de una corriente saliente lenta en respuesta a pulsos
despolarizantes (-70 a 60 mV) (2). c1: Imagen tomada con contraste de interferencia diferencial (DIC) del
epéndimo de una rodaja viva con la pipeta registrando (*). c2: Célula registrada tipo neuroblasto en contacto con
el lumen del CC tefiida con el fluoréforo Alexa 350 de la pipeta (*), visualizada in vitro con epifluorecencia. ¢3:
potenciales de accidn disparados por la célula en fijacion de corriente. c4: en VC también se registrdé una corriente
entrante rapida seguida de una corriente saliente en respuesta a pulsos despolarizantes.

31



Conclusiones y Discusion:

Utilizando un enfoque multidisciplinario que combind diversas técnicas
electrofisiologicas y de tincibn o marcado celular, logramos profundizar en el
conocimiento de la funcionalidad de las células que conforman el CC de la
médula espinal y de cdmo responden frente a una lesién. Esto resulta importante
para avanzar hacia una caracterizacién de estas células en ratones adultos, de

las que previamente poco se sabia.

La heterogeneidad electrofisiolégica encontrada en los registros ademas de
reflejar distintos tipos celulares (ependimocitos, glias radiales, neuroblastos)
puede indicar distintos estados funcionales de las células registradas,
relacionados con: las diferentes fases del ciclo celular, la dinamica de
maduracién de las células o la potencialidad de linaje de estos precursores. Esta
heterogeneidad electrofisioldgica fue encontrada tanto en ratones control como
en ratones lesionados, de hecho, no pudimos identificar diferencias
considerables entre las corrientes halladas en ambos grupos. La predominancia
de células pasivas dominadas por corrientes de fuga, con baja Rin y PMRr
generalmente hiperpolarizados, correspondientes al fenotipo de célula
progenitora o glial, fue comun en los animales control y en los lesionados. Estos
resultados se pueden correlacionar con lo ya reportado en ratas neonatales
(Marichal y col., 2012) y con los resultados recientes del grupo en ratones
neonatales (datos inéditos). También se pudo identificar, en ambas condiciones,

un subgrupo de células con corrientes de potasio salientes (tipo Ikp y tipo 1a).

A pesar de que las corrientes de K* y el acople a través de Cx43 son dos atributos
funcionales comunes de los progenitores neurales, se conoce poco sobre como
afectan las propiedades de estas células. Algunos estudios sugieren que tanto
los canales de K* (Hendriks y col., 1999; Pardo, 2004) como las conexinas
(Bruzzone y Dermietzel, 2006) pueden regular fenémenos como la proliferacion
y la migracion celular, y eventualmente el potencial linaje de los precursores. De
hecho, las corrientes tipo Ikp son esenciales para la transicion de la fase G1
(crecimiento celular) a la S (sintesis de ADN) en los progenitores de
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oligodendrocitos, y por lo tanto para su proliferacion (Chittajallu y col., 2002). En
células precursoras neurales humanas (hNPC) también se vio que la inhibicion
de la corriente tipo Iareduce significativamente la capacidad de proliferacién y la
viabilidad celular, indicando un rol importante de los canales de potasio tipo A en
la proliferacion y la sobrevida de las células (Schaarschmidt y col., 2009). Seria
interesante evaluar la potencialidad de linaje o la actividad proliferativa de las
células del CC cuando se bloquea las corrientes de K* o el acople a través de
uniones de tipo “gap”. Como ya menciong, la separacion biofisica de los dos tipos
de corrientes (la e Ikp) puede ser obtenida mediante el disefio de protocolos de
voltaje apropiados (Belluzzi y col., 1985; Schmidt y col., 2000). Sin embargo,
debido a la diversidad de canales de K* dependientes de voltaje (Kv) que existen,
el aislamiento farmacologico adicional de los componentes de las corrientes
muchas veces es requerido (Mathie y col., 1998). Los agentes clasicos para
bloquear canales de Kv neuronales son el cloruro de tetraetilamonio (TEA), el
cual fue descripto como mas efectivo para bloquear el componente de la
corriente Iko (Stanfield, 1983) y la 4-aminopiridina (4-AP) el cual se usa
comunmente para inhibir la corriente tipo |a (Rogawski y col., 1985).

La comunicacion por uniones gap es un regulador del comportamiento de las
células madre neurales (Elias y Kriegstein, 2008). En la corteza en desarrollo,
las glias radiales proliferantes estan dinamicamente acopladas por uniones gap
(LoTurco y Kriegstein, 1991) y el desacople farmacoldgico previene que estos
progenitores entren en la fase S del ciclo celular (Bittman y col., 1997). La clasica
accién de las uniones gap es permitir la comunicacion entre las células a través
de: corrientes eléctricas, moléculas pequefias, metabolitos o iones (ej: cCAMP,
ATP, IP3, glucosa, glutamato, Ca®* y K*). Estas uniones estan formadas por dos
hemicanales (conexones) que pueden existir también individualmente en la
membrana celular, mediando el intercambio con la matriz extracelular.
Originalmente se pensaba que los hemicanales se mantenian en un estado
cerrado por los altos niveles de Ca?* extracelular; sin embargo, evidencia
reciente sugiere que los hemicanales median la liberacién funcional de
moléculas tales como ATP bajo condiciones fisiologicas (Goodenough y Paul,
2003). En la zona ventricular de la corteza en desarrollo se demostré que los

hemicanales median ondas de Ca?* a través de la liberacion de ATP que se une
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a los receptores purinérgicos P2Y1 en las GR vecinas, activando la liberacion de
Ca?* mediada por IP3 desde el almacenamiento interno (Weissman y col., 2004).
Interesantemente, la frecuencia, el tamario y la distancia de las ondas de Ca?*
aumentan en la neurogénesis tardia (Weissman y col., 2004). Las proteinas de
las Cx estan reguladas a un nivel molecular, tal que permiten la formacion de
clusters de células acopladas por uniones gap durante la neurogénesis media y
la difusion de ondas de Ca?* mediada por hemicanales durante la neurogénesis
tardia (Elias y Kriegstein, 2008). Es probable que la habilidad de las Cxs para
formar uniones gap o hemicanales esté también altamente regulada por la
interaccién con diversos sistemas de sefializacion durante el ciclo celular. Por
ejemplo, la Cx43 es particularmente permeable al ATP (Goldberg y col., 2002;
Kang y col., 2008) y se expresa en altos niveles en la fase S durante la
neurogénesis tardia (Bittman y Loturco, 1999), tiempo en que el ATP es liberado
desde los hemicanales para iniciar las ondas de Ca?* (Weissman y col., 2004).
Para comprobar que los clusters efectivamente responden a acoplamiento a
través de uniones gap y no se trata de biocitina que ingresa desde el exterior a
través de hemicanales de membrana a las células; se podrian hacer registros
dobles y evaluar el acople eléctrico entre ambas células registradas. Sin
embargo, esta aproximacion en las células del CC de tejido adulto seria
técnicamente muy dificultosa. Al tratarse de tejido adulto y ademas por el tamaiio
y la organizacion de las células, lograr registros buenos y estables de por si fue
complicado. Por eso creemos que poder hacer “patch” en 2 células contiguas y
ademas lograr registros estables en simultaneo iba a aumentar esta complejidad.
Una aproximacion mas sencilla y posible seria incubar las rodajas previo al
registro con un bloqueante de hemicanales como el Gap19 que bloquea
hemicanales de Cx43 (Abudara y col., 2014; Wang y col., 2013) y evaluar si igual
se encuentran células acopladas. La distribucion preferencial del acoplamiento
intercelular en los laterales del CC se podria ver también mediante técnicas
inmunohistoquimicas. Utilizando anticuerpos para marcar las distintas conexinas
se podria hallar la correlacion entre la localizacion y distribucidn de las conexinas

y la distribucién de los “clusters” en el CC.

El bajo acople por uniones gap en las células ependimarias registradas en

ratones con médula sin lesionar, podria estar relacionado a la muy escasa
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actividad proliferativa de este nicho de células madres en animales adultos, ya
que tienen su pico de proliferacion en P8 y luego declina hasta la adultez
(Alexovi€ Matiasova y col., 2017). El aumento en el numero de clusters de células
encontrado en el CC de ratones a los 5 dias de la lesidn podria ser concordante
con la reactivacion del nicho de las células “dormidas” del CC en respuesta a la
lesion (Meletis y col., 2008; Mothe y Tator, 2005). Mediante el uso de BrdU o
EdU (analogos de Timidina), que se incorporan en las células que entran en fase
S se puede corroborar si las células del CC, o especificamente las que forman
los “clusters” estan mitoticamente activas. El acople significaria también un paso
previo a la migracién de las células hacia el sitio de injuria, guiada probablemente
entre otros factores por moléculas sefializadoras relacionadas con el proceso
inflamatorio que sigue a la lesion. El destino de las células luego de la migracién
depende de una intricada combinacién de morfégenos y factores de transcripcion
(Schuurmans y Guillemot, 2002). Por lo tanto, podemos decir que la sefalizacién
por las conexinas que forman las uniones tipo “gap” que también ocurre en las
células progenitoras del cerebro y durante el desarrollo, juega un rol fundamental
en la reaccion temprana de las células ependimarias a la lesion. Esto las
convierte en un potencial blanco para modular la contribucién del CC a la auto-
reparacion. El aumento del acople se correlacionaria con un retorno a un estado
de senalizacion por Cx similar al del nicho activo del CC en ratones neonatales
que tienen mayor poder regenerativo (Sabourin y col., 2009). En otros estudios
del grupo se pretende caracterizar el tipo de conexina que esta involucrada en la
formacion de dichas uniones, evaluando mediante técnicas inmunohistoquimicas
la expresion y localizacion de la Cx43, 26 y 30 en el CC y alrededores, en cortes
transversales y sagitales de médulas sanas y lesionadas. Para estar seguros de
que las conexinas estan involucradas en la re-activacion del CC se podrian
utilizar bloqueantes peptidicos (por ejemplo, Gap26, Gap27) que son mas
especificos que la Cbx y evaluar si se bloquea también el acople. Las posibles
conexinas a evaluar como base molecular del acople y su plasticidad inducida
por la lesion serian la Cx43, 26, 30 y 50, ya que han sido descriptas como
posibles candidatas para este tipo de uniones (Dermietzel y col., 1989;
Kunzelmann y col., 1999; Lee y col., 2005; Nadarajah y col., 1997; Rodriguez-
Jimenez y col., 2016).
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En tortugas, el indice de volumen de los “clusters” de células registrados se
correlacioné inversamente con las Rin de los registros, 1o que sugiere que la baja
RN de esas células se debio principalmente a la cantidad de células acopladas
(Russo y col., 2008). En nuestros experimentos no se encontro esta correlacion
y ademas encontramos Rin mucho mas bajas que las halladas en tortugas
(Russo y col.,, 2008) y en ratas neonatales (Marichal y col., 2012). La
notoriamente baja Rin que presentaron la gran mayoria de las células registradas
podria ser consecuencia de un alto numero de canales de fuga o “leak” que
afectan considerablemente la resistencia. Eso podria justificar también que
sorprendentemente, la Rin de los ratones lesionados no fue significativamente
mas baja que la de los normales, creemos que la resistencia de entrada no
estaria determinada fundamentalmente por el acople, sino por las prominentes
conductancias de fuga. Por este motivo, también creemos que el aumento de la
Rin al bloquear con Cbx no fue total. Para probar esta hipotesis se deberian usar
bloqueadores especificos de canales de fuga con el fin de ver si se logra un
aumento significativo de la Rinde las células. Utilizando Cbx y bloqueadores de
canales de fuga en conjunto, se podria evaluar la contribucion de cada uno a la
resistencia de entrada de la célula. Tampoco hubo correlacion entre la duracion
del registro y el tamafio de los “clusters”, lo que indica que incluso el menor de
los tiempos de registro fue suficiente para tefiir adecuadamente todas las células
acopladas. Esto descartaria la posibilidad de que las células unicas registradas,
o los clusters de pocas células acopladas se debieran a que en el registro no se
dejo el tiempo suficiente para tefir sus posibles células acopladas. Creemos que
es poco probable que el efecto de la Cbx sobre la Rin, haya estado contribuido
por el bloqueo de hemicanales de conexinas en la membrana que no estén
formando uniones de tipo “gap”, ya que la mayoria de los hemicanales deberian
de estar cerrados considerando las concentraciones extracelulares de Ca?*
usadas (Saez y col., 2005). Sin embargo trabajos recientes indican que
hemicanales de Cx43 pueden estar abiertos en situacion basal en rodajas de
hipocampo impactando en la neurotransmisién (Chever y col., 2014). Por este
motivo, para poder confirmar que el aumento en la Rin inducido por la Cbx fue
debido al desacople de la célula registradas de sus vecinas, y no al bloqueo de
los hemicanales de la célula se podria utilizar también el bloqueador Gap 26 que
bloquea hemicanales y uniones gap de Cx43 en distintas ventanas temporales
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(hemicanales: 1-30min, uniones gap: 1-3hs) (Braet y col., 2003; Chaytor y col.,

1997; Evans y Boitano, 2001) o el bloqueador Gap19 mencionado previamente.

Ocasionalmente también registramos células tipo neuroblastos en contacto con
el CC, algunas de espiga unica y otras con descarga repetitiva, o que reflejaria
también distintos grados de maduracion. Una posibilidad es que, al igual que
ocurre en el embrion (Gao y Ziskind-conhaim, 1998) y en los nichos
neurogénicos adultos (Carleton y col., 2003; Espdsito y col., 2005), un aumento
de la densidad de canales de Na*, que provocaria un aumento en la frecuencia
de descarga, sea una estrategia comun durante la maduracién de la
excitabilidad. La aparicion de conductancias de K* en las neuronas espinales
también es importante para la maduracion de los potenciales de accion vy la
descarga repetitiva (Gao y col., 1998; Russo y Hounsgaard, 1999). Datos previos
(ver Russo y col., 2004; Marichal y col., 2009) mostraron que las neuronas que
rodean el CC poseen canales dependientes del voltaje sensibles al TEA, lo que
sugiere la presencia de corrientes de K* de tipo rectificador retardado (Ikp). En
suma, la maduracion de la excitabilidad desde la descarga unica a la descarga
repetitiva requeriria no sélo el aumento en la densidad de canales de Na* sino
una regulaciéon negativa de canales de K* operados por voltaje y la aparicion de
nuevos tipos de conductancias de K*. En su conjunto, los resultados obtenidos
sugieren la existencia de células en contacto con el CC, con diferentes grados
de maduracion hacia el linaje neuronal. En la figura 11a también se muestra el
registro de una neurona madura desconectada del CC en el cual se observan
potenciales de accion de gran amplitud y una aceleracion de la descarga,
propiedades consideradas intrinsecas de algunas de las neuronas maduras.
Aunque la médula espinal adulta de los mamiferos contiene células progenitoras,
la generacién de nuevas neuronas parece estar solo "latente", hecho que
contrasta con lo encontrado en otros vertebrados que parecen ser capaces de
generar nuevas neuronas (Tanaka y Ferretti, 2009).

En lineas generales, concluimos que en el aspecto lateral del CC las células no
neuronales tienen caracteristicas morfolégicas y electrofisiolégicas de
ependimocitos, tanicitos (ependimocitos radiales) y glias radiales funcionalmente

asociados por uniones gap. Los experimentos realizados para esta tesina nos
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permitieron conocer y comprender un poco mas las propiedades de las células
del CC de ratones adultos, de las que hay relativamente poca informacién
actualmente. Estos resultados se pueden comparar con los obtenidos en
estudios previos en tortugas Trachemys dorbignyi (Rehermann y col., 2009;
Russo y col., 2004, 2008) y en ratas Sprague Dawley neonatales (PO-—P5)
(Marichal y col., 2016, 2009, 2012) para evaluar potenciales diferencias entre los
animales mamiferos y la tortuga y entre animales neonatales y adultos. El tejido
adulto es muy delicado, por lo tanto, fue un desafio para nosotros poder obtener
rodajas de meédula viables para realizar registros in vitro. Para ello, tuvimos que
tener muchas precauciones para preservar la integridad del tejido. Los registros

F 11

de “patch-clamp” “whole-cell” son analogos en cierto sentido a los registros
intracelulares convencionales, pero ofrece varias ventajas incluyendo: alta
resolucidn, bajo ruido y mejor estabilidad y control sobre los componentes
intracelulares. Estas mejoras se deben a la baja resistencia del electrodo y a la
alta resistencia del sello. Otra gran ventaja de este tipo de registros es la
posibilidad de llenar células de forma no toxica con tinciones, lo cual permite
identificar las células registradas sin ambiguedades (Wallis, 1993). La técnica
utilizada de “patch clamp” resulta util para revelar la complejidad funcional y la

diversidad de las células progenitoras.
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Perspectivas:

Como se menciond previamente, ya hay numerosos estudios que muestran que
las células madre neurales son una fuente de astrocitos cicatrizantes gliales con
funciones benéficas frente a una lesidn, incluyendo preservar la integridad del
tejido y proveer soporte neurotréfico para las neuronas sobrevivientes. Los
efectos benéficos de las células madre enddégenas luego de una LME las
postulan como un potencial blanco terapéutico. Es importante investigar la
identidad, el potencial y la regulacion de estas células para modular
efectivamente su respuesta. El camino mas factible pareceria ser modular la
formacion de la cicatriz que actualmente impide la conduccidon nerviosa,
examinando el rol especifico de los astrocitos residentes en su formacion y
evaluando las interacciones entre los componentes derivados de dichos
astrocitos y los derivados de las células ependimarias (Stenudd y col., 2015).
Para ello, se podria manipular el nicho de células ependimarias en forma de
maximizar los eventos celulares que son beneficiosos para la reparaciéon

enddgena y bloquear aquellos que son detrimentales.

En otros estudios se observaron mejoras en la recuperacién funcional luego de
promover la diferenciacién de las células progenitoras a oligodendrocitos, ya que
la remielinizacién axonal es fundamental para restaurar la conductancia e inhibir
la degeneracion. Esto hace atractivo considerar dirigir la predominante
contribucion de las células madres neurales endégenas de la médula espinal
lejos de los astrocitos formadores de cicatriz y en cambio hacia la formacion de
oligodendrocitos remielinizadores (Goritz y Frisén, 2012; Sabelstrom y col.,
2014). En suma, seria interesante buscar aumentar la formacion de progenie de
células madre neurales y redirigir dichas células a producir mas oligodendrocitos
luego de la LME (Stenudd y col., 2015). Hasta la fecha, parece mas tangible
promover la recuperacion funcional luego de una lesion espinal modulando la
generacion de células no neuronales que por el reemplazo de las neuronas

perdidas (Sabelstrom y col., 2014).
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El analisis fenotipico de las nuevas células formadas a raiz de la lesion requiere
de un enfoque multidisciplinario que utilice diversas técnicas para avanzar hacia
la caracterizacion de estas células. Se debera realizar un analisis mas exhaustivo
con marcadores moleculares especificos para los diversos tipos celulares del
CC, por ejemplo, examinando la co-localizacién de los distintos marcadores
celulares y de linaje, mediante técnicas inmunohistoquimicas. Como las células
estan intimamente asociadas en el SNC, ademas es util realizar una
reconstruccion tridimensional con microscopia confocal de las células
proliferantes y migrantes. La microscopia electronica también aportaria en la
caracterizacioén, revelando la ultraestructura de las nuevas células. Varios genes
también han sido descriptos con expresion preferencial en el CC o en sus
alrededores (Bmp6, CXCR4, Gdf10, Fzd3, Mdk, Nrtn, Rbp1, Shh, Sox4, Wnt7a)
algunos incluso por tipos celulares especificos. Una base de datos completa de
la expresion génica de estas células colaboraria en la caracterizacion genotipica

del nicho (Hugnot y Franzen, 2011).

Para poder estudiar los efectos de la anulacién de expresion de genes cuyos
productos proteicos son cruciales durante el desarrollo y para la regeneracion,
se deberia tomar ventaja del sistema disponible en ratones de la Cre
recombinasa inducible (Cre-ER). Este sistema consiste en inducir la anulacién
de la expresion de un gen de interés en el animal adulto, dirigida por un promotor
activo predominantemente en una poblacién. Esto permite la manipulacion de
una poblacién especifica de una forma temporal y espacialmente precisa para
analisis mecanisticos y funcionales in vivo. El sistema Cre/loxP es la estrategia
mas utilizada en la mutagénesis dirigida, especifica de tejido. Los sitios loxP se
disponen en parejas flanqueando el segmento de ADN a eliminar (gen floxeado)
y determinaran la secuencia gendmica a escindir. Mientras que, la disponibilidad
en el tiempo y/o el espacio, de la recombinasa Cre, dictara cuando y dénde se
produce la recombinacién. La activacién temporal y espacial de Cre esta
regulada por un promotor especifico de tipo celular, para lo cual es necesario un
ligando exdégeno para iniciar la recombinacion (ej: tamoxifeno). Cuando Cre se
expresa y es activada, se une a los sitios loxP, los corta por la mitad y luego une
las dos mitades restantes tras haber eliminado el ADN situado entre ambos.

Dada la viabilidad de los animales, asi como la ausencia de alteraciones
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funcionales detectables, los ratones transgeénicos, ofrecen una herramienta de

potencial valor biolégico y de aplicabilidad inmediata.

En linea con los resultados obtenidos en esta tesina, se podria probar la
interferencia selectiva de la expresion de los genes que dan lugar a las distintas
conexinas a través de la recombinacion mediada por Cre utilizando el promotor
FoxJ1 activo en las células ependimarias del CC. Esto podria permitirnos
determinar como afecta in vivo la ausencia de cada conexina en la respuesta
celular y funcional a la lesién, sobre todo en la activacién del nicho para la

reparacion enddgena.

Otra aproximacion interesante para experimentos in vivo, seria administrar sobre
la lesion un vehiculo (por ejemplo, un gel como el acido plurénico F127) que
libere progresivamente un bloqueante como la carbenoxolona y evaluar como
afecta funcionalmente el acople y la reparacién de la lesion cuando el bloqueante

se libera dosificadamente y en un tiempo mas prolongado.

Desde el punto de vista evolutivo, seria interesante disecar qué vias genéticas
han evolucionado para promover o restringir la regeneracion en las distintas
especies animales. También desentrafiar de qué modo han cambiado: las
diferencias en la respuesta de cicatrizacion, en el estado de las células madre,
en el acceso a programas embrionarios neurogénicos y en otros atributos
celulares. Se especula que la fuerte presion selectiva para resolver las heridas
de forma que promuevan la sobrevida y el éxito reproductivo fue una importante
variable que afectd la regeneracién en algunas especies (Tanaka y Ferretti,
2009).

Aunque las células madres neurales adultas podrian mantener la capacidad de
autorrenovarse, y de generar astrocitos, oligodendrocitos y neuronas, el
repertorio de células diferenciadas que estas podrian producir, parece ser
todavia limitado en comparacion con la de las células neuroepiteliales
embrionarias o la de las glias radiales fetales (Alvarez-Buylla y col., 2001).
Muchos estudios ya han explorado la posibilidad de promover la recuperacién
funcional luego de una lesién espinal trasplantando diferentes tipos de células

madres o células derivadas de células madres (Barnabe-Heider y Frisén, 2008).
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De hecho, un gran numero de pacientes de LME ya han recibido trasplantes de
células madres y otros tipos celulares, a pesar del limitado entendimiento de la
eficiencia, la seguridad y mecanismos por los cuales las células madres de la
médula 6sea podrian promover la regeneracion de la médula espinal (Callera y
Do Nascimento, 2006; Park y col., 2005; Tator y Ph, 2006; Yoon y col., 2007).

Otro abordaje experimental podria ser introducir células, que modulen el
microambiente generado por la lesiébn y/o que provean soporte trofico, o
elementos que modulen la respuesta inmune como citoquinas anti-inflamatorias.
También se deberia buscar la forma de reducir la fibrosis quistica y el depdsito
de matriz extracelular generada sobre todo por un subtipo de pericitos, que se
vio que su bloqueo mejora la permisividad de la cicatriz para los axones (Goritz
y col., 2011). El trasplante de fibroblastos modificados para producir factores de
crecimiento o factores neurotropicos ha sido demostrado que mejora el
crecimiento axonal (Blesch y Tuszynski, 2001). De hecho, la administracién de
factores de crecimiento por si solo puede mejorar la recuperacion, muchos
mecanismos han sido propuestos como explicacion de ello, incluyendo el
aumento en la generacion de “brotes” axoénicos, en el crecimiento axonal, y en la
sobrevida neuronal y/o de los oligodendrocitos (Hung y col., 2007; Whittaker y
col., 2012). La presencia de factores de crecimiento en el microambiente puede
alterar la actividad de las células madres neurales endogenas.

Como el ATP es masivamente liberado luego de una LME, y por lo visto en
células progenitoras del cerebro, la sefializacién purinérgica podria jugar un rol
importante en el nicho de células madre. En ratas neonatales (P1-P6) se exploro
el efecto de agonistas purinérgicos en células ependimarias y se vio que el
BzATP generaba olas de Ca?* en GR que se disparaban por el influjo de Ca?*y
se propagaban por la liberacion de Ca?* de los depdsitos internos a través de la
activacion de receptores especiales (ryanodina, P2X7). Esto podria ser un
mecanismo epigenético para modular el comportamiento de los progenitores en
respuesta a la liberacion de ATP luego de la injuria (Marichal y col., 2016). Se
podria explorar si se mantiene este mecanismo también en ratones adultos para

sumar pistas en la caracterizacion del fenbmeno de reparacion.
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La lesion en la médula espinal dispara el nacimiento de un gran numero de
células, las cuales se diferencian, migran y asumen funciones especificas. Dos
poblaciones chicas y generalmente ’latentes”, células ependimarias y los
pericitos de tipo A, dan lugar a la mayoria de células nuevas en respuesta a
injuria (Sabelstrom y col.,, 2014). Los pericitos tipo A dan lugar a células
estromales que formaran la cicatriz (Goritz y col., 2011) . La atenuacion de la
fibrosis derivada por los pericitos representa una prometedora forma de facilitar
la recuperacion. Actualmente se busca delinear la extension normal y entender
los mecanismos que regulan el proceso, siendo una de las principales metas
para el futuro definir la posibilidad de influenciar las células madres neurales para
que reemplacen células afectadas como una alternativa al trasplante celular
(Goritz y Frisén, 2012).

El nicho de células madre de la médula espinal constituye un modelo original
para estudiar como y por qué las células madre y progenitoras se mantienen en
el SNC adulto. Este nicho comparte caracteristicas en comun con los nichos
cerebrales (diversidad celular, estructura altamente organizada, mantenimiento
de sefiales embrionarias, cercana interaccion con vasos, entre otras) pero
también tiene caracteres especificos tales como la ausencia de glio- y
neurogénesis asociada en condiciones normales. La comparacion, a nivel
molecular, celular y estructural de nichos neurogénicos y no neurogénicos podria
generar importantes claves para revelar el mecanismo gobernando la
gliogénesis y neurogénesis adulta. También permitiria desentrafiar las redes
genéticas que subyacen las distintas propiedades de estas células (Hugnot y
Franzen, 2011).

Ademas de ser un modelo interesante para estudiar las células madre neurales
adultas, la rapida activaciéon de la region ependimaria en varios modelos de
lesiones medulares llama a una mejor y mas exhaustiva caracterizacion de esta
region. A analizar los mecanismos que subyacen la proliferacién, delaminacién
y migracion de las células ependimarias hacia el sitio de la lesion y a investigar
coémo estas células contribuyen a la cicatriz glial y a la oligodendrogénesis para
influenciar el destino de estas células hacia la regeneracion de la médula espinal.

Hasta muy recientemente la region del CC fue errbneamente considerada como
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una capa de células homogéneas. La activacién de esta regidon en respuesta a
LME esta ahora bien documentada, pero muy poco se sabe del comportamiento
especifico de los diferentes tipos celulares. El rapido desarrollo de ratones
transgénicos o de expresiéon de Cre-recombinasa que marcan poblaciones
celulares especificas ayudara en estos propositos (Hugnot y Franzen, 2011).
También sera importante evaluar el resultado y los posibles efectos secundarios
en animales experimentales a lo largo de un curso mucho mayor de tiempo del
que se usa normalmente, ya que los pacientes en muchos casos tienen
expectativa de vivir varias décadas luego del tratamiento (Barnabe-Heider y
Frisén, 2008).

La literatura de la LME sugiere que varias intervenciones o tratamientos pueden
promover la regeneracion de axones dafados. El grado de regeneracion
continua siendo modesto, pero podria ser suficiente para lograr una recuperacion
funcional. Actualmente, existen otros mecanismos eminentemente plausibles
que podrian contribuir a la recuperacion funcional que permanecen en su
mayoria no-testeados. La diversidad de mecanismos que podrian promover la
recuperacion luego de una LME podria aumentar las opciones para el desarrollo
de nuevas terapias, para ello es necesario identificar los mecanismos que son

activados en cada posible tratamiento (Bradbury y McMahon, 2006).
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