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Introducción

  1. Desarrollo del sistema nervioso central 

1.1. Formación del tubo neural 

Al inicio de la embriogénesis, aparecen en los embriones de mamíferos tres capas germinales 

denominadas ectodermo, endodermo y mesodermo. En el ratón, ya están presentes en el día 

embrionario 6.5 (E6.5). De estas tres capas germinales se originarán los diferentes tejidos y 

órganos. El ectodermo es la capa más externa y es la que da lugar a la epidermis, al sistema 

nervioso central (SNC) y periférico (SNP). Durante el desarrollo, el ectodermo se diferencia en 

neuroectodermo	 (monocapa	pseudoestratificada),	 cresta	neural	 y	 epidermis	 (Gilbert,	 2000;	

Kandel et al., 2000). 

Una vez formado el neuroectodermo, los precursores neurales comienzan a proliferar para 

formar la placa neural (Figura 1), que se estrecha de forma mediolateral, y se alarga de forma 

rostrocaudal por un proceso de extensión convergente. Las células de la placa neural comienzan 

a engrosarse y se vuelven cilíndricas de forma que se elevan por encima del resto de células del 

neuroectodermo. A partir de la placa neural se originarán todas las células neurales y gliales 

del SNC, a excepción de la microglía, que tiene un origen mesodérmico (Kandel et al., 2000). 

Posteriormente, ocurre el proceso de neurulación primaria 

por el cual la placa neural se invagina hacia la notocorda 

y origina unos pliegues neurales bilaterales que se elevan 

y acaban entrando en contacto en la línea media, donde 

se formará la placa del techo y la línea media dorsal 

del embrión (Figura 1). Durante este plegamiento se 

originan unos puntos bisagra situados en la parte medial 

y dorsolateral de la placa neural, que permiten dicho 

proceso: MHP (del inglés, Median Hinge Point) y DLHPs 

(del inglés, Dorsolateral Hinge Points). Se forma así el tubo 

neural, que a su vez acaba cubierto por la epidermis que 

en	un	principio	 flanqueaba	 la	placa	neural	(Kandel et al., 

2000), y se forma también la cresta neural (Figura 1). Las 

células de la cresta neural originan las neuronas y glía del 

SNP.  En el proceso de elevación de los pliegues bilaterales 

se forma el surco neural que será el lumen del tubo neural 

y el origen del sistema ventricular del SNC. 

Figura 1. Desarrollo de la placa neural y 
formación del tubo neural por el proceso 
de	 inducción	 neural.	 Definición	 del	 eje	
dorsoventral y línea media dorsal del 
embrión (Adaptado de Simões-Costa and 
Bronner, 2015) 
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Con la formación del tubo neural culmina el proceso de neurulación primaria que dará lugar 

a la formación del cerebro y gran parte de la médula espinal. Durante este proceso, el cierre 

del tubo neural en mamíferos comienza simultáneamente en varios puntos a lo largo del eje 

anteroposterior. Posteriormente tiene lugar un proceso de neurulación secundaria que ocurre 

en los niveles más caudales del tubo neural, y por el cual se termina originando la porción más 

baja de la médula espinal ((Copp et al., 2003) para revisión). Durante el proceso de neurulación 

no solo participa el neuroectodermo sino que también participan los tejidos que se encuentran 

alrededor, como la epidermis, el mesodermo y la notocorda ((Nikolopoulou et al., 2017) para 

revisión).  

1.2. Inducción neural 

La diferenciación del ectodermo en neuroectodermo, ocurre por un proceso denominado 

inducción neural, que en el ratón comienza a E7.5. Este proceso de inducción neural se ha 

estudiado sobre todo en Xenopus, siendo los estudios de Spemann y Mangold los primeros en 

demostrar	este	fenómeno	(Spemann	y	Mangold,	1924).	A	partir	de	estos	trabajos	se	definió	en	

el embrión de Xenopus, una región denominada Organizador, que posteriormente se observó 

que también estaba presente en aves y mamíferos, en los cuales recibió el nombre de Nodo, 

presente en el mesodermo dorsal (Beddington,	1994;	Rogers	et	al.,	2009;	Smith	and	Schoenwolf,	

1998;	Waddington,	1933,	1936). 

Estas regiones liberan pequeñas moléculas difusibles, como son la nogina, folistatina y cordina 

(Hemmati-Brivanlou	et	al.,	1994;	Lamb	et	al.,	1993;	Sasai	et	al.,	1995;	Sasai	et	al.,	1994;	Smith	

and	Harland,	1992;	Smith	et	al.,	1993) que dan lugar a dicha inducción. Estas moléculas se 

unen a las proteínas morfogénicas BMPs (del inglés Bone Morphogenetic Factor) e inhiben su 

actividad, lo que se conoce como el modelo por defecto de inducción neural (Hemmati-Brivanlou 

and Melton, 1997). Según este modelo, las células del ectodermo tienden a diferenciarse en 

tejido neural, a no ser que las proteínas BMPs sean funcionales, ya que actúan como inductores 

de la epidermis (en particular BMP4) (Sasai	et	al.,	1995;	Wilson	and	Hemmati-Brivanlou,	1995;	

Xu et al., 1995). No obstante, el modelo por defecto	no	es	suficiente	para	explicar	el	proceso	de	

inducción neural puesto que se ha visto que también intervienen otros morfógenos, como son 

Wnts (nombre que proviene de la combinación de Wingless e Int, genes homólogos aislados de 

forma independiente) y FGFs (del inglés Fibroblast Growth Factor). Las proteínas Wnts, al igual 

que BMPs promueven el destino epidérmico, mientras que los FGFs promueven la inducción 

neural. Los FGFs promueven la expresión de antagonistas de BMPs como Cordina y Nogina y 
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la expresión de genes neurales tempranos. Por otro lado, inhiben la transcripción de Bmps, e 

inhiben la expresión de genes tempranos mesodérmicos (Sheng	et	al.,	2003;	Streit	et	al.,	2000;	

Streit	et	al.,	1998;	Wilson	et	al.,	2000). 

1.3.	Definición	de	los	ejes	neurales	antero-posterior	y	dorso-ventral

La	definición	de	los	ejes	antero-posterior	y	dorso-ventral	se	da	desde	el	momento	en	el	que	

ocurre la inducción neural. Las células de la placa neural reciben distintas señales que la 

regionalizan progresivamente en ambos ejes. Dependiendo de la distancia de las células a las 

distintas señales y de su capacidad para responder a ellas, se van estableciendo en la placa 

neural territorios heterogéneos de progenitores neurales. Posteriormente, éstos formarán las 

distintas	partes	del	tubo	neural	y	finalmente	darán	lugar	a	todas	las	estructuras	del	SNC.

1.3.1. Eje antero-posterior

Trabajos realizados en Xenopus muestran que, durante el proceso de regionalización de la placa 

neural,	intervienen	moléculas	que	definen	la	parte	rostral	y	caudal	de	la	placa.	Las	moléculas	

anteriormente mencionadas como son la nogina, folistatina y cordina (Hemmati-Brivanlou et 

al.,	 1994;	Lamb	et	 al.,	 1993;	 Sasai	 et	 al.,	 1995;	 Sasai	 et	 al.,	 1994;	 Smith	and	Harland,	1992;	

Smith et al., 1993) y también una molécula denominada Cerberus (Bouwmeester	et	al.,	1996;	

Piccolo et al., 1999) determinan la identidad rostral de la placa neural. Mientras que moléculas 

como FGF (Cox	and	Hemmati-Brivanlou,	1995;	Kolm	et	al.,	1997;	Pownall	et	al.,	1996;	Xu	et	al.,	

1997), Wnt3a (McGrew	et	al.,	1997) y el ácido retinoico (Blumberg	et	al.,	1997;	Conlon,	1995;	

Marshall	et	al.,	1992;	Simeone	et	al.,	1995) determinan la identidad caudal de la placa neural. 

En mamíferos, la formación de la parte rostral del SNC también depende de la presencia y 

correcta migración del AVE (del inglés Anterior Visceral Endoderm) (Thomas and Beddington, 

1996). El AVE es una población de células extraembrionarias que se sitúa por debajo de la placa 

neural y expresa diferentes genes necesarios para la formación de las estructuras rostrales del 

sistema nervioso central, como Cerberus, y los factores de transcripción Hesx-1, Lim-1, y Otx-2 

(Gilbert, 2000). 

Posteriormente,	 una	 vez	 se	 forma	 el	 tubo	 neural,	 factores	 locales	 se	 encargan	de	 refinar	 la	

organización antero-posterior del SNC. Durante este proceso siguen interviniendo FGFs (FGF2, 

4 y 8) Wnts (3a y 8) y el ácido retinoico, además de otras proteínas ((Altmann and Brivanlou, 

2001;	Panchision	and	McKay,	2002) para revisión). También comienzan a expresarse los genes 

de segmentación Hox (Kandel	 et	 al.,	 2000;	 Purves	 et	 al.,	 2001). De forma que, en el ratón, 
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aproximadamente a E8.5, en la parte más anterior del tubo neural se forman las vesículas 

primarias (Figura 2) que son el cerebro anterior (prosencéfalo), el cerebro medio (mesencéfalo) 

y el cerebro posterior (rombocéfalo). En este momento el eje longitudinal del tubo se dobla 

para	 formar	 las	 flexuras	 cervical	 y	 ventral.	 Posteriormente,	 el	 prosencéfalo	 se	 subdivide	 en	

telencéfalo (o prosencéfalo secundario) y diencéfalo (Martínez	et	al.,	2012;	Purves	et	al.,	2001). 

En la región más caudal del tubo se forma la médula espinal (Figura 2). 

1.3.2.	Eje	dorso-ventral

Durante la inducción neural también se produce la regionalización dorso-ventral de la placa 

neural (Figura 3). Señales procedentes de la notocorda y la placa precordal, se encargan de 

inducir el destino ventral a lo largo de todo el tubo neural. Una de las moléculas secretadas por 

la notocorda es Shh (del inglés Sonic Hedgehog) (Echelard	et	al.,	1993;	Krauss	et	al.,	1993). Otra 

molécula que interviene en la ventralización del tubo neural es el ácido retinoico procedente de 

las somitas adyacentes (Pierani et al., 1999). Shh, liberado desde la notocorda, lleva a cabo la 

inducción del MHP en la placa del suelo. Las células de la placa del suelo también secretan Shh, 

y se forma un gradiente de concentración decreciente en sentido ventro-dorsal (Gilbert, 2000). 

Por otra parte, las células que rodean a la placa neural y posteriormente las células más dorsales 

del tubo neural secretan moléculas que antagonizan la señal de Shh. Estas moléculas pertenecen 

a la superfamilia de los TGF-b (del inglés, Transforming Growth Factor beta) como son BMP4, 

BMP5, BMP7, Dorsalina y Activina (Liem	et	al.,	1997;	Liem	et	al.,	1995) (Figura 3). En primer 

lugar, BMP4 y BMP7 secretados desde la epidermis, inducen la formación de la placa del techo 

en la región más dorsal del tubo neural. Las células presentes en la placa del techo secretan 

BMP4, que inducen la activación de la expresión de miembros de la superfamilia TGF-b en las 

células adyacentes. Es la acción combinada de estas dos vías de señalización, Shh en la placa del 

suelo y los BMP en la región dorsal, la que permite al tejido de la placa neural establecer una 

relación	 topográfica	 dependiente	 de	 la	 concentración	 de	 estas	 dos	 señales,	 que	más	 tarde	

dividirá al tubo neural en dominios longitudinales que se extienden a lo largo de todo el tejido 

Figura	 2.	 Definición	 del	 eje	 anteroposterior	 del	 tubo	 neural.	 Vesiculación	
primaria por la cual se forman el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo 
que posteriomente se subdividirán para dar lugar a las diferentes regiones que 
forman el encéfalo. (Adaptado de Purves et al., 2001)
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neural: la placa del suelo, la placa basal, la placa alar y la placa del techo. Esta especialización 

regional resulta determinante para los procesos de migración posteriores. Así, las regiones 

dorsales formarán en la mayoría de casos estructuras laminadas, mientras que las regiones 

ventrales se estructurarán principalmente en núcleos (Hatten,	 1999,	 2002;	 Marin	 and	

Rubenstein,	2003;	Wilson	and	Rubenstein,	2000).

1.3.3. Modelo prosomérico

A lo largo de ambos ejes se originan gradientes de proteínas morfogénicas que actúan como 

claves posicionales que determinarán la identidad genética diferencial de las células a lo largo 

del tejido neural. Se forman por tanto diferentes regiones de expresión génica que muestran un 

crecimiento independiente que las lleva a abombarse en forma de vesículas, conocidas como 

segmentos neurales o neurómeros (Martínez	et	al.,	2012;	Puelles	and	Rubenstein,	1993). Según 

este modelo prosomérico, las vesículas primarias nombradas anteriormente se segmentan: el 

prosencéfalo en prosómeros y el rombencéfalo en rombómeros (Figura 4). 

Figura	3.	Sección	transversal	del	embrión	en	el	que	se	muestra	la	definición	de	su	eje	dorso-ventral.	Liberación	
de BMP desde la placa del techo, y liberación de Shh desde la placa del suelo y notocorda, generando un gradiente 
de concentración. (Gilbert, 2000)

Figura 4a. Ilustración del modelo prosomérico (Adaptado de Martínez et al., 2012) 
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Además, entre los neurómeros se encuentran los organizadores secundarios que expresan 

genes	con	función	morfogénica	y	se	encargan	de	refinar	la	especificación	antero-posterior	de	

los tres segmentos principales:  el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo (Ruiz i Altaba 

et al., 1995).	 	 Los	organizadores	 secundarios	 se	definen,	por	 tanto,	 como	grupos	de	 células	

localizados en regiones clave del tubo neural que emiten señales capaces tanto de inducir 

como	de	establecer	el	patrón	del	tejido	que	los	rodea.	Se	han	identificado	tres	organizadores	

secundarios en el tubo neural: la cresta neural anterior, la zona limitans intratalámica y el 

organizador ístmico (Figura 4).

1.4.	Especificación	del	tejido	neural:	neurogénesis

Como se ha comentado anteriormente, las moléculas que intervienen tanto en la inducción 

de la placa neural, como en su regionalización, así como en la regionalización del tubo neural 

actúan como claves posicionales que determinarán la identidad genética de las células. No 

obstante, una vez determinada la identidad posicional, una célula decide diferenciarse según 

una	especificación	 temporal	que	 también	depende	de	 señales	 externas.	De	 forma	que	estas	

células precursoras pueden sufrir apoptosis o diferenciarse en células neuronales o gliales. La 

apoptosis suele darse sobre todo al principio de la gestación, la diferenciación neuronal a mitad 

de	la	gestación,	y	la	diferenciación	glial	al	final	de	la	gestación	y	tras	el	nacimiento	((Panchision 

and McKay, 2002) para revisión).

Durante la inducción neural, los precursores neurales ectodérmicos comienzan a expresar 

factores de transcripción que incluyen miembros de las familias Fox, Geminin, Sox, Zic e Irx. 

Estos factores de transcripción se expresan de forma diferencial desde el proceso de inducción 

neural hasta el momento en el que ocurre la diferenciación de los progenitores neurales. 

Asimismo, un conjunto inicial de factores de transcripción expresados por los precursores 

neurales ectodérmicos (p.e. FoxD4, Geminin y Zic2), se encargan de mantener a las células en 

un estado estable y proliferativo para dar lugar a la formación de una placa neural de tamaño 

adecuado (Brewster	et	al.,	1998;	Kroll	et	al.,	1998;	Moody	et	al.,	2013;	Seo	et	al.,	2005;	Seo	

and	Kroll,	2006;	Sullivan	et	al.,	2001). Posteriormente, la expresión de este conjunto inicial de 

factores de transcripción disminuye, y comienzan a actuar un segundo conjunto de factores 

(p.e. Sox11, Sox2, Sox3) que se encargan de promover la formación de los progenitores neurales 

que forman la placa neural (transición precursor neural ectodérmico > progenitor neural) 

(Bergsland	et	al.,	2006;	Bylund	et	al.,	2003;	Kishi	et	al.,	2000;	Mizuseki	et	al.,	1998a;	Penzel	et	al.,	

1997;	Uwanogho	et	al.,	1995;	Wegner	and	Stolt,	2005). Por último, la actuación de este segundo 
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conjunto de factores disminuye, y comienzan a expresarse factores de transcripción (p.e. Irx1-

3, Zic1, Zic3) que iniciarán la diferenciación neural (Aruga	et	al.,	2002;	Bellefroid	et	al.,	1998;	

Mizuseki	et	al.,	1998b;	Nakata	et	al.,	1997,	1998). Para que ocurra la diferenciación neural, la 

célula debe salir del ciclo celular y comenzar a expresar los genes de diferenciación neural 

bHLH (del inglés bHelix-loop-helix), como son Math1/2, Ngn1/2, Mash1 y NeuroD ((Panchision 

and McKay, 2002) para revisión).

1.5. Migración neuronal en el cerebro anterior 

Una vez que los progenitores neurales se diferencian a neuronas, éstas comienzan a migrar hasta 

alcanzar	su	destino	final.	El	proceso	de	migración	ocurre	a	lo	largo	de	todo	el	sistema	nervioso,	

a distintos tiempos según el tipo neuronal. El correcto posicionamiento de las neuronas es 

esencial para la correcta formación de los circuitos neurales durante el desarrollo embrionario 

y postnatal. A su vez, el correcto establecimiento de los circuitos cerebrales dará lugar a un 

buen funcionamiento cognitivo. Alteraciones en el establecimiento de las conexiones, debido 

a una inapropiada migración y localización neuronal resultará en malformaciones cerebrales, 

disfunción cognitiva o convulsiones ((Marin	and	Rubenstein,	2003;	Moffat	et	al.,	2015) para 

revisión). 

Los procesos de migración que ocurren en el cerebro anterior son el radial y el tangencial. 

Como se ha mencionado anteriormente, el cerebro anterior está formado por el telencéfalo y 

diencéfalo. El telencéfalo a su vez está formado por el palio, que dará lugar a la corteza cerebral 

e hipocampo, y el subpalio ((Marin and Rubenstein, 2003) para revisión). 

1.5.1. Migración radial

Durante el desarrollo del SNC, las neuronas que se generan presentan una tendencia a migrar de 

forma radial. Esto se debe a que existe una relación estrecha entre la zona ventricular del tubo 

neural	y	la	superficie	pial.	De	forma	que	durante	el	desarrollo	se	generan	andamios	celulares	

formados	por	 glía	 radial	 que	permiten	 la	 conexión	 física	 entre	 estas	dos	 estructuras,	 y	 que	

sirven como guías por las cuales las neuronas podrán migrar para alcanzar su destino (Rakic, 

1972;	Ramón	y	Cajal,	1981).

1.5.1.1. Migración radial en la corteza cerebral

El proceso de migración radial está ampliamente estudiado durante el desarrollo de la corteza 

cerebral (Figura 5). La corteza cerebral es una estructura compleja formada por seis capas 
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neuronales donde cada una contiene un subtipo concreto de neuronas que contactan con 

regiones	 específicas	 corticales	 y	 subcorticales	 (Gupta	 et	 al.,	 2002;	 Hevner	 et	 al.,	 2003). La 

mayoría de las neuronas presentes en la corteza cerebral son glutamatérgicas de proyección, e 

interneuronas GABAérgicas ((Godin and Nguyen, 2014) para revisión). 

En las etapas tempranas del desarrollo de la corteza, los progenitores neurales a partir de los 

cuales se generan las neuronas se encuentran formando un neuroepitelio columnar, donde las 

células	entran	en	contacto	con	las	superficies	ventricular	(apical)	y	pial	(basal)	del	tubo	neural.	

Estas células se dividen de forma simétrica para aumentar en número (Bayer and Altmann, 

1991;	Sidman	and	Rakic,	1973). En el ratón, aproximadamente a E10.5, cuando comienza la 

neurogénesis, los progenitores neurales comienzan a presentar características de astroglia, 

y terminan transformándose en glía radial apical (aRGCs, del inglés Apical Radial Glial Cells). 

Las aRGBs son las células progenitoras primarias de la corteza cerebral y originan directa o 

indirectamente todas las neuronas glutamatérgicas (Malatesta	 et	 al.,	 2003;	Malatesta	 et	 al.,	

2000;	Miyata	et	al.,	2001;	Noctor	et	al.,	2001). Éstas siguen manteniendo el contacto con las 

zonas basal y apical de la corteza cerebral en desarrollo. En su zona apical, las aRGCs extienden 

un	único	proceso	que	contacta	con	la	superficie	ventricular,	y	presentan	un	cilio	que	sale	hacia	

el lumen ventricular para detectar señales presentes en el líquido cefalorraquídeo que modulan 

la biología de estos progenitores (Gotz	and	Huttner,	2005;	Lehtinen	and	Walsh,	2011;	Lehtinen	

et	 al.,	 2011;	Paridaen	and	Huttner,	 2014;	Paridaen	et	 al.,	 2013). En cuanto a su zona basal, 

presentan	 también	 un	 único	 proceso	 denominado	 fibra	 radial	 que	 termina	 en	 la	 superficie	

externa	del	cerebro	(superficie	pial)	y	que	sirve	como	guía	para	la	posterior	migración	neuronal	

(Javaherian	and	Kriegstein,	2009;	Sidman	and	Rakic,	1973;	Takahashi	et	al.,	1990).	La	 fibra	

radial se alarga a medida que la corteza se engrosa (Bayer	and	Altmann,	1991;	Sidman	and	

Rakic, 1973). El cuerpo celular de las aRGCs se encuentra en la zona basal y constituyen la capa 

germinal primaria cortical, la zona ventricular (VZ, del inglés Ventricular Zone; Fig. 5b) ((De 

Juan Romero and Borrell, 2015) para revisión). 

Las aRGCs pueden seguir un proceso de división simétrica proliferativa (una aRGC da lugar a 

dos aRGCs), de división asimétrica neurogénica (se genera una aRGC y una neurona) o de división 

asimétrica proliferativa (se genera una aRGC y un progenitor celular diferente) (Gotz and 

Huttner, 2005). La división simétrica proliferativa es más frecuente en estadios tempranos del 

desarrollo, mientras que la división asimétrica proliferativa es más frecuente en los estadios 

tardíos (Bayer	and	Altmann,	1991;	Takahashi	et	al.,	1993,	1994). Los progenitores celulares 

que surgen de la división asimétrica proliferativa se terminan situando de forma basal a la VZ, 

donde sufrirán divisiones mitóticas y formarán la capa germinal secundaria denominada zona 
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subventricular (SVZ, del inglés Subventricular Zone;	Fig.	5b)	(Haubensak	et	al.,	2004;	Kowalczyk	

et	al.,	2009;	Noctor	et	al.,	2004). A estos progenitores se les reconoce como progenitores basales 

y son la principal fuente de generación de las neuronas de la corteza cerebral de ratón ((De 

Juan Romero and Borrell, 2015) para revisión).

La primera cohorte de neuronas que se generan y migran fuera de la VZ, lo hacen de forma radial 

por un proceso de translocación somática, independiente de la glía radial y terminan formando 

la preplaca (PP en Fig. 5b), también denominada capa externa plexiforme (Nadarajah and 

Parnavelas, 2002). La segunda cohorte de neuronas que se genera migran de forma radial a lo 

largo de la aRGC y terminan formando la placa cortical, dividiendo la preplaca en zona marginal 

y en subplaca (MZ, del inglés Marginal Zone y SP en Fig. 5b) ((Marin and Rubenstein, 2003) 

para revisión). El desarrollo de la corteza cerebral continúa a medida que se van generando 

las	siguientes	cohortes	de	neuronas,	las	cuales	van	migrando	a	lo	largo	de	la	fibra	radial	y	se	

van situando en la placa cortical en desarrollo siguiendo una localización de dentro hacia fuera 

(inside-out). De forma que en la placa cortical las primeras células que se generan quedan en 

la región más basal mientras que las que se originan posteriormente se van depositando en 

capas superiores (Chun	et	al.,	1987;	Kostovic	and	Rakic,	1980;	Luskin	and	Shatz,	1985) (Fig. 

Figura 5. Desarrollo cortical en el embrión de ratón. (A) Sección coronal de un hemisferio del telencéfalo a E14.5. (B) 
Secuencia temporal del desarrollo de la corteza (recuadro representado en (A)). Los neuroblastos que se generan 
en la zona ventricular (VZ, siglas en inglés) migran de forma radial, insertándose en la preplaca (PP) y dividiéndola 
en subplaca (SP) y zona marginal (MZ, siglas en inglés). Las siguientes cohortes de neuronas que se van generando 
migran	siguiendo	una	distribución	de	dentro	hacia	fuera	por	la	fibra	glial	(líneas	en	negro),	de	forma	que	las	células	
más	jóvenes	se	sitúan	cerca	de	la	superficie	pial.	(C)	Finalmente,	al	nacer	el	animal	presenta	una	corteza	formada	
por seis capas celulares, molecularmente distintas (representado por los diferentes colores). CR: células de Cajal-
Retzius;	 PP:	 Preplaca;	 VZ/SVZ:	 zona	 ventricular/	 zona	 subventricular;	 SP:	 Subplaca;	 MZ:	 Zona	 marginal;	 WM:	
sustancia blanca. (Adaptado de Godin and Nguyen, 2014)   
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5b, c). Durante este proceso es imprescindible la acción de unas células que se sitúan en la MZ 

denominadas células de Cajal-Retzius (CR) (ver apartado 1.5.2.2) y la proteína que secretan, 

Reelina. Estas células participan activamente en la regulación de la migración y modulación de 

la maduración cortical (Marin-Padilla, 1998).

La participación de la glía radial es básica en la formación de estructuras laminadas, por lo 

que también se pueden encontrar células con fenotipo de glía radial en el cerebelo, hipocampo 

y bulbo olfativo. El proceso de migración radial es parecido en dichas estructuras ((Gotz and 

Huttner, 2005) para revisión). 

1.5.2. Migración tangencial

Existen diferentes tipos de migración tangencial en el SNC en desarrollo, que tienen en común 

el hecho de no usar la glía radial como soporte para la migración. La migración tangencial en 

roedores	ocurre	de	forma	paralela	a	la	superficie	ventricular,	y	de	forma	ortogonal	a	la	fibra	

radial glial. En algunos casos, existen grupos de neuronas que migran cooperativamente 

promoviendo	y	 controlando	su	propia	migración,	mediante	uniones	homofílicas	 (Lois et al., 

1996).	En	otros	casos,	las	neuronas	pueden	usar	como	sustrato	axones	(migración	axonofílica	

(Wray	et	al.,	1994;	Yoshida	et	al.,	1995)),	o	incluso	vasos	sanguíneos	(migración	vasofílica	(Won 

et al., 2013)),	que	se	están	prolongando	para	alcanzar	 su	destino	 final.	Finalmente,	 algunas	

neuronas se dispersan de una forma individual, como es el caso de las interneuronas que migran 

del subpalio al palio ((Marin and Rubenstein, 2003) para revisión). El proceso de migración 

tangencial es llevado a cabo por diversas poblaciones neuronales, como son las neuronas del 

locus coeruleus (Aroca et al., 2006), neuronas granulares del cerebelo (Gilthorpe	et	al.,	2002;	

Komuro	et	al.,	2001;	Ryder	and	Cepko,	1994), neuronas del bulbo olfativo (Lois and Alvarez-

Buylla, 1994) y células de Cajal-Retzius (Garcia-Moreno	et	al.,	2007;	Takiguchi-Hayashi	et	al.,	

2004). Pero sin duda, el ejemplo más estudiado es el de las interneuronas de la corteza cerebral 

(Anderson	et	al.,	1997;	de	Carlos	et	al.,	1996;	Marin	and	Rubenstein,	2003;	Martini	et	al.,	2009;	

Yokota	et	al.,	2007).

1.5.2.1. Migración tangencial del subpalio al palio

El subpalio, región localizada en la base del telencéfalo, origina un gran número de células que 

migran de forma tangencial hacia la corteza cerebral e hipocampo en desarrollo. Estas células 

son mayoritariamente interneuronas y migran desde zonas alejadas como son la eminencia 

ganglionar medial (MGE, del inglés Medial Ganglionic Eminence), la eminencia ganglionar caudal 
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(CGE, del inglés Caudal Ganglionic Eminence) y el área preóptica (POA, del inglés Preoptic Area) 

(Figura 6) (Anderson	et	al.,	1997;	Corbin	et	al.,	2001;	de	Carlos	et	al.,	1996;	Flames	et	al.,	2007;	

Gelman	and	Marin,	2010;	Gelman	et	al.,	2009;	Lavdas	et	al.,	1999;	Pleasure	et	al.,	2000;	Rubin	

et	al.,	2010;	Wichterle	et	al.,	1999). Estas interneuronas suelen ser GABAérgicas y son muy 

variadas,	por	lo	que	se	clasifican	según	sus	propiedades	fisiológicas	y	moleculares.	De	forma	

general, podemos distinguir las interneuronas que expresan neuropéptidos (Neuropéptido 

Y,	 Somatostatina	 o	 el	 Péptido	 Vasointestinal),	 proteínas	 de	 unión	 a	 calcio	 (Calretinina	 o	

Parvalbúmina) o Reelina (Freund	and	Buzsaki,	1996;	Peyre	et	al.,	2015). 

Las interneuronas migran desde su lugar de origen hasta el límite entre el subpalio y el palio, 

para posteriormente entrar en la corteza cerebral en desarrollo (Figura 6). La entrada a la 

corteza en desarrollo ocurre por regiones de ésta que presentan abundante matriz extracelular, 

enriquecida	 en	 laminina,	 fibronectina	 y	 colágeno	 tipo	 IV,	 y	 que	 se	 denominan	 canales 

extracelulares (Bayer	 and	Altmann,	 1991;	Derer	 and	Nakanishi,	 1983). De forma que entre 

E11.5 y E16.5 se distinguen tres fases diferentes, parcialmente solapadas, en la migración de 

estas interneuronas. A E11.5, las interneuronas que llegan a la corteza en desarrollo se integran 

en la zona marginal y la subplaca (líneas	discontinuas	azul	y	verde	en	Fig.	6A;	Fig.	6b)	(Anderson	

et	al.,	2001;	Lavdas	et	al.,	1999). La segunda onda de interneuronas penetran en la subplaca y 

en la parte inferior de la zona intermedia (Anderson	et	al.,	2001;	DeDiego	et	al.,	1994;	Lavdas	

et	al.,	1999;	Wichterle	et	al.,	2001).	Finalmente,	las	interneuronas	que	llegan	en	las	fases	finales	

del desarrollo cortical (línea discontinua roja en Fig. 6A), a E14.5-E16.5 se sitúan en las regiones 

proliferativas de la corteza, es decir en la SVZ (Fig. 6b) (Anderson	et	al.,	2001;	Del	Rio	et	al.,	

1992;	Wichterle	 et	 al.,	 1999). Posteriormente, las interneuronas dejan de migrar de forma 

tangencial, y comienzan a migrar de forma radial para invadir la placa cortical (Fig. 6C) (Rymar 

and Sadikot, 2007).

A B

B

C

Figura 6. A) Ilustración de una sección coronal de un cerebro de ratón a E15. Se muestran las rutas de migración 
seguidas por las interneuronas, desde las eminencias ganglionares hasta la corteza en desarrollo, en las fases 
tempranas del desarrollo (línea azul discontinua) y tardías (línea roja discontinua). B) Ilustración que muestra las 
rutas de migración que siguen las interneuronas dentro de la corteza en desarrollo, preferencialmente por la zona 
marginal (MZ), y la zona subventricular (SVZ), aunque algunas también migran por la subplaca (SP). C) Ilustraciones 
que muestran cómo las interneuronas dejan de migrar de forma tangencial, para migrar de forma radial e invadir la 
placa	cortical	(CP).	IZ:	zona	intermedia;	LV:	ventrículo	lateral;	MGE:	eminencia	ganglionar	medial;	NCx:	Neocorteza;	
St:	estriado;	VZ:	zona	ventricular.	(Adaptado	de	Marín, 2013 y Hernández-Miranda et al., 2010) 
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1.5.2.2.	Células	de	Cajal-Retzius	

Las células de Cajal-Retzius (CR) son las primeras células que migran de forma tangencial a la 

corteza cerebral en desarrollo. Situadas primero en la preplaca, y posteriormente en la MZ, se 

encargan de regular la migración radial de las neuronas piramidales y la formación de las capas 

de la corteza cerebral gracias a la secreción de una proteína de matriz extracelular denominada 

Reelina (Barber	and	Pierani,	 2015;	D’Arcangelo,	2006;	Ogawa	et	 al.,	 1995). Asimismo, estas 

células generan contactos transitorios con las neuritas apicales de otras neuronas presentes en 

la zona marginal, estableciendo un tono basal de activación necesario para el desarrollo de la 

corteza (Aguilo et al., 1999). Al estar estas células tan próximas al proceso basal de la glía radial 

se piensa que Reelina pueda estar promoviendo la maduración morfológica y molecular de la 

glía radial, así como regulando la neurogénesis (Soriano	et	al.,	1997;	Super	et	al.,	2000). Además, 

las	células	de	CR	influyen	en	la	diferenciación	de	las	neuronas	de	las	capas	altas	de	la	corteza	

(Kupferman et al., 2014), en la invasión de interneuronas GABAérgicas en la corteza (Caronia-

Brown	and	Grove,	2011;	Hevner	et	al.,	2004;	Yabut	et	al.,	2007), en la regionalización cortical 

(Barber	 and	 Pierani,	 2015;	 Griveau	 et	 al.,	 2010), y también participa en el correcto 

posicionamiento de los axones comisurales y entorrinales en el hipocampo (Borrell	et	al.,	1999;	

Del	Rio	et	al.,	1997;	Super	et	al.,	1998).

Las células de CR se generan en el ratón entre E8.5-E13.5, y presentan un pico de generación 

máximo entre E9.5 y E12.5 (del	Río	et	al.,	1995;	Super	et	al.,	1998). Se originan a partir de 

diferentes puntos localizados en los bordes del palio en desarrollo y asociados con centros 

organizadores del cerebro anterior. Estos puntos, a partir de los cuales se generan la mayoría 

de las células de CR, son el cortical hem (CH) (Gu	et	al.,	2011;	Takiguchi-Hayashi	et	al.,	2004;	

Tissir	et	al.,	2009;	Yoshida	et	al.,	2006), el septum (S) del palio (Bielle	et	al.,	2005;	Zimmer	et	al.,	

2010) y el límite palio-subpalio (PSB, del inglés Pallial-subpallial Boundary) (Bielle et al., 2005) 

Figura 7. Ilustración del origen y rutas de migración 
de las células de Cajal-Retzius (CR) a nivel rostral 
y caudal. En azul se muestran las células de CR 
derivadas del cortical hem (CH-CR), en verde las 
derivadas del septum (S-CR), en rojo las derivadas 
del límite palio-subpalio (PSB-CR) y en lila las 
derivadas de la pared telencefálica rostral medial 
(RMTW).	 Cing,	 corteza	 cingulada;	 NCx,neocorteza;	
Pir:	corteza	piriforme;	Hipp,	hipocampo;	CPe:	plexo	
coroideo;	 Eth:	 eminencia	 talámica.	 (Adaptado	 de	
Barber and Pierani, 2015)  
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(Figura 7). Además, se han localizado otras zonas extrapaliales como son el plexo coroideo 

(Cpe, del inglés Choroid plexus) (Imayoshi et al., 2008), la eminencia talámica (Eth, del latín 

Eminentia thalami) y la pared telencefálica rostral medial (RMTW, del inglés Rostral medial 

telencephalic wall) ((Barber and Pierani, 2015) para revisión). 

Las células de CR procedentes de CH, S y PSB migran desde su foco de origen de forma tangencial 

para	cubrir	toda	la	superficie	cortical,	aunque	presentan	diferencias	en	el	momento	en	el	que	

comienzan a migrar y en la dirección y cinética de la migración ((Barber and Pierani, 2015) 

para	revisión).	Los	diferentes	subtipos	de	células	de	CR	se	distribuyen	a	lo	largo	de	la	superficie	

cortical de una manera complementaria (Figura 8): las células de CR derivadas del septum 

(S-CRs) invaden el palio rostral-medial, las derivadas del CH (CH-CRs) el palio caudo-medial, y 

las derivadas de PSB (PSB-CRs) el palio lateral (Bielle	et	al.,	2005;	Griveau	et	al.,	2010;	Yoshida	

et al., 2006)	 (Fig.	8a).	De	 forma	que	a	 lo	 largo	de	 la	superficie	cortical	se	van	estableciendo	

zonas compuestas por diferentes subtipos de células de CR que actúan como unidades móviles 

que van a determinar el patrón espacial y la regionalización de las áreas corticales (Fig. 8b) 

(Griveau et al., 2010). Se desconocen las razones que dan lugar a esta forma de dispersión, se 

piensa que los diferentes subtipos de células de CR presentan procesos de repulsión celular 

que favorecerían este proceso (Borrell	and	Marin,	2006;	Villar-Cervino	et	al.,	2013).

En el ratón, la mayoría de las células de CR mueren por apoptosis durante la primera semana 

postnatal (del Río et al., 1995). No obstante, algunas permanecen en la neocorteza y en 

el hipocampo adulto, y esto puede deberse a que los diferentes subtipos de células de CR 

presenten diferencias en su supervivencia, como se ha podido determinar in vitro mediante 

cultivos organotípicos (Del Rio et al., 1996). Por otro lado, algunas células de CR terminan 

transformándose en neuronas no piramidales en el adulto (del	Río	et	al.,	1995;	Parnavelas	and	

Edmunds, 1983).

Figura 8. Ilustración de la dispersión de las células de Cajal-Retzius. A) Vista dorsal del telencéfalo que 
muestra	la	distribución	de	las	células	de	CR	por	la	superficie	cortical.	B)	Vistas	coronales	de	la	distribución	
de	las	células	de	CR	a	diferentes	niveles	rostro-caudales.		PSB,	límite	palio-subpalio;	S,	septum;	CH,	cortical	
hem;	Cing,	corteza	cingulada;	NCx,	neocorteza;	Pir:	corteza	piriforme;	Hipp,	hipocampo;	CPe:	plexo	coroideo;	
Eth: eminencia talámica. (Adaptado de Barber and Pierani, 2015) 
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Regulación de la migración de las células de CR

Se conocen diferentes mecanismos moleculares que intervienen en el proceso de migración 

de las células de CR. Estos mecanismos moleculares intervienen a diferentes niveles: en el 

confinamiento	de	las	células	en	sus	posiciones	subpiales,	y	en	el	proceso	de	invasión	tangencial	

que estas células llevan a cabo de la corteza en desarrollo. 

Regulación del posicionamiento subpial de las células de CR

Las células de CR migran de forma tangencial a la corteza cerebral en desarrollo por la 

membrana subpial. Esta membrana se forma a partir de la piamadre, que es la capa más interna 

de las meninges. La piamadre está formada por una red de vasos sanguíneos, por una capa de 

células	piales	y	por	fibroblastos	que	secretan	proteínas	de	la	matriz	extracelular	que	forman	

una	membrana	basal	continua	en	la	superficie	del	cerebro.	Estas	proteínas	son	fibronectina,	

colágeno (I, II, IV, VI), nidogen y miembros de la familia de las laminina y proteoglicanos 

heparán sulfatos (perlecano y agrina) (Arikawa-Hirasawa	et	al.,	1999;	Costell	et	al.,	1999;	Li	

et	al.,	2012b;	Libby	et	al.,	2000;	Luo	et	al.,	2011;	Sievers	et	al.,	1994).  Además, las meninges 

generan proteínas secretables que son esenciales para el desarrollo de la corteza cerebral: 

el ácido retinoico, la quimiocina CXCL12 (del inglés C-X-C motif chemokine 12), BMPs 4 y 7, 

TGFb (Borrell	and	Marin,	2006;	Choe	et	al.,	2014;	Kusakawa	et	al.,	2015;	Segklia	et	al.,	2012;	

Siegenthaler	et	al.,	2009;	Smith	et	al.,	2001;	Yoshida	and	Gage,	1991), BDNF (del inglés Brain 

Derived Neurotrophic Factor),	la	neurotrofina-4	(NT4)	(Alcantara	et	al.,	2006;	Brunstrom	et	al.,	

1997;	Fukumitsu	et	al.,	1998;	Maisonpierre	et	al.,	1990;	Ringstedt	et	al.,	1998) y las semaforinas 

3A y 3C (Marin	et	al.,	2001;	Niclou	et	al.,	2003;	Shearer	et	al.,	2003;	Tamamaki	et	al.,	2003). 

Se conoce bastante bien la función de CXCL12 como regulador del posicionamiento subpial 

de las células de CH-CRs y PSB-CRs (Figura 9), ya que éstas son capaces de responder a la 

quimiocina gracias a que expresan sus receptores CXCR4 y CXCR7. CXCL12 señaliza a través de 

CXCR4, y también es capaz de unirse a CXCR7. Se piensa que CXCR7 actúa como competidor de 

CXCR4, modulando así la respuesta de CXCR4 a CXCL12 (Abe	et	al.,	2014;	Sanchez-Alcaniz	et	al.,	

2011) ó regulando los niveles de CXCL12 disponibles en el ambiente para generar gradientes 

que den lugar a una migración direccional (Boldajipour	et	al.,	2008;	Donà	et	al.,	2013;	Memi	et	

al.,	2013;	Venkiteswaran	et	al.,	2013). Mientras la expresión de CXCR4 se mantiene a lo largo 

de la corticogénesis, la expresión de CXCR7 va disminuyendo (Berger	et	al.,	2007;	Borrell	and	

Marin,	2006;	Paredes	et	 al.,	 2006;	Tiveron	et	 al.,	 2010;	Trousse	et	 al.,	 2015). Se piensa que 

este patrón de expresión dinámico de los receptores es el responsable de las diferencias en la 
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respuesta a CXCL12 y, por tanto, de la migración tangencial de las células. In vitro se ha podido 

determinar que CXCL12 promueve la quimioatracción de las células de CH-CR a través de CXCR4 

(Borrell	and	Marin,	2006;	Stumm	et	al.,	2003), no obstante, cuando se inactiva el receptor in 

vivo, las células de CH-CR siguen migrando de forma tangencial, pero salen de la zona marginal 

para invadir la placa cortical (Paredes et al., 2006). Este descarrilamiento también ocurre 

cuando falta el ligando o CXCR7. De forma que la señalización mediada por CXCL12/CXCR4/

CXCR7 promueve la quimioatracción local de las células de CR hacia las meninges (Borrell and 

Marin,	2006;	Paredes	et	al.,	2006;	Trousse	et	al.,	2015), pero no parece imprescindible para la 

migración tangencial de éstas. 

Otro componente que regula el posicionamiento subpial de las células de CR es la glía radial 

(Kwon	et	al.,	2011). Como se ha comentado anteriormente, las células de CR se encuentran 

próximas al proceso basal de la glía radial, de forma que un posicionamiento incorrecto o la 

retracción de este proceso desencadena el descarrilamiento de estas células de CR ((Barber 

and Pierani, 2015) para revisión). 

Regulación de la migración tangencial de las células de CR

Como se ha comentado anteriormente, los diferentes subtipos de células de CR presentan una 

migración tangencial complementaria. Una forma sugerida por la cual los diferentes subtipos 

de	CR	consiguen	invadir	la	superficie	cortical	en	regiones	específicas	es	mediante	la	locomoción	

inhibida por contacto o contact repulsion mediado por efrinas (Eph/ephrin) (Borrell and 

Marin,	2006;	Villar-Cervino	et	al.,	2013). Este proceso de migración da lugar a la dispersión 

Figura 9. Ilustración de la intervención de CXCL12 y Sema3E en el posicionamiento subpial y en la migración 
tangencial, respectivamente, de las células de CR. Secciones coronales rostral y caudal del telencéfalo de ratón a 
E11.5. Se muestra en lila la expresión en gradiente de Sema3E en el parénquima cortical. Sema3E presenta una 
expresión decreciente desde la región dorsal-medial hacia el lateral, y hacia niveles más caudales del telencéfalo. 
CXCL12 se expresa de forma homogénea en las meninges (rosa). (Adaptado de Barber and Pierani, 2015) 
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de las células desde regiones donde se encuentran más concentradas hasta regiones de menor 

concentración, sin necesidad de intervención de moléculas exógenas. Esto se debe a que una 

vez las diferentes células entran en contacto, cambian su dirección de migración, por lo que 

nunca llegan a ocupar el mismo espacio ni a migrar unas encima de otras. 

Por otro lado, existen dos vías de señalización diferentes capaces de modular de forma negativa 

la motilidad y velocidad de la migración de las células de CR. Estas vías son las mediadas por 

la	 Semaforina	 3E	 y	 su	 receptor	 PlexinD1	 (Sema3E/PlexinD1)	 y	 por	 la	 proteína	 de	 tráfico	

vesicular VAMP3 (Figura 9). La proteína Sema3E se expresa en el parénquima neocortical 

entre E12.5-E13.5 presentando un gradiente caudo-medial a lateral, mientras que las células 

CH-CRs expresan su receptor, PlexinD1. Este binomio Sema3E/PlexinD1 es capaz de llevar a 

cabo las funciones anteriormente comentadas debido a que modulan diferentes aspectos de la 

señalización mediada por CXCL12/CXCR4: retrasan la activación de la señalización de ERK1/2 

y	potencian	la	fosforilación	de	ADF/cofilina	que	da	lugar	a	la	desestabilización	de	los	filamentos	

de actina (Bribian et al., 2014) (Figura 9). En cuanto a la proteína VAMP3, ésta es una proteína 

de	tráfico	vesicular	expresada	por	las	células	S-CRs	y	CH-CRs.	Se	ha	observado	que	cuando	la	

función de VAMP3 se ve inhibida, tiene lugar un aumento en la velocidad de migración de estas 

células, sin que haya alteración en la direccionalidad de éstas (Barber et al., 2015).

1.6. Neuritogénesis

Una	vez	se	generan	los	neuroblastos,	comienzan	a	migrar	hasta	alcanzar	su	destino	final.	No	

obstante, antes de que comiencen a migrar, éstos desarrollan una única prolongación, que 

recibe el nombre de neurita. Esta única neurita, que normalmente pasará a ser el futuro axón, 

sirve	como	guía	para	la	migración.	Una	vez	alcanzan	el	destino	final,	 las	células	terminan	de	

especializarse, y esta especialización viene determinada por el destino al que han llegado, y 

por la función que éstas células ejercerán en él. Para terminar de especializarse, las neuronas 

generan más neuritas, que serán las futuras dendritas (da Silva and Dotti, 2002). El desarrollo 

de las dendritas y del axón permitirán a las células comunicarse unas con otras a través del 

establecimiento de contactos sinápticos. La formación y extensión de dichas prolongaciones 

en el momento adecuado y en la dirección correcta son las bases de la conectividad neuronal y 

por tanto de la función cerebral. 

Este proceso de formación de neuritas, que recibe el nombre de neuritogénesis (da Silva and 

Dotti, 2002), se ha estudiado sobretodo in vitro, ya que la observación espacial y temporal es 

más fácil. No obstante, este proceso in vitro, sigue una secuencia algo distinta a la observada in 
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vivo. En cultivos primarios corticales e hipocámpicos se han podido distinguir diferentes fases 

del desarrollo neuronal (Figura 10) (Dotti et al., 1988). Cuando las células se adhieren a la 

superficie,	éstas	presentan	una	morfología	esférica	(fase	0)	aunque	al	cabo	de	pocos	minutos	

comienzan	a	extender	protrusiones	de	lamelipodios	y	filopodios	(fase	1,	0-6h).	Posteriormente,	

las neuritas emergen del cuerpo celular y comienzan a extenderse, lo que se conoce como 

neuritogénesis (fase 2, 6-24h). Estas neuritas son protrusiones que presentan un tamaño igual 

o mayor que el diámetro de la célula, y son indistinguibles puesto que cualquiera podría formar 

el axón. Seguidamente, una de las neuritas comienza a alargarse a un ritmo más rápido que el 

resto para terminar formando el axón por lo que la neurona se polariza (fase 3, 24-72h). El 

resto de neuritas posteriormente crecen y se arborizan para formar las dendritas (fase 4, 3-7d). 

Lo último en formarse son las espinas dendríticas y los contactos sinápticos (fase 5, 7-28d) (da 

Silva	and	Dotti,	2002;	Flynn,	2013). 

Durante	el	proceso	de	neuritogénesis	ocurren	modificaciones	del	citoesqueleto	de	actina	y	de	

microtúbulos (Figura 11). Antes de que comiencen a formarse las neuritas, el cuerpo neuronal 

presenta	un	citoesqueleto	de	filamentos	de	actina	submembranal,	mientras	que	los	microtúbulos	

se	forman	en	el	centrosoma	perinuclear	y	se	dirigen	hacia	la	periferia.	Los	filamentos	de	actina	

comienzan	 a	 organizarse	 para	 formar	 protrusiones	 de	 filopodios	 y	 lamelipodios	 desde	 la	

periferia del cuerpo celular, que es el primer paso para la extensión de neuritas y la formación 

de estructuras sinápticas (Kater	and	Rehder,	1995;	Sobue,	1993). Existen ciertas diferencias 

entre	los	filopodios	y	los	lamelipodios.	Mientras	los	filopodios	son	proyecciones	citoplasmáticas	

delgadas	(0.1µm-0.3µm),	en	forma	de	espina	y	formados	por	filamentos	paralelos	de	F-actina	

((Mattila and Lappalainen, 2008)	 para	 revisión),	 los	 lamelipodios	 son	 prolongaciones	 finas	

(0.1µm-0.2µm) y planas de la membrana, transitorias, y formadas por una red entrelazada de 

filamentos	de	actina	((Dent et al., 2011) para revisión). Posteriormente, los microtúbulos y los 

orgánulos	comienzan	a	extenderse	a	lo	largo	de	los	filopodios	(del	ingles,	engorgement) y las 

Figura 10. Fases del desarrollo neuronal y neuritogénesis (Adaptado de Flynn, 2013)
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protrusiones terminan adquiriendo polaridad, puesto que desarrollan un cono de crecimiento 

en su extremo. El cono de crecimiento es una estructura dinámica y motil que permitirá la 

extensión de las dendritas y el axón (Sainath and Gallo, 2015). En este momento, la protrusión 

se considera neurita. 

Durante	 la	 formación	de	 los	 filopodios,	es	 importante	 la	acción	de	 las	pequeñas	GTPasas	de	

la superfamilia Rho (Figura 12). Estas proteínas son interruptores moleculares intracelulares 

que ciclan entre su forma activa (unida a guanosina trifosfato (GTP)) y su forma inactiva 

(unida a guanosina difosfato (GDP)) en respuesta a la acción de factores intercambiadores 

de nucleótidos de guanina (GEFs), proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) o inhibidores de 

la disociación de núcleotidos de guanina (GDIs). Estas proteínas se encuentran íntimamente 

ligadas al citoesqueleto, regulando la morfología y dinámica celular (Arimura and Kaibuchi, 

2007;	Luo,	2000;	Ridley,	2006). Entre las Rho GTPasas más estudiadas encontramos Rac1 (del 

inglés, Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1),	implicada	en	la	formación	de	lamelipodios;	

RhoA	(del	inglés,	Ras-homologous	member	A),	relacionada	con	la	formación	de	fibras	de	estrés,	

adhesiones	focales	y	crecimiento	neurítico;	y	Cdc42	(del	inglés	Cell-division cycle 42), con un 

papel	 clave	en	 la	 formación	de	 filopodios	y	el	establecimiento	de	 la	morfología	del	 cono	de	

crecimiento. 

La	 inducción	 de	 los	 cambios	 morfológicos	 que	 llevan	 a	 la	 formación	 de	 filopodios,	 y	

posteriormente neuritas, depende de señales extracelulares que dan lugar a la activación o 

inhibición de las proteínas reguladoras (GEFs, GAPs y GDIs) y las vías de señalización asociadas 

al citoesqueleto de actina (RhoA, Rac, Cdc42). Estas vías actúan sobre las proteínas de soporte 

(p.e.	Dia2)	y	las	proteínas	de	unión	a	actina	(ABPs),	modulando	la	dinámica	de	los	microfilamentos	

de actina. Dentro de las ABPs se incluyen las proteínas de anclaje a membrana (Ena/Mena/

VASP);	proteínas	nucleadoras	de	actina	(Arp2/3);	proteínas	de	unión	o	cross-linking	(filamina	

Figura 11. Dinámica y organización del citoesqueleto durante la formación de la neurita. (Adaptado de Sainath and 
Gallo, 2015)
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o	fascina);	proteínas	de	ensamblaje	y	desensamblaje	de	filamentos	de	actina	(timosina-b4);	y	

proteínas	 despolimerizadoras	 de	 actina	 (ADF-cofilina)	 ((Dent	 et	 al.,	 2011;	 Mattila	 and	

Lappalainen, 2008) para revisión). Cuando ocurre la formación neurítica, el citoesqueleto de 

actina se desestabiliza y reorganiza: las proteínas Dia2 y ENA/VASP, con la ayuda de los motores 

de	miosina,	 llevan	 a	 cabo	 la	 elongación	 de	 los	 extremos	 libres	 de	 los	 filamentos	 de	 actina.	

Seguidamente, proteínas adaptadoras como IRSp53 permiten la deformación de la membrana 

y	finalmente,	la	incorporación	de	proteínas	de	cross-linking	como	la	filamina	dan	rigidez	a	los	

microfilamentos	de	actina,	a	medida	que	se	produce	la	elongación	de	la	estructura	((Mattila 

and Lappalainen, 2008) para revisión).

1.6.1. Crecimiento y guía axonal 

Una vez se forma el axón, éste se extiende para alcanzar diferentes zonas donde establecerá 

contactos sinápticos con otras neuronas o células efectoras. El correcto establecimiento de las 

conexiones cerebrales requiere que los diferentes axones en crecimiento alcancen de forma 

adecuada sus destinos.  Que el axón alcance su diana depende de la capacidad que tiene para 

responder a diferentes señales locales que se encuentra por el camino, y que le guía hasta su 

destino	final.	El	extremo	del	axón	presenta	una	estructura	especializada	en	reconocer	y	dar	

respuesta a esas señales, que se denomina cono de crecimiento axonal (Dickson,	2002;	Huber	et	

al.,	2003;	Kalil	and	Dent,	2005;	Mueller,	1999;	Song	and	Poo,	1999). Los procesos de crecimiento 

y guía axonal mantienen grandes similitudes con los procesos de migración, incluso algunas de 

las moléculas que participan en estos procesos son las mismas ((Marin and Rubenstein, 2003) 

para revisión).

Figura 12. Ilustración que 
muestra la acción de las Rho 
GTPasas, y vías de señalización 
durante la formación de 
filopodios.	 (Adaptado	 de	 da 
Silva and Dotti, 2002)
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El cono de crecimiento axonal es capaz de detectar y responder a un elevado número de señales 

guía que pueden ser tanto atractivas como repulsivas (Figura 13). Como su nombre indica, las 

señales atractivas ejercen sobre el cono de crecimiento un proceso de atracción y por tanto 

crecimiento del axón. Por otro lado, las señales repulsivas provocan el colapso del cono de 

crecimiento y por tanto la retracción del axón (Huber et al., 2003). No obstante, estas señales 

guía pueden tener actividad dual según la composición de receptores que presente el cono de 

crecimiento en su membrana, y según otros factores (Ej. Efrinas y Semaforinas) (Robichaux 

and	Cowan,	2013). Las señales atractivas y repulsivas pueden tener una naturaleza soluble y 

actuar así a grandes distancias generando gradientes de concentración, o pueden ser 

transmembranas o estar unidas a la matriz extracelular, y actuar por tanto a cortas distancias 

(Huber et al., 2003).

El cono de crecimiento es una estructura motil compleja y dinámica que presenta un 

citoesqueleto formado por una estructura central rica en microtúbulos y en una periferia 

estructurada	 en	 filopodios	 de	 filamentos	 de	 actina.	 Aunque	 el	 cono	 de	 crecimiento	 axonal	

utilice la misma maquinaria básica que los conos de crecimiento de las neuritas, existen 

diferencias entre ambos (Flynn, 2013). Como se ha comentado anteriormente, la membrana 

del cono de crecimiento axonal presenta diferentes receptores o complejos de receptores a los 

que se unen esas señales guía, así como a moléculas de adhesión celular, que son a su vez 

capaces de interaccionar con el citoesqueleto subyacente para poder controlar la forma del 

cono, así como su extensión o retracción. Por lo general, tanto las señales atractivas como 

repulsivas desencadenan cascadas de señalización intracelular en el cono de crecimiento que 

dan	lugar	a	la	remodelación	de	los	filamentos	de	actina	(Robichaux	and	Cowan,	2013) (Figura 

Figura 13. Moléculas que afectan a la guía 
axonal. La guía axonal se regula por la 
acción de moléculas extracelulares que 
atraen o repelen los axones y que actúan 
a cortas y largas distancias (Adaptado de 
Huber et al., 2003)
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14).	Las	señales	atractivas	aumentan	el	número	de	filopodios	y	el	alargamiento	de	los	filamentos	

de actina, así como la estabilización de los microtúbulos en la zona del cono de crecimiento 

donde	se	detecta	la	señal.	Las	señales	de	repulsión	desorganizan	los	filamentos	de	actina	en	la	

zona del cono de crecimiento afectada, provocan la pérdida de microtúbulos en esa región, y da 

lugar a una parada en el crecimiento axonal o colapso axonal (Kalil and Dent, 2005).

Las principales familias de proteínas que participan en la guía y crecimiento axonal son la 

Netrina-1, las Semaforinas, las Efrinas y los Slits (Barallobre	et	al.,	2005;	Dickson,	2002;	Huber	

et	al.,	2003;	Kruger	et	al.,	2005;	Martinez	and	Soriano,	2005). Se hará en la presente tesis una 

explicación más extensa de la familia de las Semaforinas más adelante. 

Por	otra	parte,	los	axones	que	presentan	el	mismo	origen	y	destino	se	unen	formando	fibras	y	

contactan entre sí a través de un proceso denominado fasciculación (Raper et al., 1983). Estas 

fibras	se	desarrollan	a	lo	largo	de	las	rutas	previamente	establecidas	por	los	axones	pioneros	

al	inicio	del	desarrollo.	Son	las	fibras	que	formarán	la	sustancia	blanca	del	cerebro,	como	son	

el cuerpo calloso, el tracto talamocortical y la comisura anterior. Un incorrecto establecimiento 

de	los	axones	pioneros	provocará	un	establecimiento	de	las	fibras	aberrante	(Robichaux and 

Cowan,	2013). 

Figura	 14.	 Modificación	 del	
citoesqueleto del cono de crecimiento 
tras la detección de las moléculas 
guía. (Adaptado de Huber et al., 2003)
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2. Desarrollo del sistema neurovascular

El sistema nervioso central se vasculariza durante el desarrollo para proporcionar oxígeno y 

nutrientes a las neuronas que se van generando, antes de que extiendan sus axones y dendritas. 

Antes del nacimiento del animal, el SNC adquiere su propia red vascular ((Ruhrberg and 

Bautch, 2013) para revisión). Al igual que ocurre con el SNC, el correcto funcionamiento del 

sistema neurovascular depende de que los elementos celulares que lo componen se diferencien 

y localicen de forma adecuada ((Walchli et al., 2015b) para revisión). Es por ello que algunos 

factores que regionalizan el SNC y determinan el destino de las diferentes células que lo 

componen, también actúan, de forma similar, en el desarrollo del sistema neurovascular. 

Las células endoteliales (ECs, del inglés Endothelial Cells) son el elemento principal que 

compone los vasos sanguíneos. Los capilares, que son los vasos sanguíneos más pequeños, 

están formados básicamente por ECs y pericitos, mientras que los vasos sanguíneos más 

grandes como las arterias presentan una pared vascular formada por tres capas. La capa interna 

está formada por una monocapa de ECs (endotelio), la capa media por células de músculo liso 

(SMCs, del inglés Smooth Muscle Cells) y tejido conectivo elástico, y la capa externa o adventicia, 

formada por tejido conectivo ((Jeltsch et al., 2013) para revisión). En el sistema neurovascular, 

las ECs se originan a partir de angioblastos derivados del mesodermo, mientras que las SMCs 

se originan mayoritariamente de la cresta neural. 

Durante el desarrollo embrionario del ratón, a E8.5 se origina alrededor del tubo neural una 

estructura denominada plexo perineural vascular (PNVP, de inglés Perineural Vascular Plexus) 

Figura 15. Desarrollo del sistema vascular por vasculogénesis y angiogénesis. A) Tubo neural de 
un ratón en desarrollo. B) Sección transversal del tubo neural en el que se ha formado el plexo 
perineural vascular (PNVP) por vasculogénesis, y en el que se está formando el plexo intraneural 
vascular (INVP) por angiogénesis. C) Ampliación de los brotes angiogénicos para distinguir las 
células del frente de avance (Tip cells) y las células pedunculares (Stalk cells).(Adaptado de Wälchli 
et al., 2015)
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a partir de angioblastos derivados del mesodermo, por un proceso denominado vasculogénesis 

(Figura 15). A E9.5, a partir del PNVP se originan brotes endoteliales que invaden el parénquima 

del sistema nervioso central para formar, por un proceso denominado angiogénesis, el plexo 

intraneural vascular (INVP, del inglés Intraneural Vascular Plexus) (De	 Smet	 et	 al.,	 2009;	

Mancuso et al., 2008). Estos brotes angiogénicos migran hacia el ventrículo gracias a unas 

células que se encuentran en la punta denominadas células del frente de avance (o tip cells en 

inglés) capaces de detectar señales presentes en el medio. A estas células le siguen las células 

pedunculares (o stalk cells en inglés) que proliferan para dar lugar a la elongación del vaso en 

crecimiento y son las que formarán el lumen del vaso (Carmeliet	and	Tessier-Lavigne,	2005;	

Gerhardt	et	al.,	2003;	Marin-Padilla,	1985). 

Los brotes angiogénicos se fusionan entre sí por un proceso denominado anastomosis para dar 

lugar a una red vascular extensa (Potente	et	al.,	2011;	Wacker	and	Gerhardt,	2011;	Walchli	et	

al., 2015a). Este proceso angiogénico ocurre sin perturbar la arquitectura del sistema nervioso 

central gracias a la relación que existe entre el compartimento neural y los vasos invasores 

((Ruhrberg and Bautch, 2013) para revisión). La expansión y remodelación de esta red vascular 

extensa desde la etapa postnatal en adelante ocurre por angiogénesis. Para ello, las células 

endoteliales tienen que pasar de un estado quiescente e inmóvil a un estado proliferativo y 

móvil. Un inductor de angiogénesis es la hipoxia o falta de oxígeno que se genera cuando el 

tejido crece ((Jeltsch et al., 2013) para revisión). Otro dato a tener en cuenta es que el PNVP 

posteriormente dará lugar a las arterias y venas presentes en las leptomeninges (piamadre y 

aracnoidea) ((Walchli et al., 2015b) para revisión). 

2.1. Células del frente de avance vascular vs cono de crecimiento axonal

Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, es evidente que existe una estrecha relación, a 

diferentes niveles, entre el SNC y el sistema neurovascular desde el desarrollo hasta el adulto. 

Ambos sistemas presentan estructuras capaces de detectar la presencia de diferentes moléculas 

guía en el ambiente. Es el caso del cono de crecimiento axonal en el SNC, y de las células del frente 

de avance en el sistema neurovascular (Figura 16). En comparación con el cono de crecimiento 

axonal, la composición y organización del citoesqueleto de las células del frente de avance no 

está	tan	descrito.	No	obstante,	se	conoce	que	también	presentan	lamelipodios	y	filopodios	de	

filamentos	de	actina	que	le	proporcionan	un	aspecto	parecido	al	cono	de	crecimiento	axonal.

A lo largo del tiempo se ha descubierto que ambas estructuras son capaces de reconocer y 

responder a las mismas moléculas guía. De forma que moléculas que inicialmente se vieron que 
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ejercían un papel sobre el cono de crecimiento, posteriormente se ha visto que también actúan 

en las células del frente de avance, y viceversa. De esta manera, moléculas como la Netrina-1, 

las Semaforinas, las Efrinas y los Slits y sus receptores no solamente guían a los axones, sino 

que también son capaces de guiar a los vasos en crecimiento (Carmeliet and Tessier-Lavigne, 

2005;	Quaegebeur	et	al.,	2011). También proteínas morfogénicas como son Wnts, SHH y BMPs 

ejercen funciones similares atractivas o repulsivas en ambas estructuras (Charron and Tessier-

Lavigne,	2007;	Zacchigna	et	al.,	2008). Por otro lado, factores angiogénicos clásicos como VEGF 

(del inglés Vascular Endothelial Growth Factor), Angiopoyetinas, FGF-2, Endotelina-3, y 

Artemina también son capaces de dirigir el desarrollo neuronal (Honma	et	al.,	2002;	Quaegebeur	

et	al.,	2011;	Zacchigna	et	al.,	2008). Por ende, estas moléculas capaces de actuar en los dos 

sistemas	 se	han	 llegado	a	definir	 como	angioneurinas (Segura	 et	 al.,	 2009;	Zacchigna	 et	 al.,	

2008).

Durante el desarrollo del sistema neurovascular, la migración de las células endoteliales hacia 

el parénquima nervioso para formar el INVP está regulado por diferentes vías de señalización. 

No obstante, cabe destacar la señalización mediada por el VEGF-A y sus receptores VEGFR2 

y Neuropilina1 (Np1). El complejo formado por VEGF-A-VEGFR2-Np-1 es necesaria para que 

el ingreso en el parénquima ocurra adecuadamente. Posteriormente, la angiogénesis y la 

remodelación vascular también está regulada por diferentes vías de señalización entre las 

cuales distinguimos otra vez VEGF-A-VEGFR2-Np-1 y las angiopoyetinas y sus receptores Tie. 

Durante el proceso de angiogénesis intervienen muchos factores de crecimiento, y se requiere 

de la interacción coordinada entre las células endoteliales y adyacentes ((Reiss,	2010;	Walchli	

et al., 2015b) para revisión). 

Figura 16. Comparación entre el cono de crecimiento axonal y la célula del frente de 
avance. (Adaptado de Wälchli et al., 2015)
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3. La formación hipocámpica

3.1. Anatomía de la formación hipocámpica

La formación hipocámpica (FH) es una estructura que ha sido ampliamente estudiada y 

que ha atraído la atención de numerosos neuroanatomistas. Es por ello que la mayor parte 

de la información que se conoce sobre su organización celular, así como de sus conexiones 

intrínsecas procede de los estudios clásicos con tinción de Golgi por Santiago Ramón y Cajal y 

Lorente de Nó (Lorente	de	Nó,	1933,	1934;	Ramón	y	Cajal,	1911). La FH presenta una estructura 

citoarquitectónica compleja, donde las células principales que lo forman, así como sus 

conexiones, presentan una organización laminar. Estas características, junto con su intrincado 

patrón de conectividad van a determinar y posibilitar su funcionalidad. 

La FH interviene en procesos mentales superiores como la memoria y el aprendizaje. En cuanto 

a la memoria, la FH participa en procesos de memoria de trabajo y espacial (Morris	et	al.,	1982;	

O´Keefe	 and	 Conway,	 1978;	 O´Keefe	 and	 Speakman,	 1987), en la adquisición de memoria 

declarativa a corto plazo (Squire,	1987;	Watanabe	and	Niki,	1985)	y,	en	definitiva	en	el	mapeo	

cognitivo. En el aprendizaje participa en la detección de estímulos novedosos y por tanto, en los 

procesos de habituación, sensibilización y en el condicionamiento clásico (Berger,	1984;	Segal	

and Olds, 1972). También participa en la conducta de búsqueda y respuesta al estrés (Lynch et 

al., 1988). Cuando se produce una lesión en esta región, ocurre incapacidad para formar nuevas 

memorias (amnesia anterógrada), pero también puede afectar a memorias formadas antes de 

la lesión (amnesia retrógrada). No obstante, no afecta al aprendizaje de nuevas tareas o 

habilidades motoras o cognitivas.  

Figura 17. Organización tridimensional 
de la formación hipocámpica de rata. A) 
Ilustración de la forma en “C” característica 
de la formación hipocámpica de ratón y 
rata. Presentación del eje longitudinal 
septotemporal. B) Ilustración de la 
formación hipocámpica. Las secciones 
coronales (1’, 2’ y 3’) y horizontales (1, 2, 
3) muestran los diferentes componentes 
de la formación hipocámpica que van 
apareciendo a distintos niveles del eje 
septotemporal.	CA:	cornu	ammonis;	DG,	
giro	dentado;	f:	fornix;	S:	Subiculum;	EC:	
corteza	 entorrinal;	 PaS:	 Parasubiculum;	
PrS: Presubiculum. (Adaptado de Witter 
and Amaral, 2004)   
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En el cerebro de ratón, la FH aparece como una estructura alargada, con forma de C, con su eje 

longitudinal extendiéndose desde la zona medial del cerebro, próximo al núcleo septal 

(rostrodorsal), por encima y por detrás del tálamo en el incipiente lóbulo temporal 

(caudoventral) (Figura 17). Es por esta situación que el eje longitudinal recibe el nombre de eje 

septotemporal (con el polo septal localizado de forma dorsal y rostral), y al eje transversal 

como eje ortogonal. Aunque existe controversia en la nomenclatura de la FH, en la presente 

tesis se referirá a ésta como un sistema funcional formado por un conjunto de regiones 

cerebrales contiguas y citoarquitectónicamete diferentes que son: el hipocampo propio (CA1, 2 

y	3;	CA:	cornu ammonis), el giro dentado (DG, del 

inglés Dentate Gyrus), el complejo subicular 

(subiculum, presubiculum y parasubiculum) y la 

corteza entorrinal (EC, del inglés Entorhinal 

Cortex) (Figura 18). No obstante, en la presente 

tesis, cuando se hable de hipocampo se referirá al 

conjunto de hipocampo propio y giro dentado. 

Estas regiones están presentes en la FH a 

diferentes niveles del eje septotemporal (Figura 

17). A niveles más septales, solo están presentes 

el hipocampo propio y el giro dentado, y a medida 

que se discurre hacia los niveles más temporales 

van apareciendo el subiculum primero, y el 

presubiculum y parasubiculum después, y por 

último la corteza entorrinal, localizada de forma 

muy caudal y ventral. El límite dorsolateral de la 

corteza entorrinal se encuentra en el surco rinal. 

Figura 18. Sección horizontal en el que se muestran las diferentes regiones que forman la formación hipocámpica. 
A)	Tinción	de	Nissl	B)	Esquema	de	la	FH	C)Tinción	de	Timm.	DG,	giro	dentado;	CA:	cornu	ammonis;	S:	Subiculum;	
PaS:	Parasubiculum;	PrS:	Presubiculum;	EC:	corteza	entorrinal;	 fi:	 fimbria.	En	CA:	so	 (stratum	oriens),	pcl	 (capa	
piramidal), sl (stratum lucidum), sr (stratum radiatum), slm (stratum lacunosum moleculare). En DG: ML (capa 
molecular),	 GL	 (capa	 granular),	 PoDG	 (capa	polimórfica	 del	 giro	 dentado	ó	 hilus).	 Escala	 500um.	 (Adaptado	de	
Witter and Amaral, 2004)  
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 3.2. Neuroanatomía de la formación hipocámpica

Las secciones horizontales del cerebro de ratón, así como las tinciones como el Nissl o el Timm 

permiten ilustrar la organización citoarquitectónica de la formación hipocámpica. 

3.2.1. Hipocampo propio

El hipocampo propio está formado por tres regiones denominadas CA1, CA2 y CA3 (Figura 18). 

Estas regiones presentan una estructura laminada, compuesto por una capa celular principal 

denominada capa piramidal, entre otras. Las células que componen la capa piramidal son las 

neuronas piramidales de tipo excitatorio. No obstante, tanto en el hipocampo propio como en 

el DG existen otras neuronas no piramidales, con características inhibitorias que se distribuyen 

por todas las regiones y capas de estas estructuras. Estas neuronas son inmunoreactivas para 

GABA (Freund	and	Buzsaki,	1996;	Pettit	and	Augustine,	2000;	Ribak	et	al.,	1978) por lo que se 

consideran interneuronas que forman circuitos locales inhibitorios. 

Desde	la	parte	más	profunda	a	la	más	superficial	del	hipocampo	propio	encontramos:

•	 Alveus:	 Es	 una	 fina	 capa	 libre	 de	 células	 que	 contiene	 los	 axones	 de	 las	 neuronas	

piramidales	que	se	dirigen	hacia	la	fimbria/fornix.	Es	la	sustancia	blanca	del	hipocampo.	

•	 Stratum oriens: Es la capa que se encuentra entre el alveus y el estrato piramidal, y 

contiene las dendritas basales de las neuronas piramidales. También se encuentran 

diferentes clases de interneuronas.

•	 Capa piramidal (stratum piramidale): Es la capa celular principal del hipocampo propio 

y está formada por los somas de neuronas piramidales. Estas células presentan un 

mayor tamaño en la CA3 que en la CA1. Este estrato también contiene el soma de unas 

células inhibitorias que reciben el nombre de células en cesto y que presentan diferentes 

tamaños y formas. Los axones de estas células en cesto se extienden formando un plexo 

en forma de cesto que inervan los somas de las células piramidales (Seress and Ribak, 

1984).

•	 Stratum lucidum:	Es	una	capa	estrecha	acelular	que	se	encuentra	adyacente	y	superficial	

a la capa piramidal, pero solo está presente en la región CA3, marcando el límite entre 

CA3-CA2.		Contiene	las	fibras	musgosas,	que	son	los	axones	de	las	células	granulares	del	

DG, aunque las sinapsis de éstas ocurren en la capa piramidal.

•	 Stratum radiatum:		Se	localiza	de	forma	superficial	al	stratum lucidum en CA3, y a la capa 



48  

Introducción

piramidal en CA2 y CA1 y contiene las dendritas apicales de las neuronas piramidales. 

•	 Stratum lacunosum moleculare:	 Es	 la	 capa	 más	 superficial	 del	 hipocampo	 propio,	

y en ella termina, entre otras, la conexión procedente de la corteza entorrinal, la vía 

entorrino-hipocámpica o vía perforante. También contiene, al igual que el stratum 

radiatum, las dendritas apicales de las neuronas piramidales. 

•	 Fisura hipocámpica: Es una región acelular que separa la región CA1 del DG. 

3.2.2. Giro dentado

El DG también es una estructura laminada formada por tres capas diferenciadas (Figura 18): 

•	 Capa molecular o stratum moleculare:	 Es	 la	 capa	 más	 externa,	 próxima	 a	 la	 fisura	

hipocámpica. Contiene los árboles dendríticos de las células granulares así como 

diferentes tipos de interneuronas. Además, se divide en tres subestratos: interno, medio 

y externo, en función al origen de los axones aferentes que contactan con los árboles 

dendríticos de las células granulares. La capa molecular interna (IML, del inglés Inner 

Molecular Layer) recibe aferencias asociativas/comisurales de las células musgosas, la 

capa molecular medial (MML, del inglés Medial Molecular Layer) recibe aferencias de la 

corteza entorrinal y septum, mientras que la capa molecular externa (OML, del inglés 

Outer Molecular Layer), recibe las proyecciones de la corteza entorrinal. 

•	 Capa granular o stratum granulosum: Está formada por los somas de las neuronas 

granulares que son las células principales del DG. Estas células se empaquetan en 

filas	de	 cuatro	 a	ocho	 células.	A	 las	 capas	 granular	 y	molecular	 se	 le	denominan	en	

conjunto como fascia dentata y presentan forma de U o V dependiendo de la posición 

septotemporal. La fascia dentata encierra el hilus, la tercera capa que compone el giro 

dentado. La región de la fascia dentata que se encuentra entre CA3 y CA1 se denomina 

hoja suprapiramidal, la región opuesta se denomina hoja infrapiramidal, y la zona 

que queda entre las dos hojas se denomina cresta. En la capa granular también se 

encuentran otros tipos celulares, la mayoría interneuronas inhibitorias (Amaral and 

Witter, 1995). Los axones de las células granulares, que reciben el nombre de fibras 

musgosas, se encuentran de forma opuesta a las dendritas y atraviesan el hilus para 

contactar con las dendritas de las células piramidales de la CA3.  En la CA3 forman 

botones sinápticos de gran tamaño conocidos como terminales musgosos (Amaral and 

Witter,	1995;	Freund	and	Buzsaki,	1996). Por otro lado, la zona de la capa granular más 
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cercana al hilus recibe el nombre de zona subgranular y constituye una zona donde 

ocurre neurogénesis en estadios adultos (Amaral	 and	 Lavenex,	 2007;	 Amaral	 and	

Witter, 1995) (ver apartado 3.5). 

•	 Hilus	o	 capa	polimórfica:	Es	 la	 capa	más	 interna	del	DG,	y	 su	principal	 componente	

son las células musgosas, aunque también presenta otros tipos celulales minoritarios. 

Las células musgosas establecen contactos sinápticos con las dendritas de las células 

granulares presentes en la capa molecular interna, siendo la inervación tanto ipsi como 

contralateral.	La	inervación	contralateral,	junto	con	las	fibras	musgosas	que	van	hacia	

la CA3 reciben el nombre de proyección comisural del DG (Amaral and Witter, 1995). 

3.2.3. Corteza entorrinal

La EC también es una estructura laminada que presenta las seis capas típicas de la corteza 

cerebral (Figura 18). Presenta dos capas practicamente acelulares (I y IV) y cuatro capas 

celulares (II, III, V y VI) (Amaral and Lavenex, 2007).

•	 Capa	 I:	 Es	 la	 capa	 más	 superficial	 y	 presenta	 pocas	 neuronas.	 Contiene	 células	

GABAérgicas que proyectan al DG y al hipocampo propio. No obstante, es una capa rica 

en	fibras	orientadas	de	forma	transversal.

•	 Capa II: Contiene unas células denominadas células estrelladas y células piramidales 

pequeñas que tienden a agruparse para formar islas celulares. Estas células son la 

principal	 fuente	de	 fibras	 que	 forman	 la	 vía	 perforante,	 y	 distribuyen	 sus	dendritas	

entre las capas I y III. 

•	 Capa III: Presenta mayoritariamente neuronas piramidales que proyectan hacia el 

subiculum y la región CA1 del hipocampo propio mediante la vía perforante. También 

está formada por neuronas estrelladas, fusiformes horizontales y bipolares que a su vez 

contribuyen a la vía perforante. 

•	 Capa IV: Es una capa acelular también denominada lamina dissecans, localizada entre 

las	capas	III	y	V,	que	es	más	aparente	en	aquellas	zonas	de	la	EC	próximas	a	la	fisura	

renal, particularmente a niveles caudales de la EC. 

•	 Capa V: Capa celular que se divide en dos. La parte superior o capa Va, formada por 

neuronas	piramidales	de	gran	tamaño,	células	multipolares,	horizontales	y	estrelladas;	

y la parte inferior o capa Vb formada por neuronas piramidales más pequeñas y tipos 
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celulares	polimórficos	que	pueden	contribuir	a	la	proyección	hacia	el	hipocampo.	

•	 Capa VI: Formada por una población celular heterogénea en cuanto a tamaño y forma. 

La densidad de estas células disminuye hacia el borde, donde se encuentra la sustancia 

blanca. Parte de esta población celular también proyecta al hipocampo. No obstante, 

las capas V y VI también proyectan a áreas fuera de la FH, principalmente a estructuras 

corticales. 

La EC también presenta interneuronas GABAérgicas distribuídas por todas sus capas, siendo 

más	abundantes	en	las	capas	superficiales.	

Por otro lado, la EC se subdivide en dos regiones según sus propiedades histoquímicas, 

fisiológicas,	 sus	 patrones	 de	 terminación	 en	 el	 hipocampo	 y	 de	 sus	 aferencias	 (ver	 Figura	

20a, más adelante). Son el área entorrinal medial (MEA, del inglés Medial Entorhinal Area), 

adyacente al hipocampo, y el área entorrinal lateral (LEA, del inglés Lateral Entorhinal Area), 

adyacente a la corteza peririnal (Amaral	and	Witter,	1995;	Kerr	et	al.,	2007). 

3.2.4. Complejo subicular

Como se ha mencionado anteriormente, el complejo subicular está formado por el parasubiculum 

(PaS), presubiculum (PreS) y subiculum (Sub) (Figura 18). El subiculum se sitúa adyacente a la 

región CA1, por lo que sus capas piramidal y molecular son continuas a la capa piramidal y 

al stratum radiatum de la CA1. No obstante, el stratum oriens no presenta continuidad con 

el subiculum, quedando así interrumpido. El subiculum recibe aferencias de la CA1 y de las 

neuronas piramidales presentes en la capa III de la EC a través de la vía perforante, y constituye 

la eferencia principal del hipocampo. 

3.3. Conexiones principales de la FH

3.3.1.	Conexiones	intrínsecas:	el	circuito	trisináptico

El motivo por el que se denominan a las cuatro regiones que forman la FH como tal, es porque 

éstas están asociadas entre sí gracias a la presencia de vías neuronales unidireccionales 

excitatorias que reciben el nombre de circuito trisináptico (Figura 19). Las conexiones 

unidireccionales que forman este circuito trisináptico son: la vía perforante, las fibras musgosas 

y las fibras colaterales de Schaffer. 

La EC es el punto de partida del circuito puesto que por dicha estructura llega al resto de la FH 
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la mayor parte de la información procedente de diferentes zonas neocorticales. Las células 

presentes	mayoritariamente	en	las	capas	más	superficiales	de	la	EC,	y	minoritariamente	en	las	

capas más profundas, proyectan hacia el hipocampo formando lo que se denomina la conexión 

entorrino-hipocámpica o vía perforante. En el hipocampo, establecen conexiones sinápticas con 

las células principales del DG y del hipocampo propio de forma predominantemente ipsilateral, 

aunque también existen conexiones contralaterales. Esta vía recibe su nombre debido a que los 

axones entorrinales, una vez abandonan la EC, atraviesan la sustancia blanca, el haz angular, la 

capa de células piramidales del subiculum	y	la	fisura	hipocámpica	(Amaral	and	Witter,	1995;	

van Groen et al., 2003). Se trata de una proyección glutamatérgica. 

Por un lado, los axones procedentes de las neuronas situadas en la capa II de la EC contactan 

con las dendritas de las células granulares presentes en la capa molecular, no obstante, también 

pueden contactar con neuronas GABAérgicas. Aquellos axones procedentes del LEA inervan 

de	forma	muy	específica	el	subestrato	OML	del	DG,	mientras	que	los	que	proceden	del	MEA	

terminan en el MML (Figura 20). Por otro lado, la proyección de la EC en el hipocampo propio 

finaliza	en	la	parte	más	distal	de	las	dendritas	apicales	de	las	neuronas	piramidales	de	CA3	y	

CA1.	Así,	 los	axones	originados	mayoritariamente	en	 la	capa	III	de	 la	EC	quedan	confinados	

en el stratum lacunosum-moleculare	 siguiendo	 un	 patrón	 topográfico	 característico:	 el	 LEA	

inerva principalmente la región correspondiente a la interfases de CA1-subiculum y CA2-CA3, 

mientras que MEA inerva el resto del estrato de CA1 (Amaral	and	Lavenex,	2007;	Amaral	and	

Witter, 1995). 

Figura 19. Circuito trisináptico del hipocampo. Entrada de información desde la EC a través de la vía perforante 
(perforant pathway)	hacia	DG,	CA1	y	CA3.	El	DG	envía	conexiones	a	CA3	mediante	fibras	musgosas	(mossy fibres). La 
CA3 envía a CA1 mediante colaterales de Schaffer (comisurales/asociativas). Por último, la CA1 proyecta a subiculum 
y EC, cerrándose así el bucle. (Adaptado de Deng et al., 2010).
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Posteriormente, los axones de las células principales del giro dentado, las células granulares, 

forman las fibras musgosas, que contactan con las dendritas (situadas en el stratum lucidum) 

de las células piramidales de la CA3 del hipocampo propio. Además, pueden establecer sinapsis 

con interneuronas inhibidoras llamadas células en cesto presentes en este estrato. Las fibras 

musgosas constituyen la conexión principal del DG con el hipocampo propio. Por otro lado, a 

lo	largo	de	su	recorrido	por	el	hilus,	las	fibras	musgosas	desarrollan	proyecciones	colaterales	

que establecen contactos con las células musgosas, así como con interneuronas y otros tipos 

celulares formando un extenso plexo en dicha zona (Amaral and Witter, 1995). 

Por último, los axones de las células piramidales de la CA3 proyectan a distintas partes del 

hipocampo propio y fuera de él. La principal conexión que forman se denomina fibras colaterales 

de Schaffer o asociativa, e inervan esencialmente el stratum oriens y el stratum radiatum de 

la CA1 del mismo hemisferio (Witter and Amaral, 2004). También se denomina asociativa 

porque se establece entre los niveles transversales del eje septotemporal del hipocampo, de 

forma ipsilateral. Simultáneamente, las mismas neuronas de CA3 inervan el stratum oriens y el 

stratum radiatum de las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo contralateral, formando así las 

conexiones comisurales (Blackstad, 1956). 

A su vez, las células piramidales de la CA1 proyectan también de forma unidireccional hacia 

el subiculum. No obstante, una vez llegados a la CA1 y al subiculum, este patrón de conexiones 

intrínsecas comienza a ser más elaborado. La CA1, no sólo proyecta hacia el subiculum, 

sino que también lo hace hacia la EC. Por otro lado, el subiculum proyecta al presubiculum, 

parasububiculum y corteza entorrinal, siendo ésta última la proyección más prominente. Las 

conexiones procedentes tanto de la CA1 como del subiculum cierran el bucle de procesamiento 

hipocámpico	que	comienza	en	las	capas	más	superficiales	de	la	corteza	entorrinal,	y	que	finaliza	

en sus capas más profundas. 

Figura 20. Organización laminar 
y	 topográfica	 de	 la	 proyección	
entorrinal al giro dentado (DG), 
al hipocampo propio (CA) y al 
subiculum. (Amaral and Lavenex, 
2007
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A pesar de que históricamente el circuito trisináptico adquiriese cierta importancia, 

actualmente se considera que solo es una porción de la circuitería funcional de la FH (Witter 

and Amaral, 2004) ya que en la conectividad intrínseca del hipocampo existen más conexiones 

que suman complejidad. En este aspecto, se han propuesto otros circuitos que incluyen a la 

región CA2, una región hasta ahora poco explorada, puesto que se conoce que interviene en 

procesos de memoria social (Hitti	 and	Siegelbaum,	2014;	Smith	et	al.,	2016;	Stevenson	and	

Caldwell,	 2014) y se ve alterada en trastornos como la esquizofrenia (Benes et al., 1998) y 

la epilepsia (Williamson and Spencer, 1994). Uno de los circuitos propuestos es un circuito 

disináptico, que se establece entre las siguientes estructuras: EC (capas II y III)à CA2à CA1. 

En este circuito, los axones entorrinales establecen contactos sinápticos excitatorios con las 

dendritas distales de las neuronas piramidales de la CA2, que a su vez establecen contactos 

sinápticos excitatorios con las dendritas de las neuronas piramidales de la CA1. No obstante, 

las neuronas de la CA2 también reciben contactos inhibitorios desde la CA3, por las colaterales 

de Schaffer (Chevaleyre and Siegelbaum, 2010). De forma que la corteza entorrinal es capaz de 

llevar a cabo tanto la activación como la inhibición de este circuito disináptico. Por otro lado, 

desde	la	observación	de	que	las	fibras	musgosas	también	contactan	con	las	dendritas	apicales	

de la CA2, se ha propuesto otro circuito trisináptico constituído por las siguientes estructuras: 

EC (capa II)à DGà CA2à CA1 (Kohara et al., 2014). 

3.3.2.	Conexiones	intrínsecas:	Proyecciones	asociativas/comisurales	

Las proyecciones asociativas son aquellas que se establecen entre los diferentes niveles 

transversales a lo largo del eje antero-posterior del hipocampo, mientras que las proyecciones 

comisurales son las que contactan con el hipocampo contralateral. El DG recibe, en la parte 

más interna de su capa molecular (IML), proyecciones que parten exclusivamente de células 

musgosas del hilus, tanto de las situadas en el mismo hipocampo como en el contralateral 

(Blackstad,	 1956;	 Witter	 and	 Amaral,	 2004;	 Zimmer,	 1971). De hecho, una misma célula 

musgosa puede formar a la vez una proyección asociativa y otra comisural. La mayoría de 

estas células forman contactos excitadores con las dendritas más proximales de las células 

granulares, pero además contactan también con las interneuronas inhibidoras llamadas células 

en cesto (Seress and Ribak, 1984). Mediante este sistema se establece una retroalimentación 

positiva de la activación de las células granulares y también la posibilidad de regulación del 

proceso mediante la intervención de células en cesto (Amaral and Witter, 1995). 

En	cuanto	al	hipocampo	propio,	y	como	se	ha	comentado	anteriormente,	las	fibras	colaterales	de	

Schaffer inervan la región CA1 tanto de forma ipsi como contralateral, formando así conexiones 
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asociativas y comisurales respectivamente.  

3.3.3. Conexiones extrínsecas: aferencias y eferencias de la FH

Como se ha comentado anteriormente, la principal vía de entrada de información al hipocampo 

es a través de la vía perforante. Dicha información procede de regiones corticales y subcorticales 

(Amaral	and	Witter,	1995;	Kerr	et	al.,	2007). No obstante, también existe otra vía de entrada de 

información importante a la FH, procedente de regiones subcorticales como son el núcleo medio 

del septum y el núcleo de Banda Diagonal de Broca. Esta vía se denomina proyección septo-

hipocámpica e inerva al DG y a las regiones CA1 y CA3. Esta inervación es mayoritariamente 

colinérgica, aunque también contiene proyecciones GABAérgicas y es recíproca. 

Por otro lado, a partir de la FH se generan eferencias tanto corticales como subcorticales. Entre 

las subcorticales están las que inervan regiones como la amígdala, el núcleo septal, el núcleo 

accumbens, el tálamo e hipotálamo.

3.4. Desarrollo del hipocampo

3.4.1. Neurogénesis y migración en el hipocampo

Como se ha mencionado anteriormente, el hipocampo, al igual que la corteza, se forma a 

partir del palio del telencéfalo. Las células principales que forman el hipocampo, las células 

piramidales y las granulares, se generan a partir del neuroepitelio situado en la zona 

ventricular del palio medial. Una región del neuroepitelio dará lugar a las células piramidales 

(neuroepitelio del hipocampo (HNE, del inglés Hippocampal Neuroepithelium)), mientras que 

otra región dará lugar a las células granulares (neuroepitelio el giro dentado (DNE, del inglés 

Dentate Neuroepithelium)). De forma que desde estadios muy tempranos del desarrollo en 

ratón se encuentran en la zona ventricular del palio medial, y en dirección medial-dorsal el 

cortical hem (CH), el DNE y el HNE ((Urban and Guillemot, 2014) para revisión) (Figura 21). 

La generación de las células piramidales ocurre en el ratón a partir de E10 y se prolonga hasta 

E18. Las primeras células que se generan a E10 se sitúan en las capas más profundas de la CA1 

y CA2. Por otro lado, aquellas que forman la CA3 se generan un día más tarde, a E11, y también 

se sitúan en las capas más profundas de la CA3. A E14-E15, ocurre un pico de generación de 

neuronas de la CA3, mientras que el pico de generación de neuronas de la CA1 y CA2 ocurre 

más tarde (E15-E16), a pesar de que se generaron un día antes (Soriano et al., 1986, 1989a). 
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Una vez generadas, las células piramidales migran hacia el primordio hipocampal de forma 

radial tal y como se ha descrito previamente que ocurre en la corteza cerebral. Siguen una 

translocación somática seguida por una migración dependiente de glía radial y forman la placa 

cortical hipocampal. No obstante, una vez ocurre la translocación somática, estas células 

permanecen en una zona denominada zona intermedia durante dos o tres días en el caso de las 

células que forman la CA1, y cuatro días en el caso de las células de la CA3, antes de continuar 

con su proceso de migración ((Khalaf-Nazzal and Francis, 2013) para revisión). De forma que 

la capa piramidal del hipocampo propio se genera siguiendo un gradiente desde la CA3 a la CA1 

y las células se van posicionando siguiendo un gradiente dentro-fuera. Este gradiente de 

generación que va desde la CA3 a la CA1 también se observa en las interneuronas GABAérgicas. 

La glía radial permanece hasta el día postnatal 9 (P9).

Las interneuronas GABAérgicas se generan antes que las células piramidales, y se alcanzan sus 

cotas máximas a E12-E13 en la CA3, y entre E12-E15 en la CA1 (Soriano	et	al.,	1986;	Soriano	

and Frotscher, 1989). Además se generan antes las interneuronas que formarán parte de la 

Figura 21. Desarrollo de las células principales del hipocampo, las neuronas piramidales y las células granulares. 
A) Presunta localización, a E12.5, de los neuroepitelios del hipocampo (HNE) y del giro dentado (DNE) próximos 
al cortical hem (CH) a partir del cual se originan las células de Cajal-Retzius (naranja). B) E14.5: Formación de las 
matrices primarias y secundarias que darán lugar a las células granulares (1ry, 2ry). Formación de la glía radial 
y migración de las células piramidales para formar la capa piramidal.  C) E17.5: Formación de la matriz terciaria 
(3ry) que también dará lugar a las células granulares. Los precursores granulares migran a través de la glía radia 
tangencial	(no	mostrado).	Formación	de	la	fisura	hipocámpica.	Se	comienza	a	observar	la	capa	piramidal.	D)	P0:	
En el nacimiento, las dos hojas que forman el giro dentado comienzan a formarse. Los precursores de las matrices 
primarias y secundarias desaparecerán pero la terciaria permanecerá generando células granulares durante el 
desarrollo	postnatal.	VZ:	zona	ventricular;	DG:	giro	dentado;	CA:	cornus	ammonis.	(Urbán	and	Guillemot,	2014)		
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subplaca (futuro stratum oriens) y zona marginal interna (futuro stratum radiatum) que las 

que formarán parte de la capa piramidal (Soriano	et	al.,	1989a;	Soriano	et	al.,	1994). Al igual 

que las células piramidales, también se sitúan en la placa hipocampal siguiendo un gradiente 

dentro-fuera. 

En cuanto a la generación de células granulares, el proceso empieza a E10 y se prolonga hasta 

la primera semana postnatal, presentando un pico de generación de células a E16. Las células 

que	se	generan	van	migrando	desde	 la	zona	ventricular	hacia	 la	superficie	pial,	hasta	 llegar	

al lugar donde se formará el giro dentado, y se va formando la matriz primaria, secundaria y 

terciaria de progenitores neurales, a partir de las cuales se generarán las células granulares que 

forman la capa granular (Figura 21). Las interneuronas GABAérgicas que formarán parte del 

giro dentado se originan entre E12-E16 (Soriano et al., 1989b).

Estas	 células	 progenitoras	 migran	 por	 las	 fibras	 de	 glía	 radial	 que	 se	 orientan	 de	 forma	

tangencial	y	que	se	extienden	desde	el	CH	hasta	la	fisura	hipocámpica	y	la	superficie	pial.	Una	

vez generadas las células granulares a partir de las tres matrices, éstas migran para formar 

las hojas suprapiramidal e infrapiramidal que componen el giro, siguiendo la glía radial. 

Existe un gradiente en la formación de las dos hojas que componen el giro dentado en sentido 

suprapiramidal a infrapiramidal. Es decir, las células granulares presentes en el extremo medial 

de la hoja suprapiramidal son las primeras que se generan. De forma que la hoja suprapiramidal 

se distingue cuando nace el animal, mientras que la hoja infrapiramidal se forma en la etapa 

postnatal temprana. Además, las células granulares se van situando siguiendo un gradiente 

fuera-dentro, al contrario de lo que ocurre en el hipocampo propio, complejo subicular y corteza 

entorrinal (Khalaf-Nazzal	and	Francis,	2013;	Nakahira	and	Yuasa,	2005;	Soriano	et	al.,	1989b;	

Urban and Guillemot, 2014). 

En las etapas postnatales tempranas, la matriz terciaria es la única fuente de células progenitoras 

y granulares. A la segunda semana postnatal, la proliferación en el giro dentado queda más 

restringida	 y	 confinada	 a	 la	 zona	 subgranular,	 que	 permanece	 hasta	 el	 adulto	 ((Urban and 

Guillemot, 2014) para revisión). 

Durante el proceso de migración dependiente de glía radial tanto de las células piramidales 

como granulares es importante la función de las células de CR derivadas del cortical hem, y la 

proteína que secretan, Reelina (ver apartado 1.5.2.2). También son éstas células las que dictan 

la forma característica que presenta el giro dentado de U o V, ya que se encuentran en la zona 

marginal externa de lo que será el stratum lacunosum moleculare y la capa molecular externa 

del giro dentado, y junto con las meninges secretan CXCL12 que atrae a las células granulares 
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(Bagri	 and	 Tessier-Lavigne,	 2002;	 Frotscher	 et	 al.,	 2001;	 Khalaf-Nazzal	 and	 Francis,	 2013). 

Las células de CR también juegan un papel importante en el desarrollo de las conexiones del 

hipocampo (Del	Rio	et	al.,	1997;	Del	Rio	et	al.,	1996;	del	Río	et	al.,	1995;	Soriano	et	al.,	1994). 

En cuanto a la formación de la corteza entorrinal y el complejo subicular, éste ocurre tal y 

como se ha descrito para la neocorteza (ver apartado 1.5.1.1), generándose antes las neuronas 

que formarán la corteza entorrinal que las que formarán el complejo subicular (Stanfield	and	

Cowan,	1979). 

3.4.2. Desarrollo de las principales conexiones de la formación hipocámpica

Las conexiones de la formación hipocámpica están ampliamente analizadas, y se conoce en 

detalle	 tanto	 el	 patrón	 final	 de	 éstas	 como	 los	 plazos	 en	 los	 que	 se	 establecen	 (Super and 

Soriano, 1994). Aun así, quedan incógnitas por resolver respecto al desarrollo de estas 

conexiones, sobre todo relacionadas con las moléculas guía responsables de su formación, y los 

mecanismos de señalización intracelular que desencadenan. 

La	conexión	entorrino-hipocámpica	o	vía	perforante:

Los primeros axones entorrinales que alcanzan el hipocampo lo hacen a E15 y llegan a la 

zona	 intermedia	 (futura	 sustancia	blanca)	y	 la	 fimbria	 (Figura	22a).	Estos	axones	proceden	

principalmente del LEA. A partir de E16- E17, los axones siguen una trayectoria ascendente y 

atraviesan la placa hipocámpica e invaden lo que será el futuro stratum lacunosum-moleculare. 

A partir de E19, los axones también se observan en la zona externa de la capa molecular del 

Figura 22. Desarrollo de las conexiones principales del hipocampo. (Supér and Soriano, 1994)
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giro dentado, en la hoja suprapiramidal. La inervación de la hoja infrapiramidal ocurre un poco 

más tarde, a partir de P2-P5. 

Durante el desarrollo de esta conexión, los axones entorrinales establecen contactos 

transitorios con las células de CR, antes de alcanzar sus dianas (Ceranik	et	al.,	2000;	Super	et	

al.,	1998;	Super	and	Soriano,	1994). De hecho, la eliminación de las células de CR en cultivos 

organotípicos impide el crecimiento de los axones entorrinales hacia el hipocampo (Del Rio et 

al., 1997).	El	desarrollo	de	la	conexión	continúa	con	el	aumento	de	la	ramificación	y	densidad	

de	la	innervación	a	la	vez	que	se	establecen	los	contactos	con	las	células	diana	definitivas,	las	

neuronas piramidales de la CA y las neuronas granulares del giro dentado. 

La formación de la vía perforante está regulada por la Semaforina 3A (Sema3A) que repelen 

los axones entorrinales in vitro (Steup et al., 1999). Sema3A se expresa en la corteza entorrinal, 

donde repele a los axones entorrinales, empujándolos hacia el hipocampo. También se expresa 

en las células granulares del giro dentado donde actúa de barrera, repeliendo los axones que 

se terminan extendiendo por las capas molecular externa y medial y el stratum lacunosum 

moleculare ((Skutella and Nitsch, 2001) para revisión). Otras moléculas que también participan 

en el desarrollo de la conexión son la Efrina3A o la Reelina (Borrell	et	al.,	1999;	Stein	et	al.,	

1999).

Las conexiones comisurales:

Los axones comisurales alcanzan el hipocampo contralateral a E18 y se encuentran en la 

fimbria	y	en	el	alveus	(sustancia	blanca	del	hipocampo)	(Figura	22b).	A	partir	de	P0,	los	axones	

comisurales inervan el stratum radiatum y el stratum oriens del hipocampo propio y el hilus 

del DG. A partir de P2-P5, los axones comisurales inervan también la IML del DG (Super and 

Soriano, 1994).	 Esta	 conexión	 también	 se	 verá	modificada	 durante	 el	 desarrollo	 postnatal,	

donde	habrá	incrementos	en	la	ramificación	y	en	la	densidad	de	la	inervación,	y	procesos	de	

refinamiento.	

Diferentes moléculas regulan el desarrollo de las conexiones comisurales, siendo la Netrina-1 

una de las más importantes. La Netrina-1 se expresa desde estadios embrionarios tempranos 

en	la	fimbria,	desde	donde	atrae	a	los	axones	comisurales	de	la	CA3	y	del	hilus	(Skutella and 

Nitsch,	2001;	Steup	et	al.,	1999). Otras moléculas que intervienen en este proceso son Sema3C, 

Sema3F, Slit2 o la Efrina3A ((Skutella and Nitsch, 2001) para revisión). 
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Conexiones entre el hipocampo y el septum: 

A E15, invaden el septum	medial	 las	 primeras	 fibras	 hipocámpicas	 derivadas	 de	 células	 no	

piramidales (Figura 22c). Estos primeros axones hipocamposeptales posiblemente actúen 

como axones pioneros guiando a los axones septohipocámpicos colinérgicos que se originan a 

partir del septum medial y que alcanzan el hipocampo dos días más tarde, a E17. No obstante, 

las	 fibras	 septohipocámpicas	 GABAérgicas	 no	 invaden	 el	 hipocampo	 hasta	 E19-P0.	 En	 los	

estadios perinatales, se forma la conexión hipocamposeptal que se originan en las neuronas 

piramidales del hipocampo y terminan en el septum lateral (Super and Soriano, 1994).

3.5. Neurogénesis adulta

La neurogénesis adulta es el proceso por el cual se generan nuevas neuronas en el cerebro 

adulto y que se integran en los circuitos existentes. La neurogénesis en adultos ha sido 

descrita en diferentes regiones del cerebro a lo largo de la escala zoológica. Fue inicialmente 

identificada	en	pájaros	cantores	(Nottebohm et al., 1976), y posteriormente se ha observado en 

otras especies de aves, reptiles y peces (Zupanc, 2001). En mamíferos, la neurogénesis adulta 

está más limitada, y ocurre mayoritariamente en la zona subgranular del DG (SGZ, del inglés 

Subgranular Zone) (Altman and Das, 1965) y la zona subventricular del ventrículo lateral. Se ha 

descrito generación de nuevas neuronas en otras áreas como el neocortex (Cameron and Dayer, 

2008;	Gould,	2007) y el hipotálamo (Kokoeva et al., 2005), aunque no está del todo establecido.  

En el cerebro humano adulto, está aceptado que ocurre neurogénesis en el DG (Eriksson et al., 

1998;	Spalding	et	al.,	2013), al contrario de lo que ocurre en la zona subventricular, donde la 

situación es más controvertida (Bergmann	et	al.,	2012;	Curtis	et	al.,	2007;	Sanai	et	al.,	2004).

La neurogénesis adulta es la forma más robusta de plasticidad que ocurre en el cerebro adulto 

y contribuye a los procesos de memoria y aprendizaje. Además, se han asociado alteraciones 

en este proceso con enfermedades neurológicas y psiquiátricas en el humano ((Goncalves 

et al., 2016) para revisión). Las neuronas que se generan, a diferencia de las que se generan 

durante el desarrollo, deben integrarse en un circuito neuronal que ya está presente. Es por 

ello	que	éstas	pueden	verse	influenciadas	por	numerosos	factores	y	a	la	vez	pueden	modificar	

los circuitos ya existentes. 

3.5.1. Neurogénesis en la zona subgranular del DG

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de neurogénesis en adultos en el DG ocurre 
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en la SGZ, que es una delgada capa que se encuentra entre la capa granular y el hilus. Esta SGZ 

contiene nichos celulares que presentan progenitores neurales, otras células que actúan de 

soporte para la neurogénesis (Mercier et al., 2002) y una red vascular densa altamente asociada 

a estos progenitores (Palmer et al., 2000). La SGZ permite la proliferación de los progenitores 

neurales	y	promueve	la	especificación	y	diferenciación	a	células	granulares	((Goncalves et al., 

2016) para revisión).

Progenitores del nicho

En la SGZ encontramos dos tipos de progenitores que se diferencian en la morfología y 

la expresión de marcadores (Zhao et al., 2006). Están los de tipo 1 o células tipo glía radial 

(RGLs, del inglés Radial Glia-Like) y los de tipo 2 o células progenitoras intermedias (IPCs, del 

inglés Intermediate Progenitor Cells) (Figura 23). Las células de tipo 1 son las células madre 

del nicho, y como tal tienen capacidad de dividirse y diferenciarse a células especializadas. 

Además, presentan un proceso radial que se extiende hacia la capa molecular interna, donde 

se	acaba	ramificando.	Se	dividen	lentamente	y	expresan	GFAP	(del	inglés	Glial Fibrillary Acidic 

Figura 23. Proceso de neurogénesis adulta en la zona subgranular del giro dentado. Las células 
tipo 1 (type 1) dan lugar a las células de tipo 2 (type 2) que a su vez generan neuroblastos o 
células de tipo 3. Los neuroblastos van madurando para formar células granulares maduras 
que se integrarán en la red neuronal existente. Se muestras los marcadores que éstas células 
comienzan a expresar, y los inputs GABAérgicos y glutamatérgicos que comeinzan a recibir. 
(Adaptado de Aimone et al., 2014 y Kempermann et al., 2015)
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Protein), Sox2 (de inglés Sry-related HMG box transcription factor), BLBP (del inglés Brain Lipid-

Binding Protein) y Nestina. Las células de tipo 1 son las que generan a las células de tipo 2, que 

tienen un proceso más corto y dejan de expresar la GFAP. Las células de tipo 2 presentan un 

proceso de división rápido y son más prolíferas, y se subdividen en 2a (las que todavía expresan 

marcadores de progenitor) y en 2b (las que comienzan a expresar marcadores neuronales como 

doblecortina (DCX), PSA-NCAM (del inglés Polysialylated Neuronal Cell Adhesion Molecule), 

NeuroD y Prox1) (Steiner et al., 2006).  A partir de las células de tipo 2 se generan las células de 

tipo 3 o neuroblastos que se diferenciarán a neurona granular. La expresión de DCX comienza 

desde la etapa proliferativa (tipo 2a) y se mantiene hasta el periodo de maduración postmitótica 

que dura de una a dos semanas, por lo que se utiliza como marcador de neurogénesis adulta 

((Kempermann et al., 2015) para revisión).

Proceso de neurogénesis adulta

El proceso de neurogénesis ocurre cuando una célula de tipo 1 (célula madre) se divide de 

forma	asimétrica	y	genera	una	célula	de	tipo	2	(célula	progenitora),	que	se	amplifica	(Figura	

23). Llegados a este punto, la célula decide qué linaje seguir, puesto que, aunque la gran mayoría 

siguen un linaje neuronal, algunas siguen un linaje glial (Cameron	et	al.,	1993;	Steiner	et	al.,	

2004). Cuando siguen el linaje neuronal, se transforman en células de tipo 3 (neuroblasto), que 

todavía presentan capacidad para dividirse, pero no expresan ningún marcador de célula madre 

(Toni and Sultan, 2011). Aunque su capacidad proliferativa es muy reducida, en situaciones 

patológicas como en convulsiones experimentales, presentan un aumento desproporcionado 

de la división celular ((Kempermann et al., 2015) para revisión).

Todo el proceso dura aproximadamente ocho semanas (Deng et al., 2010). El neuroblasto se 

genera durante la primera semana, y migra una corta distancia hacia la parte interior de la capa 

granular donde comienza a diferenciarse. En este momento extiende un proceso apical hacia 

la capa molecular que formará las dendritas, y un proceso basal hacia el hilus que formará el 

axón (Esposito	et	al.,	2005;	Zhao	et	al.,	2006). Las nuevas neuronas que se generan en el adulto 

siguen el mismo patrón de formación de la capa granular que ocurre durante el desarrollo. De 

forma que las nuevas neuronas que se generan quedan en la parte interna o medial de la capa 

granular, mientras que las células granulares más antiguas se quedan en la parte externa de 

la capa (Mathews	et	al.,	2010). Durante la segunda semana, las células consiguen el fenotipo 

neural, las dendritas alcanzan la capa molecular externa y se detectan las primeras espinas 

dendríticas (Zhao et al., 2006). A partir de la tercera semana, la densidad de espinas aumenta 

considerablemente, hasta alcanzar el máximo a las ocho semanas. Es en esta tercera semana 
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cuando comienzan a recibir contactos excitatorios por parte de los axones de la vía perforante 

(Toni	 et	 al.,	 2007;	Zhao	et	 al.,	 2006).  Durante todo este proceso las espinas son altamente 

plásticas, dinámicas, y están reguladas por actividad neuronal (Zhao et al., 2006). En cuanto 

al axón, éste alcanza la CA3 antes de que se detectan las primeras espinas dendríticas. Para 

llegar a la CA3 primero atraviesa el hilus, por lo que se encuentran botones sinápticos tanto en 

el hilus como en la CA3 (Faulkner	et	al.,	2008;	Toni	et	al.,	2008;	Toni	et	al.,	2007). Al igual que 

ocurre con las espinas dendríticas, el tamaño de estos axones, así como el número de vesículas 

presinápticas y el número de zonas activas va aumentando hasta pasadas las ocho semanas. En 

un principio, una célula puede establecer contactos multisinápticos con diferentes estructuras 

a través de sus botones axónicos y sus espinas dendríticas. No obstante, a medida que la célula 

madura, la proporción de botones multisinápticos disminuye (Faulkner	et	al.,	2008;	Toni	et	al.,	

2008). El proceso de formación de espinas en las neuronas que se generan en el adulto es algo 

distinto al proceso que ocurre durante el desarrollo puesto que, en el adulto, las espinas se 

generan en contactos sinápticos preexistentes. Se piensa que la liberación de glutamato por las 

sinapsis	preexistentes	ejerce	un	papel	quimioatractivo,	induciendo	la	formación	de	filopodios.	

Por otro lado, también se piensa que los astrocitos locales pueden contribuir en este proceso 

(Toni	and	Sultan,	2011;	Toni	et	al.,	2007).

Por lo tanto, en el proceso de neurogénesis adulta en la SGZ del giro dentado podemos 

distinguir cuatro fases: una fase de célula progenitora donde ocurre la expansión de las células 

progenitoras	que	posteriormente	se	diferenciarán;	una	fase de supervivencia temprana, donde 

las células progenitoras salen del ciclo celular para diferenciarse y donde muchas de las 

nuevas	neuronas	que	se	generan	son	eliminadas;	una	fase de maduración postmitótica, donde 

ocurre el crecimiento de axones y dendritas, sinaptogénesis y establecimiento de conexiones 

funcionales;	y	una	última	fase de supervivencia tardía,	donde	se	dan	procesos	de	refinamiento	

((Kempermann et al., 2015) para revisión).

Para que las neuronas se integren en los circuitos del giro dentado, éstas siguen el siguiente 

proceso: sinapsis silentes, respuesta excitatoria a GABA, inputs glutamatérgicos, y respuesta 

inhibitoria a GABA (Figura 23) (Esposito et al., 2005). Cuando se generan las nuevas neuronas, 

antes de recibir contactos sinápticos, éstas son activadas tónicamente por GABA liberado 

de zonas extrasinápticas, que actúa regulando el umbral de excitabilidad de estas células 

(Demarque	et	al.,	2002;	Ge	et	al.,	2006). Cuando las neuronas tienen una semana, ocurre un 

proceso crítico para su maduración por el cual la liberación de GABA provoca despolarización 

en vez de hiperpolarización de la membrana (Glykys	and	Mody,	2006;	Walker	and	Semyanov,	

2008). A las tres semanas, las neuronas comienzan a recibir inputs glutamatérgicos que 
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también	modifican	el	umbral	de	excitabilidad	de	la	membrana	de	estas	células,	favoreciendo	

así la formación de los contactos con los axones de la vía perforante (Ge et al., 2007). Cuando las 

neuronas ya son adultas, reciben inputs locales inhibitorios de GABA desde la capa granular, la 

capa molecular y el hilus (Li et al., 2012a). El conjunto de inputs GABAérgicos y glutamatérgicos 

que	recibe	la	neurona	son	importantes	para	su	funcionamiento	en	la	codificación	de	la	memoria	

(Aimone	et	al.,	2009;	Deng	et	al.,	2010). 

Regulación de la neurogénesis en la SGZ

El proceso de neurogénesis está regulado a distintos niveles (Figura 24). En un principio, el 

microambiente del nicho constituye un primer punto de regulación, donde se generan 

gradientes de morfógenos que pueden tener efectos acumulativos u opuestos y que conducen 

a la expresión de diferentes genes. En segundo lugar, otro punto de regulación lo constituyen 

los diferentes componentes de señalización (morfógenos, factores de crecimiento, citoquinas y 

neurotransmisores), factores de transcripción y componentes metabólicos que actúan sobre 

las células durante las diferentes etapas de la transición desde que nacen hasta que son adultas. 

Por	otro	lado,	factores	como	el	ejercicio	físico,	el	enriquecimiento	ambiental	o	el	estrés	pueden	

tener un efecto regulatorio sobre la neurogénesis adulta ((Aimone	et	al.,	2014;	Kempermann	et	

al., 2015) para revisión).

Figura 24. Factores que intervienen en la regulación de las diferentes fases de la neurogénesis adulta 
(Adaptado de Gonçalves et al., 2016 y Aimone et al., 2014)
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Vía de señalización Notch:

La vía de señalización de Notch1 puede llevar a cabo funciones opuestas según el contexto en el 

que se encuentre. Se ha observado que Notch1 se requiere para la expansión de los progenitores 

neurales que expresan Nestina (Tipo1, 2a y 2b), y para el mantenimiento del estado quiescente 

de las células de tipo 1. En este aspecto, la inactivación de la vía de señalización de Notch 

da lugar a un incremento inicial en la neurogénesis y a una diferenciación prematura de 

los progenitores Sox2+. Estos eventos conducen a una disminución en el número de células 

progenitoras presentes en el nicho, y por ende a la supresión de la neurogénesis (Ehm et al., 

2010). Por otro lado, se ha observado que la sobreexpresión de uno de los componentes de 

la cascada de señalización de Notch (NICD, del inglés Notch Intracellular Domain), da lugar 

a un aumento en la proliferación y expansión de los progenitores neurales del nicho. En este 

mismo estudio también se ha observado que la señalización de Notch1 modula la morfogénesis 

dendrítica, puesto que la sobreexpresión de Notch1 da lugar a un aumento en la complejidad 

dendrítica (Breunig et al., 2007). Se piensa que el mantenimiento del estado quiescente 

de las células de tipo 1 a través de Notch ocurre porque la actividad de Notch promueve la 

expresión de unas proteíns denominadas Hes en estas células. Estas proteínas son factores 

de transcripción bHLH que reprimen la expresión génica, incluso la de otros factores bHLH 

(Imayoshi and Kageyama, 2014). Las proteínas Hes presentan una expresión oscilatoria debido 

a que ellas mismas inhiben su propia transcripción, y debido a que presentan una vida media 

corta (Imayoshi	et	al.,	2013;	Shimojo	et	al.,	2008). Al ser proteínas que reprimen la expresión 

génica, hacen que sus proteínas dianas también se expresen de forma oscilatoria, pero opuesta. 

Entre estas proteínas dianas se encuentran proteínas proneurales como son Neurog2 y Ascl, 

algunas de las cuales se comentarán más adelante (Imayoshi	et	al.,	2013;	Shimojo	et	al.,	2008).

Vía de señalización de Sonic Hedgehog (Shh):

La vía de señalización de Shh presenta funciones importantes en la formación de los nichos 

neurogénicos. Se ha observado que los progenitores neurales presentes en el DG adulto 

se originan a partir de progenitores presentes en el hipocampo ventral embrionario y con 

capacidad de responder a Shh (Ahn	and	Joyner,	2005;	Li	et	al.,	2013). Componentes de la vía de 

señalización Shh como son el receptor Patched (Ptc) y la proteína transmembrana Smoothened 

(Smo) se expresan en el hipocampo adulto, y en los progenitores derivados del hipocampo ventral 

embrionario (Lai et al., 2003). Se conoce que Shh promueve, directamente, la proliferación de 

los progenitores neurales in vitro. En este aspecto, la sobreexpresión de Shh en el DG da lugar 

a un aumento en la proliferación de los progenitores neurales in vivo. Asimismo, la inhibición 
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farmacológica de Shh conduce a una disminución en la proliferación de los progenitores (Lai 

et al., 2003). Por otro lado, se ha observado que la disrupción del cilio primario, necesario para 

la señalización de SHH, en las células de tipo 1, disminuye la producción de células de tipo 2 

(Amador-Arjona	et	al.,	2011;	Breunig	et	al.,	2008).

Vía de señalización de BMPs:

La función de BMPs depende del contexto en el que se encuentre. En el hipocampo postnatal, 

BMPs se secretan por las células granulares, progenitores neurales tipo 1 y por otras células 

presentes en el nicho, y son esenciales en la regulación del equilibrio entre proliferación y 

quiescencia (Bonaguidi	et	al.,	2008;	Bond	et	al.,	2014;	Mira	et	al.,	2010;	Yousef	et	al.,	2015). 

No solo son necesarios para mantener el estado quiescente de las células de tipo 1 (Mira et al., 

2010), sino que también juegan papeles importantes en la diferenciación y maduración de las 

células granulares (Bond et al., 2014). Esta función dual se piensa que se debe a una expresión 

diferencial de los receptores de BMP, puesto que las células de tipo 1 expresan el receptor 

BMPR-Ia, cuya expresión disminuye en las células de tipo 2, mientras que los neuroblastos 

y las neuronas expresan el receptor BMPR-Ib (Mira et al., 2010). Por lo que las células tipo 1 

interpretan las señales de BMP como señales de quiescencia, mientras que los neuroblastos 

las interpretan como señales de diferenciación. Por otro lado, inhibidores de BMPs somo son 

Cordina, Nogina y Neurogenesin-1 se encuentran en el nicho neural, y se piensa que podrían 

estar regulando, de forma local, los niveles de señalización mediada por BMP (Bonaguidi et 

al., 2008). También se ha observado que la señalización de BMPs interviene en la asociación 

entre	 el	 ejercicio	 físico	 y	 cambios	 en	 la	 neurogénesis.	 Por	 último,	 también	 se	 ha	 detectado	

un incremento de la señalización BMP asociado a la edad, que contribuye al declive de la 

neurogénesis que se observa en los animales de edad avanzada (Yousef	et	al.,	2015).

Vía de señalización de Wnt

Las proteínas Wnts presentan funciones muy importantes durante el desarrollo de la corteza 

e hipocampo, donde participan promoviendo la proliferación de los progenitores neurales, así 

como su diferenciación. En el hipocampo adulto, las proteínas Wnts se secretan por astrocitos 

y células de tipo 1 y se piensa que actúan de forma paracrina y autocrina (Lie	et	 al.,	 2005;	

Okamoto	et	al.,	2011;	Qu	et	al.,	2010). Se ha observado que Wnt3, producido por los astrocitos, 

promueve la diferenciación neural de los progenitores presentes en el nicho (Kuwabara	et	al.,	

2009;	Lie	et	al.,	2005). Asimismo, se ha observado que la activación de la señalización de Wnt3 

en la SGZ incrementa la neurogénesis, mientras que su inhibición da lugar a una diminución en 
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la proliferación y diferenciación neuronal (Lie et al., 2005). Por otro lado, la vía de señalización 

Wnt/b-Catenin-TCF/LEF regula la expresión transcripcional de Prox1 y NeuroD1, que a su vez 

regulan la expresión de genes involucrados en la diferenciación neuronal, por lo que juega un 

papel importante en la diferenciación, formación de sinapsis y en la maduración neuronal (Gao 

et	al.,	2009;	Kuwabara	et	al.,	2009;	Lavado	et	al.,	2010). La vía de señalización de Wnt también 

está implicada en los cambios que ocurren en la neurogénesis adulta relacionados con la edad 

y con la actividad neuronal (Fortress	et	al.,	2013;	Seib	et	al.,	2013).

Factores	de	crecimiento,	factores	neurotróficos,	citoquinas	y	neurotransmisores

Numerosos	 factores	de	crecimiento,	 factores	neurotróficos	y	neurotransmisores	 intervienen	

en	la	regulación	de	la	neurogénesis.	Los	factores	neurotróficos	son	proteínas	de	señalización	

extracelular que se unen a los receptores tirosina quinasa, conocidos como receptores Trk, 

y sus correceptores p75NTR. Se conoce bastante bien las funciones que desempeña el factor 

neurotrófico	 BDNF.	 Se	 ha	 observado	 que	 la	 administración	 exógena	 de	 BDNF	 promueve	 la	

proliferación de las células de tipo 2 en el hipocampo de rata (Scharfman et al., 2005). Por otro 

lado, la ausencia del receptor TrkB en las células de tipo 2, en el hipocampo de ratón, disminuye 

la capacidad proliferativa de estas células (Li et al., 2008). También se ha observado que BDNF 

promueve el crecimiento y la complejidad del árbol dendrítico de las nuevas células granulares 

tras	el	ejercicio	físico	y	la	exposición	a	ambientes	enriquecidos	(Wang et al., 2015b).  

Los factores de crecimiento forman un grupo de proteínas extracelulares extenso que 

controlan el crecimiento celular. Varios factores de crecimiento participan en la regulación 

de la neurogénesis adulta en el hipocampo, entre estos factores se encuentran FGF2, VEGF e 

IGF1 (del inglés Insulin-like Growth Factor). Se ha observado que estos factores promueven la 

proliferación de las células de tipo 2 (Jin	et	al.,	2002;	Kang	and	Hebert,	2015;	Schanzer	et	al.,	

2004). Además, se conoce que IGF1 interviene en la diferenciación de los progenitores neurales 

a oligodendrocitos al inhibir la señalización mediada por BMP (Hsieh et al., 2004). 

La	 neurogénesis	 adulta	 también	 está	 altamente	 regulada	 por	 microglia	 e	 inflamación.	 La	

inflamación	 inhibe	 la	neurogénesis	 en	el	 cerebro	adulto	 (Ekdahl et al., 2003) a través de la 

liberación	microglial	de	citoquinas	inflamatorias	como	IL-6	(del	inglés	Interleukin-6)	y	TNF-a	

(del inglés Tumor Necrosis Factor-a). No obstante, la microglía también puede promover la 

neurogénesis	si	en	el	nicho	neurogénico	se	liberan	moléculas	anti-inflamatorias	(Battista et al., 

2006). Por otro lado, la muerte selectiva de las células de tipo 2, otro mecanismo de regulación 

de la neurogénesis en el DG, es llevada a cabo, mayoritariamente por la microglia (Sierra et al., 
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2010).

Algunos neurotransmisores también participan en la regulación de la neurogénesis adulta en 

el hipocampo, como es el caso del neurotransmisor GABA (Giachino	et	al.,	2014;	Masiulis	et	al.,	

2011;	Song	et	al.,	2012). Se ha observado que la ausencia de dos receptores a través de cuales 

señaliza GABA (GABAAR y GABABR) da lugar a un incremento en la proliferación de las células de 

tipo 1 (Duveau	et	al.,	2011;	Giachino	et	al.,	2014;	Song	et	al.,	2012). Por otro lado, la liberación 

tónica de GABA por las interneuronas Parvalbúmina positivas mantienen el estado quiescente 

de las células tipo 1 al señalizar a través de los receptores GABAAR (Song et al., 2012). Otro 

neurotransmisor que interviene en la regulación de la neurogénesis es la acetilcolina, la cual 

presenta funciones opuestas a GABA, ya que que promueve la proliferación de las células de 

tipo 1 (Itou et al., 2011).	Puesto	que	el	ejercicio	físico	aumenta	la	liberación	de	acetilcolina	en	

el hipocampo, este neurotransmisor puede estar contribuyendo al efecto estimulante que tiene 

el ejercicio sobre la neurogénesis adulta (Itou	et	al.,	2011;	Mitsushima	et	al.,	2009;	Suh	et	al.,	

2007). También se conoce que el neurotransmisor serotonina promueve la proliferación de los 

progenitores neurales, al actuar a través de sus receptores 5-HT1A, 5-HT1B y 5-HT2A (Banasr et 

al.,	2004;	Radley	and	Jacobs,	2002).

Factores de transcripción

Los factores de transcripción son esenciales para la regulación de la expresión génica y juegan 

un	papel	central	en	la	especificación	del	linaje	celular.	Puesto	que	estos	factores	se	expresan	

de forma diferencial a lo largo del proceso neurogénico, muchos de ellos se han utilizado como 

marcadores. Uno de los factores de transcripción más estudiado es Sox2, que se expresa en las 

células de tipo1 y 2a, y que controla las capacidades multipotentes y proliferativas de estas 

células (Favaro	et	al.,	2009;	Steiner	et	al.,	2006). Este factor de transcripción controla la expresión 

de diversos genes como Tlx, que su vez, promueve la proliferación de los progenitores a través 

de la vía de señalización de Wnt (Shimozaki et al., 2012). Tlx también controla la proliferación 

de los progenitores al suprimir las vías de señalización que promueve la quiescencia, somo son 

las vías de p53 y p21, entre otras (Niu et al., 2011). Por otro lado, se conoce que Sox2 regula la 

expresión de Shh, controlando, por tanto, la señalización mediada por dicha proteína (Favaro et 

al., 2009). Sox2 también inhibe la transcripción de NeuroD1 mediada por la vía de señalización 

Wnt, y por tanto la diferenciación neuronal (Kuwabara	et	al.,	2009).

Otros factores de transcripción que regulan el proceso de neurogénesis en el adulto son los 

que pertenecen a la familia Hes, como FoxO, NF1, Hmga3 y Bmi-1. Estos factores se expresan 
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en las células tipo 1 y se encargan de mantenerlas en un estado quiescente, e impiden su 

diferenciación (Gao	et	al.,	2011;	Kim	et	al.,	2015). Otros factores, miembros de la familia bHLH, 

también intervienen en la regulación de la neurogénesis, como es el caso de Ascl/Mash1, 

expresado por las células tipo 2a (Uda et al., 2007). Ascl/Mash1 lleva a cabo dos funciones 

opuestas ya que por un lado promueve la proliferación, y por otro, la salida del ciclo celular 

y la diferenciación. Debido a que su expresión está regulada por las proteínas Hes, este factor 

se puede expresar de forma oscilatoria o estable y se ha observado que cuando se expresa de 

forma oscilatoria, promueve la proliferación de los progenitores neurales, mientras que cuando 

se expresa de forma estable, promueve la diferenciación (Imayoshi et al., 2013). Otro factor de 

transcripción importante en el proceso de neurogénesis es Tbr2, puesto que se ha observado 

que la eliminación de dicho gen promueve la proliferación de los progenitores neurales e inhibe 

la diferenciación (Hodge et al., 2008). También se ha observado que Tbr2 presenta un papel 

importante en la determinación del linaje neuronal (Hodge et al., 2012). 

El factor de transcripción Prox1 también es importante en la regulación de este proceso. Se 

ha observado que la sobreexpresión de Prox1 promueve la diferenciación neuronal de los 

progenitores neurales, y su eliminación resulta en una disminución en la generación de las 

neuronas inmaduras DCX+ (Lavado et al., 2010). Prox1 comienza a expresarse en las células 

tipo 2b y su expresión se mantiene hasta el adulto. Se piensa que Prox1 es necesario para 

mantener la identidad de neurona granular madura (Iwano	et	al.,	2012), de hecho, la eliminación 

condicional de Prox1 en las nuevas neuronas granulares da lugar a una disminución en los 

niveles	de	calbindina	y	a	la	expresión	aberrante	de	genes	específicos	de	las	células	piramidales	

de la CA3. 

Factores externos

Existen diferentes factores externos que presentan un impacto tanto negativo como positivo, 

en el proceso de neurogénesis adulta a lo largo de la vida del individuo (Figura 24). Entre los 

factores positivos, que favorecen la neurogénesis, se encuentran el enriquecimiento ambiental, 

el ejercicio voluntario y la dieta. Entre los factores negativos, que disminuyen dráscticamente 

los niveles de neurogénesis, se encuentran el envejecimiento y el estrés ((Aimone	et	al.,	2014;	

Kempermann et al., 2015) para revisión).
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4. Las semaforinas

Las semaforinas son una superfamilia de proteínas secretables y de membrana inicialmente 

conocidas por sus funciones en el sistema nervioso. La función mejor caracterizada de las 

semaforinas es la de actuar como moléculas guía, tanto atractivas como repulsivas, para 

las células que migran y para las neuritas (axón y dendritas) en crecimiento. No obstante, 

actualmente se conoce que también pueden intervenir en otros procesos celulares como son la 

división celular, la diferenciación y la supervivencia, y no solo en el tejido neural ((Jongbloets 

and Pasterkamp, 2014) para revisión). Es por ello que estas proteínas intervienen en procesos 

tan diversos como la conectividad neural, la angiogénesis, la inmunoregulación y el cáncer 

((Jongbloets	and	Pasterkamp,	2014;	Yazdani	and	Terman,	2006) para revisión).

Las semaforinas se expresan en la mayoría de tejidos, aunque esta expresión varía según la 

edad. El patrón de expresión de estas proteínas está muy bien caracterizado en el sistema 

nervioso, particularmente durante el desarrollo, donde prácticamente todas las semaforinas se 

están expresando tanto en células neuronales como no neuronales. En el sistema nervioso, la 

expresión de semaforinas está normalmente asociado con el crecimiento de axones durante la 

formación de los tractos axonales, y esta expresión suele disminuir tras la formación de éstos. 

Actuando de forma atractiva o repulsiva, las semaforinas permiten que los axones alcancen su 

destino ((Yazdani	and	Terman,	2006) para revisión).  

Por otro lado, algunas semaforinas siguen expresándose en el adulto e intervienen en procesos 

tanto	fisiológicos	como	patológicos.	En	el	SNC,	a	nivel	fisiológico,	las	semaforinas	se	encargan	

del mantenimiento de las conexiones existentes, así como de la formación y estabilización de 

las sinapsis ((de	Wit	and	Verhaagen,	2003;	Mann	et	al.,	2007) para revisión). A nivel patológico, 

se han asociado las semaforinas con epilepsia, degeneración retinal, enfermedad de Alzheimer, 

degeneración de motoneuronas, esquizofrenia y Parkinson ((Yazdani	and	Terman,	2006) para 

revisión).  

4.1. Las semaforinas y sus receptores 

Se conocen más de veinte proteínas de las superfamilia de las Semaforinas, que se han 

categorizado en ocho subfamilias dependiendo de la similitud que presentan en cuanto a su 

secuencia de aminoácidos y estructura ((Jongbloets	 and	 Pasterkamp,	 2014;	 Yazdani	 and	

Terman, 2006) para revisión) (Figura 25). Las Semaforinas de las subfamilias 1 y 2 se encuentran 

en invertebrados. En vertebrados se encuentran las subfamilias 3 hasta la 7, con excepción de 



70  

Introducción

la 5c que se encuentra en invertebrados. Por último, las Semaforinas de la clase V se encuentran 

en el genoma de algunos virus de DNA (Jongbloets and Pasterkamp, 2014). 

Estas	ocho	clases	difieren	en	cuanto	a	su	secuencia	y	características	estructurales	(Figura	25),	

pero todas presentan un dominio extracelular conservado denominado dominio semaforina 

(sema) de unos 500 aminoácidos. El dominio sema es importante para la función de la 

proteína ya que facilita la homodimerización y la unión a sus receptores.  Estas proteínas 

también presentan un dominio plexina-semaforina-integrina (PSI), rico en cisteínas. Todas 

las semaforinas presentan este dominio PSI, a excepción de algunas semaforinas víricas. Por 

otro lado, las semaforinas pueden presentar otros dominios que las distinguen entre ellas. 

Estos son los dominios tipo inmunoglobulina (Ig) y los dominios trombospondina, que son 

partícipes de las funciones llevadas a cabo por la proteína ((Yazdani	and	Terman,	2006) para 

revisión).  Además, las semaforinas también se diferencian en si están unidos a membrana o 

no, de esta forma, se distinguen las semaforinas secretables, las transmembrana y las ancladas 

a membrana mediante GPI (glicosilfosfatidilinositol). 

Las semaforinas llevan a cabo sus funciones actuando como ligandos que se unen a receptores 

de membrana. Los receptores principales de las semaforinas son las plexinas, que son proteínas 

transmembrana que se dividen en cuatro clases (A-D) (Figura 26). En vertebrados se han 

identificado	nueve	plexinas	(A1-A4,	B1-B3,	C1,	D1)	y	en	invertebrados	se	han	identificado	dos	

(PlexA and PlexB). La región extracelular de las plexinas está formada por diferentes dominios, 

entre los cuales se distingue un dominio sema, importante para la unión a semaforinas, mientras 

Figura	25.	Representación	de	las	diferentes	clases	de	semaforinas	y	los	dominios	que	las	forman.	(Yazdani	
and Terman, 2006)
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que la región intracelular contiene un dominio de activación de GTPasa (GAP, siglas en inglés). 

La mayoría de las semaforinas se unen directamente a plexinas, a excepción de las semaforinas 

de la clase 3, que necesitan de la presencia de otras proteínas asociadas a membranas que 

actúen como receptores o co-receptores. En este caso, se requiere la presencia de las neuropilinas 

(Np) (Figura 26), que en vertebrados se conocen dos: Np1 y Np2, y que, a su vez, también se 

unen a plexinas. Las Nps presentan una cola citoplasmática muy corta, innecesaria para mediar 

la señalización desencadenada por las semaforinas de la clase 3, de forma que se asocian a 

plexinas para que éstas se encarguen de desencadenar la cascada de señalización.   

No obstante, las plexinas se pueden asociar con otros co-receptores como son los receptores 

tirosina quinasa (como el VEGFR2), miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, y 

proteoglicanos (Jongbloets and Pasterkamp, 2014). Por lo que dependiendo de la combinación 

de receptores que se forme, la función de la semaforina puede variar (Gu	et	al.,	2005;	Huber	et	

al.,	2003;	Jongbloets	and	Pasterkamp,	2014;	Yazdani	and	Terman,	2006). 

En cuanto a la señalización intracelular desencadenada por las semaforinas, no existe una 

cascada de señalización intracelular canónica, aunque, en general, la unión de la semaforina 

a la plexina provoca la fosforilación de ésta en su dominio citoplasmático y la activación de su 

dominio GAP. A partir de aquí, se desencadena una cascada de señalización en la que intervienen 

Figura 26. Representación de los receptores principales de las semaforinas y los dominios que 
los	forman.	(Yazdani	and	Terman,	2006)
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una gran variedad de proteínas intracelulares y de membrana, que darán lugar a diferentes 

efectos. Las cascadas de señalización de las semaforinas que están mejor caracterizadas son las 

que intervienen en los procesos de guía axonal y migración celular.  

4.2. Semaforinas de la clase 3:

Las semaforinas de la clase 3 son las únicas que son secretables, y se incluyen dentro de esta 

clase las que van desde la 3A hasta la 3G. Se conocen sobre todo por su función como moléculas 

de guía axonal de larga distancia. Aunque inicialmente se conociesen como moléculas repelentes 

de axones, en algunos casos también actúan como atrayentes, siendo por tanto bifuncionales y 

controlando así la formación de las conexiones neuronales in vivo. Las semaforinas de la clase 

3 también se expresan en tejidos no neuronales e intervienen en otros procesos tal y como se 

ha comentado anteriormente. 

Las semaforinas de la clase 3 se unen a complejos de receptores formados por un componente 

de unión a ligando (Np1 y Np2), y un componente transductor de la señal (plexinas de la clase 

A) (Bagri	 and	Tessier-Lavigne,	 2002;	 Tamagnone	 et	 al.,	 1999). De forma que los diferentes 

componentes del receptor se asocian entre sí formando distintas combinaciones. No obstante, 

en algunos casos, este complejo receptor también puede necesitar de otros co-receptores como 

son IgCAMs, L1 o NrCAM (Zhou et al., 2008). Las neuropilinas y las plexinas se expresan en 

algunas poblaciones neuronales de forma simultánea durante el desarrollo embrionario, y la 

formación del complejo receptor neuropilina-plexina ocurre antes de que se de la unión del 

ligando (Tamagnone et al., 1999). 

Diferentes semaforinas se pueden unir a una misma neuropilina, no obstante, éstas suelen 

presentar	más	afinidad	por	una	que	por	otra.	Así	mismo,	la	Np1	presenta	mayor	afinidad	por	la	

Sema3A,	mientras	que	la	Np2	presenta	más	afinidad	por	la	Sema3F	(Chen	et	al.,	1997;	Kolodkin	

et al., 1997). La respuesta a estas semaforinas suele ser de repulsión. Sin embargo, existe una 

semaforina que es la Sema3E capaz de unirse directamente a la PlexinD1, sin necesidad de 

que se formen complejos de receptores con neuropilinas (Gu et al., 2005) y dar lugar a una 

respuesta de repulsión como ocurre con los axones estriatonigrales y corticofugales (Chauvet 

et al., 2007). Por otro lado, también se puede unir a complejos de receptores formados por 

PlexinD1, Np1 y VEGFR2, y dar lugar a una respuesta de atracción como ocurre en el caso 

de los axones subiculo-mamilares (Bellon et al., 2010). En este último caso, Sema3E se une 

a PlexinD1 y la señal es transducida por VEGFR2, actuando Np1 como punto de unión entre 

ambos receptores. Por otro lado, se conoce que, en el sistema vascular, Sema4a también se 
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puede unir directamente a PlexinD1 (Gay et al., 2011), y se ha observado que ésta es capaz de 

llevar a cabo un proceso de quimiorepulsión en neuronas hipocámpicas y corticales in vitro 

(Ishii	et	al.,	2010;	Yukawa	et	al.,	2005). 

Algunas semaforinas de la clase 3 se expresan junto con las neuropilinas en la FH en desarrollo. 

Se ha determinado que éstas, a través de procesos de repulsión, están involucradas en el 

desarrollo de algunas conexiones del hipocampo. Se ha visto que Sema3A repele axones 

hipocámpicos,	 septales	 y	 entorrinales;	mientras	que	Sema3F	 repele	 axones	hipocámpicos	y	

septales (Chedotal	et	al.,	1998;	Pascual	et	al.,	2004;	Pozas	et	al.,	2001;	Steup	et	al.,	1999). 

4.3. Funciones de Sema3E/PlexinD1

La función biológica de Sema3E/PlexinD1 fue descubierta por primera vez durante la formación 

de los vasos sanguíneos intersomíticos y desde entonces, se ha visto que participa en muchos 

sistemas biológicos, a parte del sistema vascular, llevando a cabo diferentes funciones  (Oh and 

Gu, 2013). 

En el sistema vascular de ratón, PlexinD1 se expresa en las células endoteliales de todo el cuerpo 

desde muy temprano en el desarrollo. Se comienza a detectar a E9.5 y continúa expresándose 

durante todo el desarrollo hasta que su expresión disminuye al nacer (van	der	Zwaag	et	al.,	

2002). De hecho, los ratones carentes de Plxnd1 mueren prematuramente (alrededor de E16.5) 

debido	a	defectos	en	el	corazón,	a	problemas	vasculares	periféricos	y	déficits	en	la	morfogénesis	

esquelética	y	osificación	(Gu et al., 2005). En el proceso de vascularización intersomítica, la 

Sema3E se expresa formando un gradiente caudal-rostral en las somitas, y actúa repeliendo 

los vasos en formación, limitando el crecimiento de éstos al espacio intersomítico. Sema3E, 

también llevando a cabo procesos de repulsión a través de PlexinD1, interviene en la formación 

inicial de la aorta dorsal. El binomio Sema3E/PlexinD1 también interviene en la vascularización 

de la retina. En este caso, Sema3E se expresa de forma uniforme por las células ganglionares 

de la retina, mientras que PlexinD1 se expresa de forma dinámica en los brotes angiogénicos, 

actuando VEGF como modulador de los niveles de PlexinD1. A la vez, la señalización mediada 

por Sema3E/PlexinD1 regula de forma negativa las acciones mediadas por VEGF.  

En el sistema nervioso, Plxnd1 comienza a expresarse a E12.5 en ciertas regiones del SNC y 

SNP. Al contrario de lo que ocurre en el sistema vascular, en el sistema nervioso los niveles 

de expresión se mantienen hasta las etapas postnatales tempranas. Dos de las funciones 

desencadenadas por este binomio se han comentado previamente, se trata de la actividad 
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dual que presenta Sema3E sobre diferentes axones según el receptor o complejo receptor al 

que se una (Bellon	et	al.,	2010;	Chauvet	et	al.,	2007). Por otro lado, la señalización mediada 

por	Sema3E/PlexinD1	juega	un	papel	importante	en	la	especificidad	y	formación	de	sinapsis,	

dependiendo de la localización pre- y postsináptica del ligando y del receptor. Por último, y 

como se ha comentado previamente, el binomio Sema3E/PlexinD1 modula de forma negativa 

la motilidad y la velocidad de las células de CR derivadas del cortical hem (Bribian et al., 2014). 

Por otro lado, el binomio Sema3E/PlexinD1 está implicado en cáncer, promoviendo la invasión 

y la metástasis (Casazza et al., 2012);	en	el	sistema	inmune,	modulando	 la	migración	de	 los	

timocitos a la médula, al inhibir las vías de CXCR4 y CCR9 (Choi et al., 2008), y regulando la 

respuesta de los linfocitos B a las quimiocinas (Holl et al., 2011);	y	también	interviene	en	el	

correcto desarrollo del esqueleto axial. 
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5. Las angiopoyetinas

Las angiopoyetinas son factores de crecimiento vascular involucradas en el proceso de 

angiogénesis (ver apartado 2). Actúan en las etapas tardías del desarrollo vascular y en el 

adulto, donde se encargan de controlar la remodelación y estabilización vascular ((Reiss, 

2010) para revisión). Constituyen una familia de proteínas formada por cuatro miembros 

que van desde la ANG1 hasta la ANG4. Mientras las ANG1 y ANG4 son las responsables de la 

maduración, estabilización y quiescencia de los vasos, las ANG2 y ANG3 dan lugar a la regresión 

vascular,	muerte	celular	e	inflamación	(Yuan	et	al.,	2009).	No	obstante,	las	funciones	llevadas	

a cabo por ANG3 y ANG4 en angiogénesis no están tan descritas como las llevadas a cabo por 

ANG1 y ANG2 ((Salajegheh, 2016) para revisión). En el sistema vascular, las angiopoyetinas 

llevan a cabo su función actuando mayoritariamente a través de los receptores Tie, no obstante, 

también pueden actuar a través de receptores de integrinas. Por otro lado, las angiopoyetinas 

forman parte del grupo de moléculas que se han llegado a denominar angioneurinas (Segura et 

al.,	2009;	Zacchigna	et	al.,	2008),	ya	que	también	presentan	funciones	en	el	sistema	nervioso,	

donde también se ha determinado que actúan a través de los receptores Tie e integrinas.  

5.1.	Angiopoyetinas	y	sus	receptores

5.1.1. Estructura

Las angiopoyetinas son glicoproteínas formadas por cuatro dominios (Figura 27a): un dominio 

N-terminal por donde pueden multimerizar, un dominio helicoidal, un dominio de unión, y un 

dominio	fibrinogenoide	responsable	de	la	unión	ligando-receptor.	

Figura 27. Propiedades estructurales de angiopoyetina (A: ANG), TIE (B) e 
integrina (C: ITG) (Adaptado de Augustin et al., 2009 y Shattil et al., 2010)
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Se conocen dos receptores tirosina quinasa TIE: TIE1 y TIE2. Los receptores TIE están formados 

por un ectodominio que contiene tres dominios tipo inmuglobulinas (Ig), tres repeticiones del 

factor	de	crecimiento	epidérmico	(EGF,	del	inglés	Epidermal	Growth	Factor)	y	tres	repeticiones	

de	la	fibronectina	tipo	III	(FNIII).	Y	un	dominio	citoplasmático	catalítico	con	actividad	tirosina	

quinasa (Barton et al., 2006). El receptor TIE2 (Figura 27b), puede unirse directamente a ANG1, 

ANG2 y ANG4 a través de su región Ig-EGF. No obstante, TIE1 no se une directamente a ninguna 

angiopoyetina, pero actúa como co-receptor de TIE2 modulando la señalización de éste y por 

tanto la respuesta a las diferentes angiopoyetinas (Seegar et al., 2010). ANG1, en forma de 

multímeros, activa al receptor Tie2, mientras que ANG2 actúa como antagonista o agonista 

parcial	(Kim	et	al.,	2016;	Maisonpierre	et	al.,	1997;	Moore	et	al.,	2017;	Yuan	et	al.,	2009).

Por otro lado, las integrinas son heterodímeros de glicoproteínas transmembrana de tipo I 

formados por subunidades a y b. Las subunidades están formadas por un dominio extracelular 

que presenta una parte en forma de tallo y una cabeza globular por donde reconoce y se une al 

ligando. También presenta un dominio transmembrana sencillo, y una cola citoplasmática corta 

(Figura 27c). En mamíferos se expresan 18 subunidades a diferentes y 8 subunidades b, y se ha 

determinado la existencia de 24 combinaciones de heterodímeros. La heterogeneidad que 

existe	entre	los	diferentes	tipos	de	integrinas	refleja	la	heterogeneidad	de	ligandos	extracelulares	

que pueden reconocer, siendo la subunidad a	 la	que	determina	 la	especificidad	de	unión	al	

ligando (Figura 28). 

Figura	28.	Clasificación	de	las	integrinas	según	las	subunidades	que	
las forman y los ligandos que reconocen (Hynes et al., 2002)
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5.1.2.	Funciones	de	Angiopoyetinas	a	través	de	los	receptores	Tie	e	Integrina

En el sistema vascular, se conoce bastante bien la función que desempeñan las angiopoyetinas, 

sobre todo ANG1, a través del receptor TIE2. Ang1 se expresa en las células perivasculares, es 

decir en pericitos y células de músculo liso (Singh et al., 2011). Una vez multimeriza, ANG1 se 

une al receptor TIE2 que se expresa en las células endoteliales. En los vasos que se encuentran 

quiescentes, la unión de los multímeros de ANG1 a los receptores TIE2 hace que éstos se 

transloquen rápidamente hacia las uniones que hay entre las células endoteliales para formar 

complejos homoméricos de TIE2 que se asocian en trans. Estos complejos ANG1-TIE2 activan 

principalmente la vía de las quinasas fosfatidilinositol 3 y Akt (PI3K/Akt) para promover 

la	 supervivencia	 celular	 y	 la	 estabilidad	 de	 las	 células	 endoteliales	 (Fukuhara	 et	 al.,	 2008;	

Saharinen et al., 2008). En las células endoteliales que se encuentran en movimiento, ANG1 

asociada a matriz extracelular activa al receptor TIE2 que se encuentra en los contactos célula 

endotelial-matriz. Una vez activado, se inicia una cascada de señalización en la que intervienen 

las quinasas ERK y MAPK y la proteína adaptadora DokR para dar lugar a la adhesión célula 

endotelial-matriz	extracelular	y	a	la	migración	(Fukuhara	et	al.,	2008;	Saharinen	et	al.,	2008).	

ANG2 también se une al receptor TIE2 y media su translocación hacia las uniones entre células 

endoteliales, no obstante, no lo activa, actuando así como antagonista de ANG1 ((Jeltsch et al., 

2013) para revisión). ANG2 se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade presentes en las células 

endoteliales, estando por tanto rápidamente disponible frente a varios estímulos (Fiedler et al., 

2004). Cuando ANG2 compite con ANG1 por la unión a TIE2, ocurre la desestabilización de las 

células endoteliales y la regresión de los vasos. No obstante, en otros casos como en células 

tumorales, ANG2 actúa como agonista de TIE2 promoviendo la angiogénesis ((Jeltsch et al., 

2013) para revisión). 

Por otro lado, en el sistema vascular, las integrinas también pueden formar parte del sistema 

ANG/TIE2. En este aspecto, actualmente se conoce que ANG1 puede unirse a las integrinas 

a5b1, av y a5, mientras que ANG2 puede unirse a avb3, avb5 y a5b1 (Augustin	et	al.,	2009;	

Carlson	et	al.,	2001;	Felcht	et	al.,	2012). Se ha observado que las angiopoyetinas se pueden 

unir directamente a las integrinas cuando la expresión de TIE2 en las células endoteliales 

es baja (del	 Toro	 et	 al.,	 2010;	 Felcht	 et	 al.,	 2012). Por otro lado, el receptor TIE2 también 

puede	interaccionar	con	integrinas	cuando	las	células	endoteliales	se	adhieren	a	fibronectina	

(Cascone et al., 2005).	Y	por	último,	ANG2	es	capaz	de	regular	la	localización	de	TIE2	de	forma	

dependiente a integrinas (Pietila et al., 2012) e inducir la agrupación de TIE2 e integrinas b3 

en las uniones célula-célula en células endoteliales (Thomas et al., 2010). 
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El sistema ANG/TIE2 también se ha visto que participa en células no vasculares, sobretodo 

en células de la médula ósea y en células neuronales. Se ha determinado que interviene en el 

proceso de repoblación de las células madre hematopoyéticas de la médula ósea, promoviendo 

el mantenimiento del nicho de células madre. En células neuronales, in vitro, se ha visto que 

ANG/TIE2 presenta un efecto neuroprotector ya que previene la apoptosis neuronal (Valable 

et al., 2003);	promueve	el	crecimiento	de	neuritas	en	las	células	ganglionares	de	la	raíz	dorsal	

(Kosacka et al., 2005), en neuronas corticales (Cui et al., 2013) y en precursores neurales (Bai et 

al., 2009);	promueve	la	diferenciación	neuronal	(Bai	et	al.,	2009;	Rosa	et	al.,	2010);	y	estimula	la	

proliferación de progenitores neurales (Rosa et al., 2010).	No	obstante,	no	está	del	todo	definido	

que las neuronas expresen TIE2 in vivo, de forma que se piensa que las funciones llevadas a 

cabo por las angiopoyetinas en el sistema nervioso ocurren a través de integrinas (Augustin et 

al.,	2009;	Ward	et	al.,	2005). En un ratón que sobrexpresa Ang1 en el cerebro anterior se han 

observado alteraciones en la organización dendrítica de las neuronas de capa II de la corteza 

motora, de las células granulares del giro dentado y de las células piramidales de la CA1. Estos 

resultados sugieren que ANG1 está involucrada en la elaboración del árbol dendrítico de estas 

neuronas, y esta función la lleva a cabo a través de la integrina b1 (ITGB1) y no de TIE2 (Ward et 

al., 2005), ya que Tie2 solo se expresa en las células endoteliales mientras que Itgb1 se expresa 

tanto en células endoteliales como en neuronas corticales e hipocámpicas.  Por otro lado, se 

ha determinado que ANG1 a través de ITGB1 promueve el crecimiento neurítico de las células 

PC12 (Chen et al., 2009) y de células ganglionares de la raíz dorsal (Ward and Lamanna, 2004). 
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Como se ha comentado previamente, la existencia de una estrecha relación entre el SNC y 

sistema neurovascular es evidente. Solo con observar la distribución de los vasos sanguíneos y 

de los nervios en un organismo adulto, podemos ver cómo ambos discurren de forma paralela. 

Esto ocurre gracias a que, desde el desarrollo, ambos sistemas son capaces de responder a 

las mismas moléculas. De esta manera, los conocimientos que se van adquiriendo sobre las 

funciones de estas moléculas en uno de los sistemas, son de gran utilidad para conocer sus 

funciones en el otro sistema. Un ejemplo es la proteína Sema3E, puesto que a pesar de que la 

función de las semaforinas como moléculas de guía axonal se conociera desde hace tiempo, no 

fue hasta que se estudió su función en el desarrollo del sistema vascular cuando se conoció que 

es capaz de unirse directamente a PlexinD1 sin la necesidad de unirse a neuropilinas (Gu et al., 

2005). Este conocimiento, a su vez, ha permitido ahondar más sobre sus posibles funciones 

durante	el	desarrollo	del	SNC	(Bellon	et	al.,	2010;	Chauvet	et	al.,	2007;	Ding	et	al.,	2012).	De	

esta forma, no es de extrañar que cada vez se conozcan más moléculas capaces de actuar en 

ambos sistemas. Asimismo, ANG1, una molécula inicialmente conocida por su función en el 

sistema vascular durante el desarrollo y en el adulto, se conoce que interviene cada vez más en 

aspectos neurales.  Es por ello que en la presente tesis se quiere conocer las posibles funciones 

del binomio Sema3E/PlexinD1 y ANG1 y sus receptores en el desarrollo de la formación 

hipocámpica (FH). 

La formación hipocámpica es una estructura que está arquitectónicamente muy bien organizada. 

Las	neuronas	principales	que	lo	forman,	así	como	las	conexiones	aferentes	principales	(fibras	

entorrinales	 y	 comisurales/asociativas)	 y	 las	 conexiones	 intrínsecas	más	 relevantes	 (fibras	

musgosas) se organizan formando una estructura laminar que ha sido usada como modelo de 

estudio	fundamental	en	neurociencias	(van	Groen	et	al.,	2003).	La	especificación	axonal	que	

ocurre en el hipocampo es un proceso que está altamente regulado por numerosos factores 

que	se	han	ido	descubriendo	a	lo	largo	de	los	años	(Deller	et	al.,	2001;	Savaskan	and	Nitsch,	

2001;	Skutella	and	Nitsch,	2001).	Uno	de	estos	factores	que	intervienen	son	las	semaforinas	

de la clase III, que junto con sus receptores las neuropilinas, y sus co-receptores las plexinas 

intervienen en procesos claves para el desarrollo como son la migración neuronal y la guía 

axonal(Bagri	and	Tessier-Lavigne,	2002;	Kolodkin	and	Tessier-Lavigne,	2011;	Yu	and	Kolodkin,	

1999). 

Los trabajos publicados previamente al inicio de la presente tesis demostraron la participación 

de algunas semaforinas de clase III en el crecimiento y maduración de las conexiones entorrino-

hipocámpicas (principalmente Sema3A y Sema3F), septo-hipocámpicas (Sema3C), subiculares 

y	estriatales	(Sema3E)	y	de	las	fibras	musgosas	(Sema3F)	(Bellon	et	al.,	2010;	Chauvet	et	al.,	
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2007;	Chedotal	et	al.,	1998;	Chen	et	al.,	2000;	Cheng	et	al.,	2001;	Ding	et	al.,	2012;	Pozas	et	al.,	

2001;	Rubio	et	al.,	2011;	Sahay	et	al.,	2003;	Steup	et	al.,	1999).	No	obstante,	la	participación	

de Sema3E y su receptor PlexinD1 en el desarrollo de las conexiones del hipocampo no 

había sido analizada en detalle, y los resultados obtenidos hasta la fecha resultaron ser algo 

contradictorios. En efecto, se había demostrado que Sema3E solo afectaba a los axones del 

hipocampo de manera exclusiva en el estadio embrionario 14.5 (E14.5), sin presentar efectos 

en estadios embrionarios posteriores (Pozas et al., 2001). Por el contrario, Chauvet et al., 

mostraron que la Sema3E también lleva a cabo el colapso de los axones corticales a E17.5 

(Chauvet et al., 2007), hecho este no observado por Pozas et al., 2001. Además, tal y como se 

ha comentado en la introducción, se conoce que las semaforinas de la clase III intervienen en 

otros procesos tanto en el desarrollo como en el adulto, y no solo en el tejido neural, como son 

la	angiogénesis,	la	inmunoregulación	y	el	cáncer	(Casazza	et	al.,	2012;	Chauvet	et	al.,	2013;	Gu	

et	al.,	2005;	Kim	et	al.,	2016;	Oh	and	Gu,	2013;	Sabag	et	al.,	2012;	Yazdani	and	Terman,	2006).	

De esta forma, se quiere conocer qué papel desempeña el binomio Sema3E/PlexinD1 en la FH 

en desarrollo y adulta.

Por otro lado, desde el inicio de la presente tesis hasta la actualidad, se han ido conociendo cada 

vez más las funciones que ANG1 desempeña en el SNC. ANG1 presenta un papel neuroprotector 

y participa en diferentes aspectos como el crecimiento neurítico y la proliferación y 

diferenciación neural (ver apartados 5.1.2 de introducción). Estas funciones se ha observado 

que las ejerce al actuar a través de los receptores TIE2 o ITGB1. La mayoría de estos trabajos 

se han llevado a cabo mediante estudios in vitro, y existe cierta controversia en cuanto a los 

receptores, puesto que la detección de TIE2 en el parénquima neural in vivo	ha	resultado	difícil.	

Además, resultados previos obtenidos en el grupo mostraron, mediante microarrays, que Ang1 

se expresa en el stratum lacunosum moleculare del hipocampo, perinatalmente. Asimismo, se 

ha observado que la sobreexpresión de Ang1 en el cerebro adulto da lugar a alteraciones en la 

distribución de árbol dendrítico de las neuronas granulares del DG, y de las células piramidales 

de la CA1 (Ward et al., 2005). Por ello, y al no disponer de una pintura de las funciones en la 

FH en desarrollo, la presente tesis se centrará en esclarecer las funciones de ANG1 durante el 

desarrollo de la FH, concretamente del hipocampo. 

Los objetivos que se quieren abordar en este trabajo son:

Objetivo 1: Estudio del papel de Sema3E/PlexinD1 en el desarrollo de las conexiones del 

hipocampo

•	 Analizar el patrón de expresión de Sema3e y Plxnd1 en la FH en desarrollo
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•	 Estudiar las funciones de Sema3E/PlexinD1 sobre los axones de diferentes regiones 

de la FH en desarrollo

•	 Estudiar la función de Sema3E/PlexinD1 en el establecimiento de la conexión EH

Objetivo 2: Estudio del papel de Sema3E/PlexinD1 en la FH postnatal y adulta

•	 Caracterizar la citoarquitectura del hipocampo postnatal y adulto en ausencia de 

Sema3E o PlexinD1 

•	 Analizar la función de Sema3E/PlexinD1 en el proceso de neurogénesis de la zona 

subgranular del giro dentado

•	 Analizar la actividad eléctrica del hipocampo en ausencia de Sema3E

Objetivo 3: Estudio del papel de ANG1 y sus receptores durante el desarrollo del hipocampo

•	 Analizar el patrón de expresión de Ang1 y sus receptores en la FH en desarrollo

•	 Analizar la expresión de ANG1 y sus receptores en cultivos neuronales

•	 Estudiar el papel de ANG1 sobre la longitud neurítica en cultivos neuronales





Resultados 





Capítulo 1:
Estudio del papel de Sema3E/PlexinD1 en el 
desarrollo de las conexiones del hipocampo  
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1.1. Análisis del patrón de expresión de Sema3e y Plxnd1 en la formación hipocámpica 

(FH) en desarrollo

Para estudiar el papel de Sema3E/PlexinD1 en el desarrollo de las conexiones del hipocampo 

nos centramos en la vía entorrino-hipocámpica, la principal vía de entrada de información al 

hipocampo. Para conocer si el binomio Sema3E/PlexinD1 desempeña alguna función en el 

desarrollo de dicha vía, en primer lugar, procedimos a analizar si ambas proteínas se expresan 

en la FH en desarrollo. Para determinar el patrón de expresión de Sema3e y Plxnd1, llevamos 

a cabo la detección de sus RNA mensajeros (mRNAs) mediante hibridación in situ. También 

analizamos el patrón de expresión de Sema3a y Sema3f y sus respectivos receptores, Np1 y 

Np2. Los estadios analizados fueron los días embrionarios 14.5 (E14.5) y 16.5 (E16.5), y el día 

postnatal 0 (P0) (Figura 1). Debido a la distribución anatómica que los axones entorrinales 

presentan cuando entran al hipocampo, los cerebros se procesaron en secciones histológicas 

horizontales	 (Amaral	 and	Witter,	 1989;	 Burwell	 et	 al.,	 1995;	 Isaacson	 and	 Pribram,	 1975;	

Witter et al., 1989). 

Los resultados obtenidos mostraron que la distribución de los mRNAs de Sema3a y Sema3f 

y de sus receptores Np1 y Np2 presenta un patrón semejante al ya descrito, aunque con 

algunas diferencias (Chedotal et al., 1998). Respecto a las neuropilinas, detectamos que ambas 

presentan altos niveles de expresión a E14.5 en el hipocampo, con un patrón de expresión 

decreciente hacia la corteza entorrinal donde Np1 se expresa más que Np2 (Fig. 1a-b). Por otro 

lado, observamos expresión de Np2, pero no de Np1,	en	 la	neocorteza	ventrolateral	(flechas	

en Fig. 1a-b). A E16.5, el patrón de expresión de ambas Nps es parecido al observado a E14.5, 

aunque la expresión de Np1 en la corteza entorrinal es menor a E16.5, que a E14.5 (Fig. 1g), 

y los niveles de Np2 en hipocampo son mucho más elevados que los de Np1. Ambas Nps se 

expresan, a P0, en el giro dentado, en la capa piramidal del hipocampo propio y en el complejo 

subicular, expresándose más Np1 en el subiculum que Np2. En cuanto a la corteza entorrinal, 

la expresión de Np1 es ligeramente más baja que la de Np2, mientras que en la neocorteza 

ventrolateral, Np1 presenta mayor expresión que Np2 (Fig. 1m y n). 

Respecto a los ligandos, Sema3A y Sema3F, observamos que ambos presentan un patrón de 

expresión parecido en el hipocampo desde E14.5 a P0. Ambas semaforinas se expresan a P0, en 

el giro dentado y en la capa piramidal del hipocampo propio (Fig. 1p-q). Fuera del hipocampo, 

Sema3a se expresa de forma relevante en la neocorteza ventrolateral desde E14.5 a P0 (Fig. 1 

d, j, p), mientras que Sema3f presenta un patrón de expresión creciente en la corteza entorrinal 

desde E14.5 a P0 (Fig. 1 e, k, q). 
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En cuanto a Plxnd1,	observamos	que	se	expresa	a	E14.5	en	las	células	de	Cajal-Retzius	(flecha	

en Fig. 1c) y en las capas corticales altas de las cortezas ventrolateral y entorrinal, siguiendo un 

gradiente de mayor a menor intensidad lateral-medial (Fig. 1c). Plxnd1 mantiene su expresión 

a E16.5 en las cortezas ventrolateral y entorrinal, aunque en menor medida en ésta última. 

También detectamos expresión del receptor en la capa piramidal del subiculum-CA1, tal y 

como	se	había	descrito	previamente	(Bribian	et	al.,	2014;	Chauvet	et	al.,	2007)	(Fig.	1i).	Plxnd1 

mantiene su expresión a P0 en las cortezas ventrolateral y entorrinal (aunque en menor medida 

en la primera), en el complejo subicular, en la capa piramidal del hipocampo propio y en el giro 

dentado (Fig. 1o). 

Por último, también observamos expresión de Sema3e en el giro dentado desde E14.5 a P0 (Fig. 

1f, l, r). A partir de P0 también se expresa en la capa piramidal del hipocampo propio (Fig. 1r). 

También	se	expresa,	desde	E16.5	a	P0,	en	las	capas	bajas	de	la	corteza	entorrinal	(flechas	en	

Fig. 1l, r). 

Si observamos el patrón de expresión de las tres semaforinas, podemos ver que a penas se 

expresan en el subiculum a P0 (asteriscos en Fig. 1 p-r). Por otro lado, las secciones de cerebro 

incubadas con la sonda sense de Sema3a, Sema3f y Sema3e no generaron ninguna señal (Figura 

2 a-c).

En conclusión, estos resultados indican que las semaforinas estudiadas y sus receptores se 

expresan en la formación hipocámpica en desarrollo, en el momento en el que comienzan a 

establecerse las diferentes conexiones, y que el patrón de expresión varía a lo largo del proceso. 

1.2. Estudio de las funciones de Sema3E/PlexinD1 sobre los axones de diferentes 

regiones de la FH en desarrollo

A continuación, nos centramos en determinar si los cambios detectados en los patrones de 

expresión,	 sobre	 todo	 de	 los	 receptores,	 correlacionaba	 con	 alguna	 acción	 quimiotrófica	

a b cVC

EC

H

DG

Sub

E14.5

Sema3a sense Sema3f sense Sema3e sense

F

VC

EC

H

DG
Sub

F

VC

EC

H

DG

Sub

Figura 2. Microfotografías	que	 ilustran	 la	distribución	de	 las	sondas	sense	de	Sema3a (a), Sema3f (b) y 
Sema3e (c)	en	la	FH	y	VC	en	a	E14.5.	Se	observa	ausencia	de	marcaje.	Abreviaturas:	DG,	giro	dentado;	EC,	
corteza	 entorrinal;	 F,	 fimbria;	H,	 hipocampo	propio;	 Sub,	 subiculum;	 VC,	 corteza	 ventrolateral.	 Barra	 de	
escala: a-c= 250µm.
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por parte de las semaforinas estudiadas a E14.5 y E16.5. Se tomaron estos estadios ya que 

correlacionan con la entrada de axones entorrinales al hipocampo propio, y con la salida de los 

axones eferentes de las neuronas piramidales hipocámpicas (Super and Soriano, 1994). 

Para llevar a cabo nuestro objetivo, realizamos co-cultivos de explantes de diferentes 

regiones de la FH (hipocampo propio (CA), subiculum (Sub), corteza entorrinal (EC), corteza 

ventrolateral (VC)) y de la corteza dorsolateral (DC), enfrentados a agregados de células COS1 

previamente	transfectadas	por	separado	con	los	plásmidos	que	codifican	para	cada	una	de	las	

tres semaforinas y con el plásmido SEAP como control. 

Como se indica en el esquema de la Figura 3a, los explantes que presentan un mayor número 

de axones en la zona distal en comparación con la zona proximal indican que han sido sometidos 

a un proceso de quimiorepulsión, y por tanto la ratio proximal/distal que presentan es menor 

a 1 (P/D<1). Por el contrario, aquellos explantes que presentan un mayor número de axones en 

la zona proximal en comparación con la distal indican que han sido quimioatraídos y la ratio 

P/D es mayor a 1 (P/D>1). Por último, los explantes en los que las semaforinas no tienen ningún 

efecto, presentan un crecimiento de forma radial y una ratio P/D igual a 1 (P/D=1) (Gil and del 

Rio, 2012). 

Los	 resultados	obtenidos	 (Tabla	1	y	 	 figuras	3-7)	 indicaron	que	a	E14.5,	 Sema3E	repele	 los	

axones del hipocampo (≈	87.5%;	P/D	ratio	<	1;	n=16;	Fig.	3b),	subiculum	(P/D	ratio	<1;		≈	75%;	

   CA     SUB    EC     VC     DC    
P/D  <1  1 >1  <1  1 >1  <1  1 >1  <1  1 >1  <1  1 >1  

S3A 
 

E14.5 5 
(71.4%)  1 

(14.3%)  1 
(14.3%)  2 

(18.18%)  2 
(18.18%)  7 

(63.63%)  3 
(23.08%)  4 

(30.77%)  6 
(46.15%)  4 

(30.77%)  8 
(61.54%)  1 

(7.69%)  4 
(25%)  9 

(56.25%)  3 
(18.75%)  

 
E16.5 

6 
(42.85%)  6 

(42.85%)  2 
(14.3%)  10 

(66.66%)  5 
(33.33%)  0 

(0%)  5 
(41.66%)  6 

(50%)  1 
(8.33%)  4 

(33.33%)  6 
(50%)  2 

(16.67%)  3 
(23.08%)  7 

(53.84%)  3 
(23.08%)  

S3F 
 

E14.5 
6 

(54.54%)  2 
(18.18%)  3 

(27.27%)  2 
(14.28%)  8 

(57.14%)  4 
(28.57%)  3 

(21.43%)  7 
(50%)  4 

(28.57%)  7 
(63.63%)  3 

(27.27%)  1 
(9.1%)  6 

(40%)  6 
(40%)  3 

(20%)  
 

E16.5 
11 

(100%)  0 
(0%)  0 

(0%)  9 
(60%)  5 

(33.33%)  1 
(6.67%)  14 

(77.7%)  3 
(16.67%)  1 

(5.56%)  14 
(100%)  0 

(0%)  0 
(0%)  2 

(18.18%)  6 
(54.54%)  3 

(27.27%)  

S3E 
 

E14.5 
14 

(87.5%)  2 
(12.5%)  0 

(0%)  12 
(75%)  4 

(25%)  0 
(0%)  15 

(93.75%)  1 
(6.25%)  0 

(0%)  12 
(85.71%)  2 

(14.29%)  0 
(0%)  0 

(0%)  10 
(90.9%)  1 

(9.1%)  
 

E16.5 
12 

(75%)  4 
(25%)  0 

(0%)  9 
(60%)  6 

(40%)  0 
(0%)  9 

(40.9%)  11 
(50%)  2 

(9.1%)  9 
(56.25%)  7 

(43.75%)  0 
(0%)  4 

(33.33%)  3 
(25%)  5 

(41.67%)  

SEAP 

 
E14.5 

4 
(66.66%)  2 

(33.33%)  0 
(0%)  5 

(71.43%)  2 
(28.57%)  0 

(0%)  2 
(66.66%)  1 

(33.33%)  0 
(0%)  2 

(66.66%)  1 
(33.33%)  0 

(0%)  3 
(37.5%)  5 

(62.5%)  0 
(0%)  

 
E16.5 

3 
(30%)  7 

(70%)  0 
(0%)  5 

(50%)  4 
(40%)  1 

(10%)  1 
(10%)  7 

(70%)  2 
(20%)  3 

(33.33%)  4 
(44.44%)  2 

(22.23%)  3 
(42.86%)  4 

(57.14%)  0 
(0%)  

 Tabla 1. Efectos de las semaforinas 3A, 3F y 3E, sobre diferentes regiones de la FH, a E14.5 y E16.5. 
Los efectos se muestran como P/D<1, P/D=1, P/D>1, indicando quimiorepulsión, crecimiento radial y 
quimioatracción, respectivamente. Para cada condición se muestra el número de explantes, así como el 
porcentaje de casos. Abreviaturas: CA, cornu ammonis	o	hipocampo	propio;	DC,	corteza	dorsolateral;	EC,	
corteza	entorrinal;	SUB,	subiculum;	VC,	corteza	ventrolateral	
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n=16;	Fig.	3c),	corteza	entorrinal	(P/D	ratio	<1;		≈	93.75%;	n=16;	Fig.	3d),	y	corteza	ventrolateral	

(P/D	ratio	<1;		≈	85.71%;	n=14;	Fig.	3e);	no	obstante,	no	tiene	ningún	efecto	sobre	los	axones	

de la corteza dorsolateral (parietal) (≈	 90.9%;	 P/D	 ratio	 =1;	 n=11;	 Fig.	 7c).	 El	 efecto	

quimiorepulsivo de Sema3E disminuye a E16.5, en todas las regiones, sobre todo en la corteza 

entorrinal y ventrolateral: CA (≈	75%;	P/D	ratio	<1;	n=16;	Fig.	3f),	subiculum (≈	60%;	P/D	ratio	

<1;	n=15;	Fig.	3g),	corteza	entorrinal	(≈	40.9%;	P/D	ratio	=1;		n=22;	Fig.	3h),	corteza	ventrolateral	

(≈	56.25%;	P/D	ratio	<1;		n=16;	Fig.	3i).	Sema3E	sigue	sin	ejercer	ningún	efecto	a	E16.5	sobre	

los axones de la corteza dorsolateral (Fig. 7f). Estas diferencias en la respuesta a Sema3E 

correlacionan con el patrón de expresión de su receptor, PlexinD1 (Fig. 1c, i). 

Por otro lado, para determinar si en la repulsión llevada a cabo por Sema3E interviene PlexinD1, 

analizamos la respuesta frente Sema3E de explantes de corteza entorrinal procedentes de un 

animal mutante para PlexinD1 (Nestin-cre;	 Plxnd1flox/flox) a E14.5 (Fig. 4a-c). En este caso, 

a
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dE14.5 
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Figura 3.	Microfotografías	que	muestran	el	efecto	de	Sema3E	sobre	los	axones	hipocámpicos	(CA:	b, d), subiculares 
(Sub: c, d), entorrinales (EC: d, h) y de la VC (e, i) a E14.5 (b-e) y E16.5 (f-i). A la izquierda se muestra de forma 
esquematizada (a)	 la	manera	de	 cuantificar	el	 crecimiento	axonal	 en	 los	experimentos	de	 co-cultivos.	La	 línea	
punteada	separa	el	cuadrante	proximal	(P)	del	distal	(D)	y	la	cuantificación	se	lleva	a	cabo	calculando	el	ratio	P/D.	
Si hay la misma cantidad de axones alrededor de todo el explante, el crecimiento es radial y el ratio P/D=1. Si hay 
más axones por la parte distal, el ratio P/D<1 y la respuesta es de quimiorepulsión y si hay más axones por la parte 
proximal, el ratio P/D>1 y la respuesta es de quimioatracción. Se observa como Sema3E lleva a cabo la repulsión 
de todas las áreas comentadas a E14.5 (b-e) y este efecto se mantiene a E16.5 (f, g), aunque en menor medida en 
la EC (h), y en la VC (i),	donde	disminuye.	Debajo	de	cada	microfotografía	se	muestran	los	resultados	presentados	
en la Tabla 1, correspondientes para cada caso. Abreviaturas: CA, cornu ammonis	o	hipocampo	propio;	EC,	corteza	
entorrinal;	Sub,	subiculum;	VC,	corteza	ventrolateral.	Barra	de	escala b-i= 150µm.
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observamos que en ausencia del receptor los axones entorrinales presentan una menor 

respuesta de repulsión a Sema3E (≈	54.5	%;	P/D	ratio	<	1;	≈	45.5%;	P/D	ratio	=	1;	n=22;	Fig.	4c)	

en comparación con un animal wild-type (Fig. 3d, 4b). 

En cuanto a Sema3A, los ensayos con explantes mostraron que repele los axones hipocámpicos 

a E14.5, aunque este efecto disminuye a E16.5 (E14.5: ≈	71.4%;	P/D	ratio	<	1;	n=7	Fig.	5a;	

E16.5: ≈	42.8%;	P/D	ratio	<	1;	n=14	Fig.	5e).	Por	otro	 lado,	 también	detectamos	un	cambio	

creciente en la capacidad repulsiva de Sema3A sobre los axones subiculares a E16.5, puesto 

que no parece ejercer ningún efecto a E14.5 (E14.5: ≈	18.2%;	P/D	ratio	<	1;	n=11	Fig.	5b;	E16.5:	

≈	66.7%;	P/D	ratio	<	1;	n=15	Fig,	5f).	Este	hecho	también	se	observa	en	los	axones	entorrinales	

(E14.5: ≈	23.1%;	P/D	ratio	<	1;	n=15	Fig.	5c;	E16.5:	≈	41.7%;	P/D	ratio	<	1;	n=12	Fig.	5g).	No	

obstante, no observamos ningún efecto de Sema3A sobre los axones de las cortezas ventrolateral 

y	dorsolateral,	en	ninguno	de	los	dos	estadios	embrionarios	analizados	(Fig.	5d,	h;	Fig.	7a,	d).	

Sema3E

E14

Sema3ESEAP

Nestin-cre; PlxnD1 flox/floxWild-type

cba
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Figura 4.	Microfotografías	que	muestran	
cómo el efecto quimiorrepulsivo que 
presenta Sema3E sobre los axones 
entorrinales (b) disminuye en ausencia 
de Plxnd1 (c) a E14.5. Abreviaturas: EC, 
corteza entorrinal. Barra de escala a-c= 
150µm.
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Figura 5.	 Microfotografías	
que muestran el efecto de 
Sema3A sobre los axones 
hipocámpicos (CA: a, e), 
subiculares (Sub: b, f), 
entorrinales (EC: c, g) y de 
la VC (i, h) a E14.5 (a-d) 
y E16.5 (e-h). Se observa 
como Sema3A repele a los 
axones hipocámpicos a 
E14.5, y como esta repulsión 
disminuye a E16.5. También 
se observa una capacidad 
repulsiva creciente sobre 
los axones subiculares, 
desde E14.5 a E16.5. Debajo 
de	 cada	 microfotografía	 se	
muestran los resultados 
presentados en la Tabla 1, 
correspondientes para cada 
caso. Abreviaturas como en 
Fig. 3. Barra de escala a-h= 
150µm.
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Respecto a Sema3F, y al contrario de lo que ocurre con Sema3A, observamos que su capacidad 

de repulsión de los axones hipocámpicos aumenta desde E14.5 a E16.5 (E14.5: ≈	54.5%;	P/D	

ratio	<1;	n=11	Fig.	6a;	E16.5:	≈	100%;	P/D	ratio	<	1;	n=14	Fig.	6e).	Este	cambio	de	respuesta	de	

repulsión creciente por parte de los axones a Sema3F, de E14.5 a E16.5, también ocurre en los 

explantes de la corteza ventrolateral (E14.5: ≈	 63.6%;	P/D	 ratio	<1;	 n=11	Fig.	 6d;	E16.5:	≈ 

100%;	P/D	ratio	<	1;	n=14	Fig.	6h),	lo	cual	correlaciona	con	el	aumento	de	expresión	de	Np2 a 

E16.5	(flechas	blancas	en	Fig.	1h).	Por	otro	lado,	también	ocurre	un	cambio	en	la	capacidad	de	

respuesta de los axones entorrinales y subiculares de E14.5 a E16.5, donde se pasa de una 

situación en la que Sema3F no presenta ningún efecto, a una situación de repulsión ((EC: E14.5: 

≈	21.4%;	P/D	ratio	<1;	n=14	Fig.	6c;	E16.5:	77.7%;	P/D	ratio	<1;	n=18	Fig.	6g)	y	(Sub:	E14.5:	≈ 

14.3%;	P/D	ratio	<1;	n=14	Fig.	6b;	E16.5:	60%;	P/D	ratio	<1;	n=12	Fig.	6f)).	Al	igual	que	ocurrió	

con Sema3E y Sema3A, no detectamos que Sema3F ejerciera ningún efecto sobre los axones de 

la corteza dorsal en los estadios analizados (Fig. 7b, e).

Por último, y como se ha ido comentando para cada caso, ninguna de las tres semaforinas 

analizadas presentan efecto sobre los axones de la corteza dorsolateral (Fig. 7). La corteza 
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Figura 6.	Microfotografías	que	muestran	el	efecto	de	Sema3F	sobre	los	axones	hipocámpicos	(CA:	a, e), subiculares 
(Sub: b, f), entorrinales (EC: c, g) y de la VC (i, h) a E14.5 (a-d) y E16.5 (e-h). Se observa como la capacidad repulsiva 
de Sema3F aumenta sobre los axones hipocámpicos (a, e) y ventrolaterales (d, h), de E14.5 a E16.5. También se 
observa como Sema3F no ejerce ningún efecto sobre los axones subiculares y entorrinales a E14.5, y como esta 
situación	cambia	a	E16.5,	donde	Sema3F	lleva	a	cabo	la	repulsión	de	estos	axones.	Debajo	de	cada	microfotografía	
se muestran los resultados presentados en la Tabla 1, correspondientes para cada caso. Abreviaturas como en Figs, 
3 y 5. Barra de escala a-h= 150µm.
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dorsolateral es una zona en la que observamos la ausencia de expresión de los receptores 

PlexinD1, Np1 y Np2, por lo que hemos utilizado estos explantes como control de los efectos 

observados en aquellas regiones en las que sí se expresan los receptores.

Con estos resultados pudimos concluir que a E16.5, Sema3F es el ligando que mayor efecto 

repulsivo tiene sobre los axones entorrinales, seguido de Sema3E y Sema3A, los cuales presentan 

una tendencia repulsiva (S3F: ≈	77.7%;	P/D	ratio	<	1;	n=18;	S3E:	40.9%;	P/D	ratio	<	1	y	≈	50%;	

P/D	 ratio	=	1;	 n=22;	 S3A:	≈	 41.6%;	P/D	 ratio	<	1	 y	≈	 50%;	P/D	 ratio	=	1;	 n=12).	 Pudimos	

corroborar este resultado mediante la realización de un experimento de colapso de axones 

(Figura 8), donde cultivamos los explantes sobre un sustrato que contiene Poli-L-Ornitina 

y laminina durante tres días. Al cuarto día, tratamos los explantes con medio condicionado 

concentrado	de	Sema3F,	3A,	3E	o	SEAP,	durante	una	hora.	Tras	la	fijación	y	el	marcaje	de	los	

explantes	 con	 Faloidina-TRITC,	 llevamos	 a	 cabo	 la	 cuantificación	 del	 porcentaje	 de	 axones	

colapsados	 en	 cada	 situación.	 Tras	 la	 cuantificación,	 observamos	 que	 las	 tres	 semaforinas	

colapsan los conos de crecimiento de los axones entorrinales, siendo Sema3F la que mayor 

efecto	tiene	(Fig.	8e:	Sema3F:	66.94	±	3.68;	vs	SEAP:	28.95	±	6.210;	Mean	±	S.E.M.;	t	=	4.954;	

P=0.0005;	intervalo	de	confianza	95%	=	-60.57	a	-15.42;	ANOVA,	Bonferroni	post hoc test). 
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Figura 7.	Microfotografías	que	muestran	cómo	Sema3A	(a, d), Sema3F (b, e) y Sema3E (c, f) no presentan ningún 
efecto sobre los axones de la corteza dorsolateral a E14.5 (a-c) ni a E16.5 (d-f).	Debajo	de	cada	microfotografía	
se muestran los resultados presentados en la Tabla 1, correspondientes para cada caso. Abreviaturas: DC, corteza 
dorsolateral. Barra de escala: a-f= 150µm. 
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1.3. Estudio de la función de Sema3E/PlexinD1 en el establecimiento de la conexión 

entorrino-hipocámpica	(EH)

Los resultados experimentales de co-cultivos muestran que Sema3E repele los axones 

entorrinales a E14.5, y en menor medida a E16.5, momentos claves en el desarrollo de la vía 

entorrino-hipocámpica. Además, puesto que esta capacidad quimiorepulsiva disminuye en 

ausencia de Plxnd1, parece ser que Sema3E lleva a cabo su función a través de dicho receptor. 

Teniendo esto en consideración, decidimos analizar como se desarrolla la vía en ausencia 

del ligando o del receptor. Para ello llevamos a cabo dos tipos diferentes de experimentos de 

trazado de conexiones, en dos cepas de ratón distintas. Por un lado, utilizamos una cepa de ratón 

mutante condicional en el sistema nerviso para Plxnd1 (Nestin-cre;Plxnd1flox/flox) que supera la 

mortalidad prenatal de los animales knock-out total para Plxnd1 (ver apartado Animales de 

Materiales y Métodos). Por otro lado, utilizamos una cepa de ratón mutante knock-out para 

Sema3E (Sema3e0/0). En todos los experimentos en los que estas dos cepas fueron utilizadas, 

se tomaron como control los hermanos de camada que presentaban los siguientes genotipos: 

Nestin-cre;Plxnd1flox/+ para el mutante condicional de PlexinD1, y Sema3e+/0 y Sema3e+/+ para el 

mutante de Sema3E. Puesto que los animales Sema3e+/0 y Sema3e+/+ presentan el mismo fenotipo 

(no mostrado), en la mayoría de experimentos se tomó como control los animales Sema3e+/0. 
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Figura 8.	Microfotografías	que	muestran	el	efecto	de	las	semaforinas	sobre	los	conos	de	crecimiento	de	explantes	
de EC a E16.5, marcadas con faloidina-TRITC. a Se observan unos conos de crecimiento normales, con lamelipodios 
y	 filopodios	 (flechas),	 en	presencia	de	un	medio	con	SEAP.	Asteriscos	en	b-d Ejemplos de conos de crecimiento 
colapsados tras la incubación con medios con Sema3A (b), Sema3E (c) y Sema3F (d). e Histograma representando 
el porcentaje de conos de crecimiento colapsado tras la incubación con las diferentes semaforinas. Los resultados 
muestran la media ± S.E.M. de tres experimentos diferentes. Los asteriscos muestran las diferencias estadísticas 
entre	 los	 grupos	 de	 estudio	 (Sema3A,	 Sema3E	 y	 Sema3F)	 y	 el	 control	 (SEAP).	 *P	 ≤0.05;	 ***P	 ≤	 0.001;	 ANOVA	
Bonferroni post hoc test. Barra de escala: a-d= 20µm.
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Para los experimentos de trazado de conexiones, utilizamos animales a P0, momento en el que 

los axones entorrinales están entrado en la capa molecular externa de la hoja suprapiramidal 

del giro dentado.

En primer lugar, comprobamos la ausencia de expresión de Plxnd1 en el parénquima neural del 

animal mutante condicional (Nestin-cre;Plxnd1flox/flox), respecto al animal control (Nestin-

cre;Plxnd1flox/+), mediante hibridación in situ. Para ello, analizamos secciones coronales de 

cerebro a P0. Los resultados mostraron que, en el animal control, Plxnd1 se expresa en en las 

siguientes zonas del parénquima neural: corteza granular retroesplenial (RSG, del inglés 

Retrosplenial Granular cortex), corteza somatosensorial primaria (en la región S1BF, del inglés 

First Somatosensory Barrel Field), capa piramidal de las CA1 y 3 y en las células de Cajal-Retzius 

presentes en capa I de corteza y en la zona marginal externa del hipocampo (Fig. 9a). Además, 

observamos expresión de Plxnd1 en los vasos sanguíneos. Respecto al mutante condicional, 

solo observamos expresión de Plxnd1 en los vasos sanguíneos (Fig. 9e), y en las células de 

Cajal-Retzius	 (flechas	 en	 Fig.	 9e).	 Estos	 resultados	 se	 deben	 a	 que	 el	 promotor	 de	Nestina 

comienza a expresarse en los progenitores neurales a partir de E12-E13, momento en el cual, 

gran parte de las células de CR se han generado. Además, al expresarse solo en progenitores 

neurales, podemos seguir observando expresión de Plxnd1 en los vasos sanguíneos del mutante 

condicional.  

Por otro lado, también analizamos el patrón de expresión de Sema3e (Fig. 9.b, f), Np1 (Fig. 9c, g) 

y Np2 (Fig. 9d, h) en el mutante condicional, con el objetivo de conocer si la ausencia de Plxnd1 

provoca alteraciones en el patrón de expresión de las proteínas mencionadas. Los resultados 
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Figura 9. Microfotografías	 ilustrando	 el	 patrón	 de	 expresión	 de	Plxnd1 (a, e), Sema3e (b, f), Np1 (c, g) y Np2 
(d, h) en animales control (a-d, Nestin-cre; Plxnd1flox/+) y mutante (e-h, Nestin-cre; Plxnd1flox/flox) a P0. Se observa 
expresión de Plxnd1 en	las	células	de	CR	en	el	hipocampo	(flechas	en	e). No se observan cambios en el patrón de 
expresión de Sema3e (b, f), Np1 (c, g) y Np2 (d, h) en ausencia de Plxnd1. Abreviaturas: CA, cornu ammonis;	Cpu,	
caudado	putamen;	DG,	giro	dentado;	HbN,	núcleo	habenular;	L-MPtA,	corteza	parietal	asociacional;	RSG:	corteza	
retroesplenial	granular;	S1BF,	corteza	somatosensorial.	Barra	de	escala:	a-e: 150µm.
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mostraron que tanto en ausencia (Fig. 9f-h) como en presencia (Fig. 9b-d) de Plxnd1, el patrón 

de expresión de estas proteínas no varía.  

Respecto a los experimentos de trazado de conexiones, la primera aproximación que seguimos 

para estudiar el trazado de la vía fue mediante el uso de biocitina en cultivos organotípicos de 

la FH de ambas cepas (mutante condicional de PlexinD1 y mutante knock-out de Sema3E). 

Estos cultivos organotípicos se mantienen in vitro durante siete días, y posteriormente se 

inyecta el trazador, en este caso biocitina, en la corteza entorrinal. Un día más tarde procesamos 

el tejido para poder observar el trazado (ver Materiales y Métodos). Mediante esta técnica 

pudimos observar cómo en los animales control, tanto para PlexinD1 (Fig. 10a) como para 

Sema3E (Fig. 10c), los axones entorrinales atraviesan la sustancia blanca del hipocampo y el 

subiculum para alcanzar su región diana principal: la capa molecular externa del DG. Los 

mismos resultados fueron observados en los animales que carecen tanto del receptor como del 

ligando, sin embargo, estos animales también presentan una mayor presencia de axones 

ectópicos, invadiendo la CA1 y el DG (asteriscos en Fig. 10b, d) en comparación con sus 

hermanos control (Fig. 10a, c).

Puesto que los resultados obtenidos para las dos cepas fueron muy parecidos, decidimos 

estudiar el trazado de la vía siguiendo una segunda aproximación utilizando únicamente los 

animales carentes de Sema3E (Fig. 11). De este modo trazamos la conexión con el trazador 

lipofílico	DiI,	situándolo	en	la	corteza	entorrinal	de	secciones	horizontales	fijadas	de	la	FH,	en	

las cuales, a comparación de lo que ocurre con los cultivos organotípicos, se mantiene mejor 
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Figura 10.	 Microfotografías	 que	 muestran	
el trazado de la conexión EH con biocitina en 
animales control (a, Nestin-cre; Plxnd1flox/+;	 c, 
Sema3e+/0) y mutante (b, Nestin-cre; Plxnd1flox/

flox;	d, Sema3e0/0). Se observa la presencia de 
numerosas	 fibras	 ectópicas	 atravesando	 la	
CA1-3	 (asteriscos	 y	 flecha	 en	 b y asteriscos 
en d), y en el hilus del mutante Nestin-cre; 
Plxnd1flox/flox (b). Abreviaturas: CA, cornu 
ammonis;	 DG,	 giro	 dentado;	 EC,	 corteza	
entorrinal;	 Sub,	 subiculum. Barra de escala: 
a-d= 100µm.
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la citoarquitectura (ver Materiales y Métodos). El trazado mostró como en los animales control 

(Sema3e+/0) la vía EH se forma adecuadamente, quedando los axones entorrinales restringidos 

al stratum lacunosum-moleculare	(SLM)	y	sustancia	blanca	(flechas	en	Fig.	11b).	Sin	embargo,	en	

ausencia de Sema3E (Sema3e0/0), observamos la presencia de axones ectópicos, atravesando la 

fisura	hipocámpica,	perforando	la	capa	granular	del	giro	dentado	y	alcanzando	el	hilus	(puntas	

de	flecha	en	Fig.	11c-i).	Además,	detectamos	la	presencia	de	axones	ectópicos	procedentes	de	la	

vía alveolar del hipocampo, cruzando el subiculum-CA1	hacia	el	SLM	(flechas	en	Fig.	9h-i).	Estos	

resultados se encuentran resumidos en el esquema de la Figura 11. 
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En conclusión, los resultados obtenidos en los experimentos de trazado de la vía EH nos 

permitieron determinar que el binomio Sema3E/PlexinD1 no es imprescindible para el 

establecimiento de la vía EH. No obstante, la ausencia tanto del ligando, como del receptor, 

provoca la aparición de axones ectópicos en regiones que normalmente no invaden.

Figura 11.	Microfotografías	que	muestran	el	trazado	de	la	conexión	EH	con	DiI	en	animales	control	(b, Sema3e+/0) 
y mutante (c-i, Sema3e0/0). a Representación esquemática del establecimiento de la conexión EH en presencia de 
Sema3E (azul) y en ausencia de Sema3E (verde). El recuadro punteado rojo (a) muestra aproximadamente la zona 
fotografiada	 (b-c). Se observa cómo en los animales control la vía EH queda restringida al stratum lacunosum 
moleculare	(flechas	en	b) y a la sustancia blanca o alveus, al contrario de lo que ocurre en los animales mutante, 
donde	la	EH	se	establece,	pero	algunos	axones	atraviesan	la	fisura	hipocámpica	e	invaden	el	DG	y	la	CA	(cabezas	
de	 flecha	en	c-i).	También	se	observa	cómo	axones	del	alveus	 invaden	 la	CA	en	ausencia	de	Sema3E	(flechas	en	
h-i).  Abreviaturas: CA, cornu ammonis;	 DG,	 giro	 dentado;	 EC,	 corteza	 entorrinal;	 HF,	 fisura	 hipocámpica;	 PaS,	
parasubiculum;	PrS,	presubiculum;	SLM,	stratum lacunosum moleculare;	Sub,	subiculum;	VC,	corteza	ventrolateral.	
Barra de escala: b-e, g-h=250	µm;		f,i= 100µm.





Capítulo 2:
Estudio del papel de Sema3E/PlexinD1 en el 

hipocampo postnatal y adulto  

 





105  

Resultados

2.1.	Caracterización	citoarquitectónica	del	hipocampo	postnatal	y	adulto	en	ausencia	

de Sema3E o PlexinD1 

Los resultados obtenidos hasta el momento (Capítulo 1) indicaban que los animales que 

carecen de Sema3E o PlexinD1 presentan axones entorrinales ectópicos que se desvían de la vía 

perforante e invaden otras regiones. Para determinar si la ausencia de la señalización mediada 

por Sema3E/PlexinD1 da lugar a otras anormalidades, decidimos estudiar la citoarquitectura 

de la región diana de la vía entorrino-hipocámpica, el giro dentado, a diferentes estadios 

postnatales (P9 y P15) y en adultos. 

Para ello, analizamos por inmunohistoquímica la expresión de diferentes marcadores de 

neuronas, como NeuN (Fig. 12, 13), y de neuronas granulares como Prox1 (Fig. 14) y Calbindina 

(Fig.	 15).	 Aunque	NeuN	 es	 un	marcador	 de	 núcleos	 neuronales	 general,	 y	 no	 específico	 de	

células granulares, con este marcador observamos que los animales Sema3e+/0 presentan 

un desarrollo normal del giro dentado. Así, las células NeuN+, a P9 (Fig. 12a) comienzan a 

localizarse en la parte más externa de la capa granular del DG, puesto que el desarrollo de las 

células granulares sigue un gradiente fuera-dentro. A medida avanza el desarrollo, las células 

granulares maduras van aumentando en número y es por eso que a P15 observamos cómo 

prácticamente la totalidad de estas células expresan NeuN, a excepción de las células inmaduras 

que	se	encuentran	en	la	parte	más	interna	de	la	capa	granular,	formando	una	fina	capa,	y	que	

en el adulto pasará a formar la zona subgranular del DG (Fig. 12c). En el adulto, observamos 

que prácticamente todas las células granulares son NeuN+ (Fig. 12e). Tanto a P9, como a P15 

y en el adulto, las células granulares NeuN+ se encuentran prácticamente delimitadas en la 

capa granular, aunque también se pueden observar algunas células NeuN+ en la capa molecular 

interna del DG. En los animales Sema3e0/0, también observamos características similares a las 

que presentan los animales control. No obstante, apreciamos como en ausencia de Sema3E 

(Fig. 12b, d, f) estos animales presentan irregularidades en la morfología del DG, en concreto 

en	 la	 hoja	 suprapiramidal.	 Ya	 desde	 P9,	 observamos	 la	 presencia	 de	 ondulaciones	 en	 el	

estrato	granular	de	la	hoja	suprapiramidal,	que	se	mantienen	hasta	el	adulto	(flechas	en	Fig.	

12b, d, f). Además, detectamos como estos animales presentan un mayor número de células 

NeuN+ presentes la capa molecular del DG, sobre todo en las zonas donde se encuentran las 

ondulaciones. La presencia de células NeuN+ no solo se observa en la capa molecular interna del 

DG, sino que también las observamos en la capa molecular externa. Tras estas observaciones, 

decidimos	cuantificar	 las	células	NeuN+	presentes	en	 la	capa	molecular,	centrándonos	en	 la	

zona de la hoja suprapiramidal puesto que es donde se observan mayores alteraciones. Los 
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resultados	obtenidos	de	la	cuantificación	muestran	como	los	animales	Sema3e0/0 presentan un 

mayor número de células NeuN+ en la capa molecular de la hoja suprapiramidal del DG, en 

comparación con los animales Sema3e+/0 (Sema3e0/0:	197.9	±	7.38;	vs Sema3e+/0:	108.7	±	5.49;	

Mean	±	S.E.M.;	t	=	9.699;	P	<0.0001;	intervalo	de	confianza	99%	=	63.43	a	115.1;	unpaired	t	test	

with	Welch’s	correction,	****	P	≤	0.0001).	
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Figura 12. Microfotografías	del	hipocampo	que	muestran	la	inmunotinción	de	NeuN	en	los	animales	control	(a, c, 
e, Sema3e+/0) y mutante (b, d, f, Sema3e0/0) a diferentes estadios postnatales (P9:a-b;	P15:	c-d) y en el adulto (e-
f). Se observa la presencia de ondas en la capa suprapiramidal, así como un elevado número de células ectópicas 
invadiendo	la	capa	molecular	en	ausencia	de	Sema3E	(cabezas	de	flecha	en	b, d, f ). g Histograma que ilustran el 
número de células NeuN positivas presentes en la capa molecular interna de la hoja suprapiramidal del DG de los 
animales Sema3e+/0 y Sema3e0/0.	Los	asteriscos	muestran	las	diferencias	estadísticas	entre	grupos.	*P	≤	0.05;	**P	
≤	0.01;	***P	≤	0.001;	****P	≤	0.0001.	ANOVA	Bonferroni	post	hoc	test.	Abreviaturas:	CA,	cornu ammonis;	DG,	giro	
dentado. Barras de escala: a-d=	500µm;	e-f, h-i= 500µm.



107  

Resultados

Para determinar si estas alteraciones también están presentes en los animales que carecen de 

PlexinD1, llevamos a cabo la inmunodetección de NeuN en los animales mutantes Nestin-

cre;Plxnd1flox/flox (Fig. 13). En estos animales también observamos alteraciones en el giro, aunque 

más sutiles. No observamos alteraciones en la morfología del DG tan marcadas como en los 

animales Sema3e0/0, no obstante sí observamos la presencia de un mayor número de células 

NeuN+	en	 la	 capa	molecular	del	DG	 (flechas	 en	Fig.	 13b)	 en	 comparación	 con	 los	 animales	

control (Nestin-cre;Plxnd1flox/+;	Fig.	13a).	Tras	 realizar	 la	 cuantificación	de	 las	 células	NeuN+	

presentes en la capa molecular de la hoja suprapiramidal del DG (Fig. 13c), observamos como 

los animales Nestin-cre;Plxnd1flox/flox presentan un mayor número de células que los animales 

control (Nestin-cre;Plxnd1flox/flox:	162	±	12.42;	vs Nestin-cre;Plxnd1flox/+:	88.50	±	6.293;	Mean	±	

S.E.M.;	t	=	5.28;	P	=0.0041;	intervalo	de	confianza	99%	=	18.84	a	132.2;	unpaired	t	test	with	

Welch’s	correction,	**	P	≤	0.01).	

Puesto que NeuN es un marcador pan-neuronal, decidimos utilizar otros marcadores como 

Prox1 (Fig. 14), que comienza a expresarse en células granulares inmaduras. El análisis lo 

llevamos a cabo en los animales mutantes para Sema3E, y los resultados obtenidos fueron 

parecidos a los observados para el marcador NeuN. No obstante, puesto que Prox1 comienza a 

expresarse en células granulares inmaduras, ya desde P9 podemos observar un mayor número 

de células Prox1+ en toda la capa granular del DG (Fig. 14a-b), en comparación con las células 

NeuN+ (Fig. 12a-b). Observamos como en los animales Sema3e+/0, el giro se desarrolla 

adecuadamente (Fig. 14a, c, e), y al igual que ocurre con NeuN, detectamos la presencia de 

algunas células Prox1+ presentes en la capa molecular del DG, en la zona de la hoja 

suprapiramidal, desde P9 hasta el adulto. No obstante, en los animales Sema3e0/0 observamos 

de nuevo la presencia de ondulaciones en la capa granular del DG, sobre todo en la hoja 
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Figura 13.	Microfotografías	del	hipocampo	adulto	que	muestran	la	inmunotinción	de	NeuN	en	los	animales	control	
(a, Nestin-cre; Plxnd1flox/+) y mutante (b, Nestin-cre; Plxnd1flox/flox) . Se observa la presencia de células granulares 
ectópicas	en	ausencia	de	PlexinD1	(cabezas	de	flecha	en	b). c Histograma que ilustran el número de células NeuN 
positivas presentes en la capa molecular interna de la hoja suprapiramidal del DG de los animales Nestin-cre; 
Plxnd1flox/+ y Nestin-cre; Plxnd1flox/flox	 .	Los	asteriscos	muestran	las	diferencias	estadísticas	entre	grupos.	*P	≤	0.05;	
**P	≤	0.01;	***P	≤	0.001;	****P	≤	0.0001.	ANOVA	Bonferroni	post	hoc	test.	Abreviaturas:	CA,	cornu ammonis;	DG,	giro	
dentado. Barras de escala: a-d=	500µm;	e-f, h-i= 500µm.
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suprapiramidal, en todos los estadios analizados (Fig. 14b, d, f). Asimismo, detectamos la 

presencia de un mayor número de células Prox1+ ectópicas, invadiendo la capa molecular 

(flechas	en	Fig.	14b,	c,	d)	en	comparación	con	los	animales	Sema3e+/0.

Otro marcador de células granulares que utilizamos fue Calbindina (CALB), que se expresa en 

células granulares maduras. La detección de este marcador la llevamos a cabo en conjunto con 

Calretinina (CALR), que es expresada de forma transitoria por las células granulares, durante 

su maduración (Fig. 15). Por otro lado, a medida que se avanza en el desarrollo, el marcador 

CALR	termina	expresándose	en	los	botones	sinápticos	de	las	fibras	comisurales-asociacionales,	

observables en la capa molecular interna (IML) del DG. El análisis lo llevamos a cabo en los 

animales mutantes para Sema3E, y los resultados obtenidos fueron parecidos a los observados 

anteriormente. En los animales Sema3e+/0 observamos a P9 como las células CALB+ comienzan 

a detectarse en la parte más externa de la capa granular del DG, al igual que ocurre con el 

marcador NeuN. Asimismo, observamos células CALR+ en la parte más interna de la capa 

granular (Fig. 15a, a’). A medida que se avanza en el desarrollo, aumenta el número de células 

granulares maduras, es por ello que a P15 observamos un mayor número de células CALB+ y 
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Figura 14.	 Microfotografías	
del hipocampo que muestran 
la inmunotinción de Prox1 
en los animales control (a, c, 
e, Sema3e+/0) y mutante (b, 
d, f, Sema3e0/0) a diferentes 
estadios postnatales (P9:a-b; 
P15: c-d) y en el adulto (e-f). Se 
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la capa molecular así como 
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hoja suprapiramidal en ausencia 
de	Sema3E	(cabezas	de	flecha	en	
b, d, f). Abreviaturas: CA, cornu 
ammonis;	 DG,	 giro	 dentado.	
Barras de escala: a-d=	 500µm;	
e-f= 500µm.
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un	menor	número	de	células	CALR+	(Fig.	15c,	c’).	Ya	en	el	adulto,	observamos	cómo	la	totalidad	

de la capa granular presenta células CALB+, mientras que CALR se detecta en los botones 

sinápticos	de	 las	 fibras	comisurales-asociacionales	presentes	en	 la	 IML	del	DG	(Fig.	15e,	e’).	

Este mismo patrón de desarrollo se observa en los animales Sema3e0/0, no obstante, al igual que 

ocurre con el resto de marcadores analizados, detectamos la presencia de ondulaciones en el 

DG, sobre todo en la hoja suprapiramidal, en todos los estadios analizados (Fig 15.b, b’, d, d’, f, 

f ’). Asimismo, observamos la presencia de células CALB+ deslocalizadas, invadiendo la capa 

molecular,	desde	P9	hasta	el	adulto	(flechas	en	Fig.	15b’,	d’	f ’).	

2.2. Análisis de las conexiones principales del hipocampo adulto en ausencia de Sema3E 

o PlexinD1 

Teniendo en cuenta las alteraciones observadas en el DG de los animales Sema3e0/0, procedimos 

a analizar el estado de las conexiones principales del hipocampo adulto (Fig. 16). Mediante la 

inmunodetección	de	los	botones	sinápticos	de	las	fibras	comisurales-asociacionales	con	CALR,	

observamos como en los animales Sema3e+/0 el marcaje de CALR se encuentra delimitado en la 
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Figura 15. Microfotografías	 del	 hipocampo	 a	 bajo	 (a-f) y alto (a’-f’) aumento de la doble inmunotinción de 
Calretinina (verde) y Calbindina (rojo) en los animales control (a, a’, c, c’, e, e’, Sema3e+/0) y mutante (b, b’, d, d’, f, 
f ’, Sema3e0/0) a diferentes estadios postnatales (P9:a-b, a’-b’;	P15:	c-d, c’-d’) y en el adulto (e-f, e’-f’). Se observa la 
presencia de células granulares ectópicas en la capa molecular interna, así como ondas en la hoja suprapiramidal 
del	DG	en	 los	mutantes	de	Sema3E	(flechas	en	b’, d’, f ’), en comparación con sus hermanos control. También se 
observa a P9, cómo las células granulares se encuentran situadas a distintos niveles en el animal Sema3e0/0 (b’) en 
comparación al animal Sema3e+/0 (a’). Se observa cómo en el adulto la conexión comisural-asociacional, marcada con 
Calretinina, se encuentra más difusa en ausencia de Sema3E (marcaje verde en f, f ’), que en presencia del ligando 
(marcaje verde en e, e’). Abreviaturas: CA, cornu ammonis;	DG,	giro	dentado.	Barras	de	escala:	a-d=	500µm;	a’-d’= 
200µm;	e-f=500µm;	e’-f’=150µm.
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capa	molecular	interna	del	DG,	formando	una	fina	capa	con	los	márgenes	bien	definidos	(Fig.	

16a). Sin embargo, en los animales Sema3e0/0 detectamos como este marcaje se encuentra más 

difuso	(Fig.	16b),	y	no	tan	definido	como	en	los	animales	Sema3e+/0. Además, al igual que ocurre 

con los marcadores utilizados anteriormente, pudimos apreciar cómo la marca de CALR sigue 

las ondulaciones que presenta la capa granular de la hoja suprapiramidal en los animales 

Sema3e0/0	(flechas	en	Fig.	16b),	en	comparación	con	los	animales	control	(Fig.	16a).
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Figura 16. Microfotografías	del	hipocampo	de	los	animales	control	(a, Sema3e+/0) y mutante (b, Sema3e0/0) adultos 
inmunoteñidos con Calretinina. Se observa la presencia de ondas en la IML de la hoja suprapiramidal del DG 
(flechas	en	b), así como en la propia capa granular. c-f	Microfotografías	del	hipocampo	de	los	animales	control	(c-e, 
Sema3e+/0;	i, Nestin-cre; Plxnd1flox/+) y mutante (d, f, Sema3e0/0;	j,	Nestin-cre; Plxnd1flox/flox) teñidos con la tinción de 
Timm.	Se	observan	numerosas	fibras	musgosas	ectópicas	cruzando	la	capa	granular	e	invadiendo	la	capa	molecular	
en	ausencia	de	Sema3E	(flechas	en	f), así como la presencia de ondas en la hoja suprapiramidal. Estas alteraciones 
también	están	presente	en	ausencia	de	PlexinD1,	aunque	en	menor	medida	(flechas	en	j). g-h	Microfotografías	del	
giro dentado que muestran la doble inmunotinción de Sinaptoporina (SPO, verde) y NeuN (rojo) en los animales 
Sema3e+/0 (g) y Sema3e0/0 (h).	Se	observa	la	presencia	de	fibras	musgosas	ectópicas	en	la	capa	granular	en	ausencia	
de	Sema3E	(flechas	en	h). Abreviaturas: CA, cornu ammonis;	DG,	giro	dentado;	GCL,	capa	granular;	h,	hilus;	IML,	capa	
molecular	interna;	OML,	capa	molecular	externa.	Barras	de	escala:	a-d=	500µm;	e-f, i-j=150µm;	g, h=100µm.
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capa	molecular	interna	del	DG,	formando	una	fina	capa	con	los	márgenes	bien	definidos	(Fig.	

16a). Sin embargo, en los animales Sema3e0/0 detectamos como este marcaje se encuentra más 

difuso	(Fig.	16b),	y	no	tan	definido	como	en	los	animales	Sema3e+/0. Además, al igual que ocurre 

con los marcadores utilizados anteriormente, pudimos apreciar cómo la marca de CALR sigue 

las ondulaciones que presenta la capa granular de la hoja suprapiramidal en los animales 

Sema3e0/0	(flechas	en	Fig.	16b),	en	comparación	con	los	animales	control	(Fig.	16a).
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Figura 16. Microfotografías	del	hipocampo	de	los	animales	control	(a, Sema3e+/0) y mutante (b, Sema3e0/0) adultos 
inmunoteñidos con Calretinina. Se observa la presencia de ondas en la IML de la hoja suprapiramidal del DG 
(flechas	en	b), así como en la propia capa granular. c-f	Microfotografías	del	hipocampo	de	los	animales	control	(c-e, 
Sema3e+/0;	i, Nestin-cre; Plxnd1flox/+) y mutante (d, f, Sema3e0/0;	j,	Nestin-cre; Plxnd1flox/flox) teñidos con la tinción de 
Timm.	Se	observan	numerosas	fibras	musgosas	ectópicas	cruzando	la	capa	granular	e	invadiendo	la	capa	molecular	
en	ausencia	de	Sema3E	(flechas	en	f), así como la presencia de ondas en la hoja suprapiramidal. Estas alteraciones 
también	están	presente	en	ausencia	de	PlexinD1,	aunque	en	menor	medida	(flechas	en	j). g-h	Microfotografías	del	
giro dentado que muestran la doble inmunotinción de Sinaptoporina (SPO, verde) y NeuN (rojo) en los animales 
Sema3e+/0 (g) y Sema3e0/0 (h).	Se	observa	la	presencia	de	fibras	musgosas	ectópicas	en	la	capa	granular	en	ausencia	
de	Sema3E	(flechas	en	h). Abreviaturas: CA, cornu ammonis;	DG,	giro	dentado;	GCL,	capa	granular;	h,	hilus;	IML,	capa	
molecular	interna;	OML,	capa	molecular	externa.	Barras	de	escala:	a-d=	500µm;	e-f, i-j=150µm;	g, h=100µm.

Por	otro	lado,	analizamos	el	estado	de	las	fibras	musgosas	mediante	una	tinción	de	selenito	

de	plata	(Timm)	que	marca	proyecciones	ricas	en	zinc,	puesto	que	 los	botones	de	 las	 fibras	

musgosas son Zinc positivos y glutamatérgicos (Fig. 16c-f). Mediante esta tinción, también se 

puede observar las diferentes capas que forman la estructura laminada del hipocampo. En los 

animales Sema3e+/0, el DG presenta una morfología normal y las diferentes capas que constituyen 

el hipocampo se encuentran muy bien delimitadas (Fig. 16c, e). Asimismo, observamos la 

presencia	 de	 una	 capa	molecular	 interna	muy	marcada	 y	 definida.	 Por	 otro	 lado,	 también	

pudimos	constatar	la	presencia	de	algunas	fibras	musgosas	presentes	en	la	capa	granular	del	

DG,	 tal	y	como	se	ha	descrito	previamente	(Haug,	1974;	Laurberg	and	Zimmer,	1981;	Ribak	

and Peterson, 1991) (Fig. 16e). Sin embargo, en los animales Sema3e0/0 (Fig.16d, f) observamos 

la	presencia	de	un	mayor	número	de	fibras	musgosas	 invadiendo	la	capa	granular	(GCL,	del	

inglés Granular Cell Layer),	y	alcanzando	incluso	la	IML	del	DG	(flechas	en	Fig.	16f).	Además,	

tal y como observamos en los análisis previos, detectamos la presencia de ondulaciones en la 

hoja	suprapiramidal	del	DG	(flechas	en	Fig.	16d),	así	como	una	IML	más	difusa,	en	comparación	

con los animales Sema3e+/0.	Asimismo,	la	presencia	de	estas	fibras	musgosas	ectópicas	es	más	

evidente en la hoja suprapiramidal de la capa granular, en la zona de las ondulaciones. Por 

otro lado, mediante la inmunodetección de sinaptoporina (SPO, del inglés Synaptoporin), una 

proteína	de	membrana	vesicular	presente	 sobre	 todo	en	 los	axones	de	 las	 fibras	musgosas,	

pudimos	corroborar	el	aumento	de	la	presencia	de	botones	de	las	fibras	musgosas	en	la	capa	

granular del giro dentado de los animales Sema3e0/0	 (flechas	 en	 Fig.	 16h),	 en	 comparación	

con los animales control. Para conocer si en ausencia del receptor PlexinD1, los animales 

presentan	alteraciones	en	las	fibras	musgosas,	realizamos	la	tinción	de	Timm	en	los	mutantes	

de Plxnd1 (Fig. 16i-j). Los resultados obtenidos fueron parecidos a los observados en los 

animales mutantes de Sema3E, aunque en menor magnitud. Los animales Nestin-cre;Plxnd1flox/

flox	presentan	un	mayor	número	de	fibras	musgosas	invadiendo	la	GCL	y	alcanzando	incluso	la	

capa molecular del DG (Fig. 16j), en comparación con los animales Nestin-cre;Plxnd1flox/+ (Fig. 

16i). Asimismo, en ausencia de PlexinD1, también observamos la presencia de ondulaciones en 
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la	hoja	suprapiramidal	del	DG	(flechas	en	Fig.	16j)	y	una	IML	más	difusa.	

Por último, puesto que durante el desarrollo observamos la presencia de axones entorrinales 

ectópicos en los animales mutantes para Sema3E y PlexinD1, decidimos analizar el estado de la 

vía EH en el hipocampo adulto (Fig. 17). Para ello, llevamos a cabo el marcaje in vivo de esta 

conexión mediante el uso del trazador anterógrado BDA (del inglés Biotinylated Dextran Amine) 

(Fig. 17). No observamos diferencias en cuanto a la distribución de la vía en ausencia de Sema3E 

(Fig. 17b), ni de PlexinD1 (Fig. 17c), en comparación con los animales control (Fig. 17a). 

Observamos cómo los axones entorrinales se encuentran, en todos los casos, delimitados y bien 

definidos	en	la	capa	molecular	externa	(OML)	del	DG.	

2.3. Análisis de la función de Sema3E/PlexinD1 en el proceso de neurogénesis de la 

zona subgranular del giro dentado

Tanto las irregularidades observadas en el giro dentado, como la presencia de numerosas 

células granulares ectópicas invadiendo la capa molecular del DG, nos hicieron centrar la 

atención en el proceso de neurogénesis adulta que ocurre en la SGZ del DG. 

En primer lugar, quisimos conocer dónde se expresan PlexinD1 y Sema3E en el hipocampo 

adulto. Para ello, analizamos el patrón de expresión de PlexinD1 en el hipocampo adulto, 

mediante la detección por inmunohistoquímica de GFP (del inglés Green Fluorescent Protein) 

en una cepa de ratón que expresa esta proteína bajo el promotor de PlexinD1 (Plxnd1-eGFP) 

(Fig. 18a-c). Observamos que PlexinD1 se expresa en algunas neuronas piramidales de la CA1, 

en células del hilus y en la SGZ (Fig.18 a-c). La presencia de PlexinD1 en la SGZ sugirió que ésta 

podría	estar	expresándose	en	células	progenitoras,	por	lo	que	para	identificar	de	qué	células	se	

trataba,	llevamos	a	cabo	dobles	inmunofluorescencias	de	GFP	con	dos	marcadores	neurogénicos	

diferentes. Los marcadores neurogénicos analizados fueron GFAP y DCX. Pudimos observar 

que las células GFP positivas también lo son para GFAP, marcador de las células de tipo 1 o RGLs 

Wild-type Sema3e0/0 Nestin-cre; Plxnd1 flox/flox

BDA BDA BDA

DG DG DG
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SLM

OML
SLM

OML
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Figura 17.	Microfotografías	que	ilustran	el	trazado	de	la	conexión	EH	con	BDA	en	los	animales	adultos	control	(a, 
wild-type) y mutante (b, Sema3e0/0 y c, Nestin-cre; Plxnd1flox/flox). No se observan diferencias en cuanto a la distribución 
de	estas	fibras.	Abreviaturas:	DG,	giro	dentado;	OML,	capa	molecular	externa;	SLM,	stratum lacunosum moleculare. 
Barras de escala: 200µm.
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presentes en el nicho neurogénico (Fig. 18f-i). Por otro lado, las células GFP positivas no lo son 

para DCX (Fig. 18j-l), indicando por tanto que PlexinD1 no se expresa en neuronas inmaduras. 

Por otro lado, también analizamos el patrón de expresión de Sema3e mediante hibridación in 

situ (Fig. 18d-e) y pudimos observar que se expresa en la capa piramidal del hipocampo propio, 

en el stratum lacunosum moleculare y en el hilus. 
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Figura 18.	Microfotografías	a	bajo	(a) y alto (b-c) aumento que muestran las neuronas GFP-positivas presentes en el 
hipocampo (a) y giro dentado (b-c) del animal adulto Plxnd1-eGFP. Se observa la presencia de células GFP-positivas 
en	la	capa	piramidal	de	la	CA1,	así	como	en	el	hilus	y	en	la	zona	subgranular.	Microfotografías	a	bajo	(d) y alto (e) 
aumento que muestran la distribución del mRNA de Sema3e en el hipocampo (d) y giro dentado (d, e) de un animal 
wild-type adulto. f-i	Imágenes	de	microscopía	confocal	de	una	doble	inmunofluorescencia	de	GFP	(verde)	y	GFAP	
(rojo) del giro dentado de un animal Plxnd1-eGFP adulto. Se observa que todas las células GFP-positivas también lo 
son	para	GFAP	(flechas).	j-l	Imágenes	de	microscopía	confocal	de	una	doble	inmunofluorescencia	de	GFP	(verde)	
y DCX (rojo) del giro dentado de un animal Plxnd1-eGFP adulto. Se observa que las células GFP-positivas no lo son 
para	DCX	(cabezas	de	 flecha).	Abreviaturas:	CA: cornu ammonis;	DG,	giro	dentado;	GCL,	capa	granular;	ML,	capa	
molecular;	SGZ,	zona	subgranular.	Barras	de	escala:	a,d=500µm;	b,c=	50µm;	e=150µm;	f-i=50µm;	j-l=50µm.
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Puesto que PlexinD1 se expresa en las células RGLs, a continuación, nos centramos en 

determinar si el proceso de neurogénesis se ve alterado en ausencia de la señalización mediada 

por Sema3E/PlexinD1. Para ello llevamos a cabo un ensayo de BrdU (ver Materiales y Métodos) 

en el cual inyectamos de forma intraperitoneal el compuesto químico durante cuatro días 

consecutivos a animales Sema3e+/+, Sema3e+/0 y Sema3e0/0. Una semana más tarde, prefundimos 

y procesamos estos animales para la detección inmunohistoquímica de BrdU (Fig. 19a-f). 

Observamos cómo los animales Sema3e0/0 (Fig. 19c, f) presentan un mayor número de células 

BrdU+ en la GCL del DG, en comparación con los animales Sema3e+/+ (Fig. 19a, d) y Sema3e+/0 

(Fig. 19b, e). Además, observamos como en el animal Sema3e0/0, estas células BrdU+ se 

encuentran a distintos niveles de la GCL, sobretodo de la hoja suprapiramidal, formando 

columnas	(flechas	en	Fig.	19f).	Estas	columnas	celulares	se	observan	mayoritariamente	en	la	

zona donde se suelen apreciar las ondulaciones de la hoja suprapiramidal. Teniendo en cuenta 
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Figura 19.	Microfotografías	a	bajo	(a-c) y alto (d-f) aumento del hipocampo de los animales control (a-b, Sema3e+/+;	
d-e, Sema3e+/0) y mutante (c,f, Sema3e0/0) pinchados con BrdU. Se observa la presencia de células BrdU positivas 
formando	columnas	en	la	capa	granular	del	DG	en	ausencia	de	Sema3E	(flechas	en	f). g-h Histogramas que muestran 
la	cuantificación	de	las	células	BrdU-positivas	en	toda	la	capa	granular	(g) y en la porción externa de ésta (nombrada 
como ‘e’) (l) en los animales Sema3e+/+, Sema3e+/0 y Sema3e0/0. Los asteriscos muestran las diferencias estadísticas 
entre	grupos.	*P	≤	0.05;	**P	≤	0.01;	***P	≤	0.001;	****P	≤	0.0001.	ANOVA	Bonferroni	post	hoc	test.	Abreviaturas:	CA: 
cornu ammonis;	DG,	giro	dentado;	GCL,	capa	granular;	h,	hilus;	IML,	capa	molecular	interna;	OML,	capa	molecular	
externa. Barras de escala: a-c=	500µm;	d-e= 200µm.
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estas	observaciones,	decidimos	cuantificar	las	células	BrdU+	presentes	en	toda	la	GCL	del	DG	

de	 los	 diferentes	 genotipos	 analizados.	 Los	 resultados	 de	 la	 cuantificación	 mostraron	 un	

aumento	en	el	número	de	estas	células,	aunque	no	significativo,	en	los	animales	Sema3e0/0 (Fig. 

19g), en comparación con los animales Sema3e+/0 y Sema3e+/+. Puesto que los animales Sema3e0/0 

presentan	células	BrdU+	a	distintos	niveles,	decidimos	cuantificar	las	células	BrdU+	presentes	

en la zona más externa de la GCL (marcado como “e” en el esquema de la Fig. 19). Tras la 

cuantificación	observamos	que	los	animales	Sema3e0/0	presentan	un	aumento	significativo	en	

el número de estas células en comparación con los animales Sema3e+/0 y Sema3e+/+ (Fig. 19h) 

(Sema3e0/0;	5.67	±	1.11;	vs Sema3e+/0;	3.0	±	0.61;	Mean		±	S.E.M.;	t	=	2.291;	P	=0.0849;	confidence	

interval	90%	=	 -5.248	 to	 -0.084;	Sema3e0/0;	 5.67	±	1.11;	vs Sema3e+/+	mice;	3.14	±	0.57;	 t = 

2.301;	P	=0.083;	confidence	interval	90%	=	-4.957	to	-0.09061;	ANOVA,	Bonferroni	post hoc 

test, *P < 0.1). 

Estas alteraciones se pudieron corroborar con el estudio de microscopía electrónica de la SGZ 

del DG (Fig. 20) llevado a cabo en colaboración con el grupo del Dr. José Manuel García Verdugo, 
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Figura 20. Organización de la capa 
granular y zona subgranular en los 
animales control (a, Sema3e+/0) y mutante 
(b, Sema3e0/0). a-b	 Cortes	 semifinos	
(1.5µm) teñidos con azul de toloudina que 
muestran la presencia de grupos formados 
por numerosas células inmaduras en la 
SGZ en ausencia de Sema3E (cabezas de 
flecha	en	b).	c-d Imágenes de microscopía 
electrónica que muestran la presencia 
de células inmaduras (asteriscos) en los 
nichos neurogénicos de la SGZ en ambos 
genotipos. Se observa la presencia de 
diferentes niveles de condensación de 
la cromatina en las células inmaduras, 
en comparación a las células granulares 
postmitóticas. También se detecta la 
presencia	 de	 espacios	 vacíos	 (flechas	 en	
d) entre las células inmaduras, típicos 
de células activas que se encuentran 
proliferando o migrando. Abreviaturas: 
GCL,	capa	granular;	SGZ,	zona	subgranular.	
Barras de escala: a-b=25µm;	 c=10µm;	
d=2µm.
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de	 la	Universidad	de	Valencia.	Mediante	 la	 tinción	de	azul	de	 toluidina	en	cortes	 semifinos,	

observamos la presencia de un mayor número de neuronas inmaduras en la SGZ del DG en los 

animales Sema3e0/0	(cabezas	de	flecha	en	Fig.	20b)	en	comparación	con	los	animales	Sema3e+/0 

(cabezas	 de	 flecha	 en	 Fig.	 20a).	 Estas	 neuronas	 inmaduras	 se	 encuentran	 formando	nichos	

celulares en los animales Sema3e0/0, donde se agrupan a distintos niveles de la GCL del DG, en 

comparación con los animales Sema3e+/0 donde	la	distribución	es	más	lineal	y	confinada	a	la	SGZ.	

A nivel ultraestructural, observamos que las neuronas inmaduras presentes en los animales 

Sema3e0/0 (asteriscos en Fig. 20d) presentan una gran heterogeneidad en cuanto a su morfología 

nuclear, indicando que estas células se encuentran en diferente grado de diferenciación. 

Además,	en	estas	células	inmaduras	destaca	la	presencia	de	espacios	intercelulares	(flechas	en	

Fig. 20d), típico de células en migración. 

Por otro lado, debido a la importancia de las funciones llevadas a cabo por el sistema vascular 

en los nichos neurogénicos presentes en la SGZ del DG, procedimos a analizar la distribución de 

los vasos sanguíneos presentes en el hipocampo de los animales Sema3e+/0 (Fig. 21a) y Sema3e0/0 

(Fig. 21b). Para ello, llevamos a cabo el marcaje de los vasos mediante la inyección intracardíaca 

de	albúmina	de	suero	bovino	marcado	con	 isotiocianato	de	 fluoresceína	(BSA-FITC).	Tras	el	

procesamiento de los cerebros y la observación de la distribución de los vasos, no detectamos 

alteraciones relevantes entre los animales control y mutante. 

2.4.	Análisis	de	la	actividad	eléctrica	del	hipocampo	en	ausencia	de	Sema3E

El aumento en la proliferación de las células granulares en el adulto se ha detectado en 

diferentes modelos de epilepsia. Estas células granulares que se generan, junto con las ya 

existentes contribuyen a la reorganización aberrante de los axones del hipocampo. Además, 

las convulsiones persistentes también interrumpen la migración de las nuevas células que se 

Sema3e0/0Sema3e+/0 

BSA-FITC BSA-FITC
CA1 CA1

CA3 CA3DG DG

a b

Figura 21.	 Microfotografías	 que	muestran	 la	 distribución	 de	 los	 vasos	 sanguíneos	 en	 el	 hipocampo	 de	 los	
animales control (a, Sema3e+/0) y mutante (b, Sema3e0/0) tras la tinción con BSA-FITC. Abreviaturas: CA: cornu 
ammonis;	DG,	giro	dentado.	Barras	de	escala	a-b= 250µm.



117  

Resultados

generan dando lugar a células ectópicas que invaden el hilus. Estas células ectópicas se integran 

de forma anormal a la circuitería existente dando lugar a un proceso de hiperexcitabilidad 

(Hamani	et	al.,	2005;	Mitchell	et	al.,	1996;	Parent,	2007).	

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, quisimos analizar la actividad 

eléctrica del hipocampo de los animales Sema3e0/0 para determinar si presentaban patrones 

de actividad funcional de tipo epiléptico (Fig. 22). Para ello, en colaboración con el grupo de la 

Dra. María Victoria Sánchez Vives, de IDIBAPS, analizamos la actividad eléctrica espontánea del 

hipocampo mediante el potencial de campo local (LFP, del inglés Local Field Potential) gracias 

al uso de un multi-electrodo de 16 canales. El multi-electrodo se situó de forma que estuviese 

cubriendo las áreas del DG y de la CA1 del hipocampo, y de la corteza cerebral presente encima 

de estas áreas (Fig. 22a-b), en animales Sema3e0/0, Sema3e+/0 y Sema3e+/+ anestesiados. Después 

de cada lectura, se comprobó que el electrodo estuviese cubriendo las áreas mencionadas 

mediante el uso de DiI e histología. 
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Figura 22. Medida de la actividad oscilatoria en los animales control (Sema3e+/+) y mutante (Sema3e0/0). a Mitad de 
una sección coronal que muestra las zonas cubiertas por el multi-electrodo (rojo, DiI) que son la corteza cerebral 
y el hipocampo. b Representación esquemática del multi-electrodo de 16 canales utilizado para medir la actividad 
neuronal. c  Ejemplos de la actividad medida en la corteza cerebral e hipocampo de los animales Sema3e+/+ (negro) 
y Sema3e0/0 (verde) durante la actividad oscilatoria lenta. d Histograma de cajas y bigotes que muestra la duración 
de los Up states medidos en el hipocampo y corteza cerebral de los animales Sema3e+/+ (negro, n=4) y Sema3e0/0 
(verde, n=4). e Potencia media registrada durante los Up states en el hipocampo y corteza cerebral de los animales 
Sema3e+/+ (negro) y Sema3e0/0 (verde). Los datos están representados como la media ± S.E.M (sombra). * P < 0.1, ** P 
< 0.05, Wilcoxon rank-sum test. Abreviaturas: CA: cornu ammonis;	CTX,	corteza;	DG,	giro	dentado.		Barras	de	escala:	
a	=	1mm;	b =	100μm;	c = 0.5s.
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En condiciones de anestesia profunda, la actividad cerebral está caracterizada por la actividad 

oscilatoria de onda lenta (<1Hz) que presentan períodos activos o Up states (potenciales 

postsinápticos excitatorios e inhibitorios) y periodos silentes o Down states (hiperpolarización 

y	 quiescencia)	 (Ruiz-Mejias	 et	 al.,	 2016;	 Steriade	 et	 al.,	 1993;	 Timofeev	 et	 al.,	 1996)	 (Fig.	

22c).Observamos	 que	 el	 perfil	 del	 LFP	 no	 presentaba	 evidencias	 de	 actividad	 espontánea	

tipo epiléptica en ninguno de los genotipos analizados, de forma que procedimos a inducir 

descargas epilépticas evocadas mediante la inyección de ácido kaínico en los animales Sema3e0/0 

y Sema3e+/+, y tampoco observamos diferencias en la dinámica de los periodos epilépticos 

entre	los	dos	genotipos.	No	se	detectaron	diferencias	significativas	en	la	latencia	de	descarga	

(Sema3e0/0: 2400 ± 400s, Sema3e+/+: 1800 ± 600s), ni en la frecuencia de los periodos epilépticos 

(Sema3e0/0: 0.03 ± 0.02Hz, Sema3e+/+: 0.02 ± 0.01Hz), o en la duración de éstos (Sema3e0/0: 

27±3s, Sema3e+/+: 31±11s) (P > 0.05, Wilcoxon rank-sum test para todas las comparaciones). 

Estos resultados muestran que los animales que carecen de Sema3E no presentan descargas 

epilépticas espontáneas, ni un aumento en la tendencia a expresarlas. 

Posteriormente medimos diferentes parámetros de los Up y Down states de la actividad 

oscilatoria lenta y detectamos un aumento en la duración de los Up states en la CA1 y DG 

de los animales Sema3e0/0 (Fig. 22d, verde) respecto al Sema3e+/+ (Fig. 22d, negro) (P < 0.1, 

Wilcoxon rank-sum test), pero no a nivel de la corteza cerebral. Los Up states se generan a 

partir	de	la	conectividad	de	circuitos	locales,	y	su	duración	está	influenciada	por	un	equilibrio	

entre	excitación	e	 inhibición	(Compte	et	al.,	2008;	Contreras	et	al.,	1996;	Sanchez-Vives	and	

McCormick, 2000) por lo que un aumento en la duración de los Up states se considera una 

medida	de	aumento	de	excitabilidad	(Gibson	et	al.,	2008;	Huo	et	al.,	2016).	Por	otro	lado,	el	

equilibrio entre excitación e inhibición también es necesario para la generación de componentes 

oscilatorios	de	alta	frecuencia	tanto	en	la	corteza	como	en	el	hipocampo	(Compte	et	al.,	2008;	

Csicsvari et al., 2003). Para saber más sobre la posible desregulación de este equilibrio en los 

animales Sema3e0/0, medimos la potencia de la actividad oscilatoria de altas frecuencias (10-

100Hz) y observamos que ésta estaba aumentada alrededor del rango gamma (20-55Hz) en el 

DG de estos animales (Fig. 22e, verde) (P < 0.05, Wilcoxon rank-sum test), en comparación con 

los animales Sema3e+/+ (Fig. 22e, negro). 







Capítulo 3:
Estudio del papel de ANG1 y sus receptores 

durante el desarrollo del hipocampo  





123  

Resultados

3.1. Análisis del patrón de expresión de Ang1 y sus receptores en la FH en desarrollo

Para determinar el patrón de expresión de Ang1 y sus receptores Tie2 e Itgb1, llevamos a 

cabo la detección de sus RNA mensajeros (mRNAs) mediante hibridación in situ en cerebros 

procesados en secciones histológicas coronales (Fig. 23). Se procesaron animales wild-type con 

el	objetivo	de	determinar	la	distribución	fisiológica	de	estos	mRNAs.	Los	patrones	de	expresión	

fueron analizados durante el estadio embrionario E16.5, momento en el cual ocurre la mayoría 

de procesos de guía axonal y crecimiento neurítico en el hipocampo. 

Ang1 Itgb1 Tie2

E16.5 E16.5 E16.5a b c

E16.5 E16.5 E16.5d e f

sense sense sense

anti-sense anti-sense anti-sense*

anti-senseanti-sense anti-sense

E16.5

E16.5

E16.5 E16.5

CP

PCL
DG

g h i

coa EC EC

Figura 23.	Microfotografías	que	ilustran	el	patrón	de	expresión	de	Ang1	(a, g), Itgb1 (b, h) y Tie2 (c, i) en cortes 
coronales a E16.5. a, g Se observa expresión de Ang1	en	la	zona	marginal	(flechas	en	a), en la capa I cortical (cabezas 
de	flecha	en	a),	en	la	fimbria	(asterisco	en	a), en el núcleo amigdaloide cortical anterior y corteza entorrinal (g). b, h 
Se detecta marcaje de Itgb1	en	el	epitelio	ependimario	del	ventrículo	lateral	(flechas	en	b), en la placa cortical, en la 
capa piramidal del hipocampo, en las meninges y los vasos sanguíneos y en la corteza entorrinal. c Respecto a Tie2 
observamos expresión en los vasos sanguíneos. d-f	Microfotografías	que	ilustran	la	distribución	de	las	sondas	sense	
de Ang1 (d), Itgb1 (e) y Tie2	 (f).	Abreviaturas:	 coa,	núcleo	amigdaloide	cortical	 anterior;	EC,	 corteza	entorrinal.	
Barras de escala: a-i= 250µm.
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Respecto al ligando Ang1, observamos expresión de su mRNA en la zona marginal del hipocampo 

(flechas	en	Fig.	23a),	en	la	capa	I	cortical	(cabezas	de	flecha	en	Fig.	23a),	en	la	fimbria	(asterisco	

en Fig. 23a), en el núcleo amigdaloide cortical anterior y en la EC (Fig. 23g). Respecto al receptor 

Itgb1 (Fig. 23b), detectamos expresión en los vasos sanguíneos, en la placa cortical (CP), en la 

capa	piramidal	del	hipocampo	(PCL),	en	el	epitelio	ependimario	del	ventrículo	lateral	(flechas	

en Fig. 23b) y en las meninges. Asimismo, también detectamos una ligera marca en la EC (Fig. 

23h). Por último, respecto al receptor Tie2, solo observamos expresión en los vasos sanguíneos 

(Fig. 23c, i). Los controles negativos de la hibridación, llevados a cabo mediante la incubación 

con la sonda sense,	no	mostraron	señales	específicas	(Figs.	23d-f).	Los	resultados	obtenidos	

muestran que Ang1 e Itgb1 se expresan en el parénquima neural de la FH en desarrollo, y Tie2 

en los vasos sanguíneos presentes en todo el parénquima.

3.2.	Análisis	de	la	expresión	de	ANG1	y	sus	receptores	en	cultivos	neuronales

Puesto que Ang1 y sus receptores se expresan en la FH en desarrollo, y teniendo en cuenta 

las funciones que ANG1 lleva a cabo sobre diferentes modelos neuronales in vitro, quisimos 

analizar sus funciones en cultivos primarios hipocámpicos de embriones a E16.5. En primer 

lugar, quisimos conocer si los receptores TIE2 e ITGB1 están presentes en este tipo de cultivos, 

mediante inmunocitoquímica. No obstante, antes de este paso, llevamos a cabo la caracterización 

de diferentes anticuerpos primarios con el objetivo de seleccionar el más óptimo para la 

inmunodetección de estas proteínas. Para esta caracterización utilizamos las líneas celulares 

COS-1	y	HEK293	transfectadas	con	los	plásmidos	que	codifican	para	ANG1,	TIE2	o	ITGB1,	por	

separado. Tras probar diferentes anticuerpos para cada proteína, seleccionamos aquellos que 

mejor funcionaron, que se muestran en la Tabla 2 de Materiales y Métodos, y cuyos resultados 

se observan en la Figura 24. La primera columna de la Figura 24 muestra el resultado obtenido 

tras la inmunodetección de las diferentes proteínas con su anticuerpo primario óptimo (Fig. 

24a, d, g, j, m, p). La segunda y tercera columna muestran los resultados de los controles 

negativos utilizados, que fueron el control negativo de la transfección (Fig. 24b, e, h, k, n, q), y 

el	control	negativo	de	la	inmunofluorescencia	(Fig.	24c,	f,	i,	l,	o,	r),	respectivamente.	En	ambas	

líneas	celulares	transfectadas	con	el	vector	que	codifica	para	ANG1,	observamos	cómo	la	señal	

de esta proteína se presenta en forma punteada por todo el citoplasma de la célula (Fig. 24a, 

d).  En el caso de ITGB1 y TIE2, observamos cómo la señal de ambas proteínas se encuentra 

también	en	forma	punteada,	aunque	por	toda	la	célula	(ITGB1:	Fig.	24g,	j;	TIE2:	Fig.24m,	p).	Los	

controles negativos no mostraron señal, a excepción del control negativo de la transfección de 

Itgb1, en la cual sí observamos señal (Fig. 24h, k), aunque esta situación se repitió para todos 
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los anticuerpos de ITGB1 analizados. 

Ab1º + Ab2º Ab1º + Ab2º Ab2º

pCMV-Sport 6-Ang1 pCMV-Sport 6 pCMV-Sport 6-Ang1 

pCMV-Sport 6-Ang1 pCMV-Sport 6 pCMV-Sport 6-Ang1 

pYX-Asc-Itgb1 pYX-Asc pYX-Asc-Itgb1 

pYX-Asc-Itgb1 pYX-Asc pYX-Asc-Itgb1 

pCMV-Sport 6.1-Tie2 pCMV-Sport 6.1 pCMV-Sport 6.1-Tie2 

pCMV-Sport 6.1-Tie2 pCMV-Sport 6.1 pCMV-Sport 6.1-Tie2 
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Figura 24. Caracterización de los anticuerpos primarios contra ANG1 (a-f), ITGB1 (g-l) y TIE2 (m-r). 
Microfotografías	que	muestran	el	resultado	obtenido	tras	la	inmunofluorescencia	realizada	sobre	células	COS-1	y	
HEK293	transfectadas	con	vectores	que	codifican	para	Ang1 (a, d), Itgb1 (g, j) y Tie2 (m, p). Se observa cómo ANG1 
se expresa de forma punteada en el citoplasma de ambas líneas celulares (a, d), mientras que ITGB1 y TIE2 también 
se expresan de forma punteada aunque por toda la célula (g, j, m, p). También se ilustran el control negativo de la 
transfección para ANG1 (b, e), ITGB1 (h, k), y TIE2 (n, q);	y	el	control	negativo	de	la	inmunofluorescencia	(c, f, i, l, 
o, r). Barras de escala: a-r= 50µm.
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Habiendo seleccionado los anticuerpos primarios más óptimos para la inmunodetección de 

TIE2 e ITGB1, decidimos analizar su expresión en los cultivos primarios hipocámpicos (Fig. 25). 

La detección se realizó a diferentes días in vitro, tanto en presencia como en ausencia de suero 

(NHS, del inglés Normal Horse Serum). Observamos que en todas las condiciones analizadas, 

ambos receptores se expresan por toda la célula (Fig. 25a-e, g-k). También llevamos a cabo el 

control	negativo	de	la	inmunofluorescencia,	en	el	cual	no	observamos	ninguna	señal	(Fig.	25f,	

l). Por lo tanto, ambos receptores se expresan en los cultivos primarios hipocámpicos, desde 

el cuarto al octavo DIV, y tanto en presencia como en ausencia de suero. Por otro lado, también 

analizamos por RT-qPCR los niveles de mRNA de Itgb1 (Fig. 25m) y Tie2 (Fig. 25n). Observamos 

que, en presencia de suero, los niveles de mRNA de Itgb1 aumentan desde el primer al octavo 

DIV, no obstante, cuando se depriva de suero a las células, a partir del cuarto DIV, estos niveles 

disminuyen. Al contrario de lo que ocurre con Itgb1, los de Tie2 van disminuyendo desde el 

primer al octavo día in vitro, tanto en presencia como en ausencia de suero.
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Figura 25. Microfotografías	que	ilustran	la	imnunodetección	
de ITGB1 y TIE2 en cultivos primarios hipocámpicos. 
Se observa expresión de ambos receptores en todas las 
condiciones analizadas, y ambos se expresan por toda la 
célula. f, l Control	negativo	de	la	inmunofluorescencia.	m-n 
Medición de los niveles de mRNA de Itgb1 (m) y Tie2 (n) 
por RT-qPCR, en unidades arbitrarias (UA). m Se observa 
cómo en presencia de suero los niveles de mRNA de Itgb1 
aumentan desde el primer al octavo DIV, mientras que 
éstos disminuyen tras la deprivación de suero desde el 
cuarto DIV. n Se observa cómo los niveles de mRNA de Tie2 
disminuyen desde el primer al octavo DIV. Barras de escala: 
a-l= 50µm.
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3.3.	Estudio	del	papel	de	ANG1	sobre	la	longitud	neurítica	y	el	crecimiento	axónico	en	

cultivos	neuronales

Trabajos previos han demostrado que ANG1 puede promover el crecimiento neurítico en 

células	 del	 ganglio	 de	 la	 raíz	 dorsal	 (Kosacka	 et	 al.,	 2005;	 Kosacka	 et	 al.,	 2006;	Ward	 and	

Lamanna, 2004), en cultivos primarios corticales (Cui et al., 2013) y en células PC12 (Chen et 

al., 2009). No obstante, existe cierta controversia en cuanto a los receptores a través de los 

cuales lleva a cabo esta función, puesto que se ha observado que para algunos casos actúa a 

través	de	TIE2	(Cui	et	al.,	2013;	Kosacka	et	al.,	2005;	Kosacka	et	al.,	2006),	y	en	otros	a	través	de	

ITGB1	 (Chen	 et	 al.,	 2009;	 Ward	 and	 Lamanna,	 2004).	 Se	 ha	 observado	 incluso,	 de	 forma	

independiente, que para un mismo tipo celular, ANG1 puede actuar a través de ambos receptores, 

como	es	el	caso	de	las	células	del	ganglio	de	la	raíz	dorsal	(Kosacka	et	al.,	2005;	Kosacka	et	al.,	

2006;	Ward	and	Lamanna,	2004).	Teniendo	en	cuenta	estos	trabajos,	y	que	los	cultivos	primarios	

hipocámpicos tienen ambos receptores, decidimos analizar el efecto de ANG1 sobre el 

crecimiento neurítico de estas células (Fig. 26), en concreto en el crecimiento de la neurita más 

larga, que sería el equivalente al axón in vivo. 
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Figura 26.	 Cuantificación	 de	 la	 longitud	 de	 la	 neurita	 más	 larga	 tras	 el	 tratamiento	 de	 los	 cultivos	 primarios	
hipocámpicos con (COMP)-ANG1. a-b, d-e	Microfotografías	que	muestran	la	inmunodetección	de	tubulina	acetilada	
en los cultivos primarios hipocámpicos tratados a 0DIV (a-b) y a 1DIV (d-e) con PBS+0.02%CHAPS como situación 
control (a, d) y (COMP)-ANG1 (b, e). c, f Histogramas	que	representan	los	resultados	obtenidos	tras	la	cuantificación	
de la longitud de la neurita más larga. A 0DIV (c)	no	se	observan	diferencias	estadísticamente	significativas	entre	
el tratado y el no tratado. A 1DIV (f), las células tratadas con (COMP)-ANG1 presentan mayor longitud de la neurita 
más	larga	que	las	células	de	la	situación	control,	y	la	diferencia	es	estadísticamente	significativa.	*P	<	0.05.	Barras	
de escala: a-b, d-e= 50µm.
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Para ello, tratamos los cultivos con una proteína comercial, (COMP)-ANG1, tanto a 0DIV (Fig. 

26a-c), es decir, en el momento en el que se plantan las células, como a 1DIV (Fig. 26d-f). Como 

tratamiento control utilizamos CHAPS al 0.01% en PBS 0.1M que es la solución en la que viene 

disuelta la proteína recombinante. Tras la inmunodetección de tubulina acetilada (Fig. 26a-b, 

d-e), y la medición de la longitud de la neurita más larga, observamos que a 0DIV no existen 

diferencias	significativas	en	ambas	condiciones	analizadas	(Fig.	26c:	Control:	160.4	±	10.65;	vs 

(COMP)-ANG1:	149.0	±	6.234;	Mean	±	S.E.M.;	t	=	0.92;	P	=0.3608;	confidence	interval	95%	=	

-35.96	to	13.26;	Unpaired	t	test	with	Welch´s	correction).	No	obstante,	a	1DIV	observamos	que	

las células tratadas con (COMP)-ANG1 presentan mayor longitud neurítica respecto al control 

(Fig.	26f:	Control:	148.1	±	9.558;	vs	(COMP)-ANG1:	175.2	±	9.261;	Mean	±	S.E.M.;	t	=	2.038;	P 

=0.0449;	confidence	interval	95%	=	0.6291	to	53.62;	Unpaired	t	test	with	Welch´s	correction,	

*P < 0.05). Por tanto, ANG1 es capaz de incrementar la longitud de la neurita más larga de los 

cultivos primarios hipocámpicos tras el tratamiento a 1DIV. 

Otra aproximación que llevamos a cabo fue determinar la función de ANG1 sobre el crecimiento 

axónico, mediante explantes de CA de embriones a E16.5 (Fig. 27). Al igual que con los cultivos 

primarios, realizamos el tratamiento con (COMP)-ANG1 a 0DIV (Fig. 27b) y 1DIV (Fig. 27c). Los 

experimentos	se	pararon	a	4DIV	y	tras	la	inmunodetección	de	TUJ-1,	cuantificamos	la	distancia	

máxima alcanzada por los axones mediante el uso del plug-in NeuriteJ del programa ImageJ. 

Tras la medición (Fig. 27d), observamos que los explantes tratados a 0DIV alcanzan mayor 

distancia que la situación control, aunque la diferencia observada no es estadísticamente 

significativa.	 Para	 los	 explantes	 tratados	 a	 1DIV,	 no	 observamos	 diferencias	 en	 la	 distancia	

máxima alcanzada de los axones respecto a la situación control. No obstante, sí observamos 

diferencias	significativas	entre	la	distancia	máxima	que	alcanzan	los	axones	de	los	explantes	

tratados a 0DIV respecto a los tratados a 1DIV, presentando los primeros, valores de mayor 

magnitud	(Control:	771.4	±	33.82;	vs	(COMP)-ANG1	0DIV:	977.5	±	86.32;	Mean		±	S.E.M.;	t = 

2.128;	P	=0.1315;	confidence	interval	95%	=	-455.3	to	43.2;	Control:	771.4	±	33.82;	vs (COMP)-

ANG1	1DIV:	730	±	48.13;	Mean	 	±	S.E.M.;	 t	=	0.4277;	P	>0.9999;	confidence	 interval	95%	=	

-207.8	to	290.7;	(COMP)-ANG1	0DIV:	977.5	±	86.32;	vs	(COMP)-ANG1	1DIV:	730	±	48.13;	Mean		

±	S.E.M.;	t	=	2.816;	P=	0.0287;	confidence	interval	95%	=	21.29	to	473.7;	ANOVA,	Bonferroni	

post hoc test, *P < 0.05). En conclusión, los resultados obtenidos muestran que ANG1 es capaz 

de incrementar la distancia máxima que alcanzan los axones hipocámpicos al ser tratados a 

0DIV pero no a 1DIV.
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Figura	27.	Cuantificación	de	la	distancia	máxima	alcanzada	de	los	
axones de explantes de CA tratados con PBS+0.02%CHAPS (a) 
como situación control, y con (COMP)-ANG1 a 0DIV (b) y 1DIV 
(c). d Histograma que representa el resultado obtenido tras la 
cuantificación	de	la	distancia	máxima	alcanzada	por	los	axones.	
Se observa cómo los axones de los explantes tratados a 0DIV 
presentan mayor distancia máxima que la situación control, 
aunque	 esta	 diferencia	 no	 es	 estadísticamente	 significativa.	
Se observa cómo los explantes tratados a 1DIV no presentan 
diferencias respecto a la situación control, pero sí respecto a los 
tratados a 0DIV, los cuales presentan mayor distancia máxima. 
*P < 0.05. Barras de escala: a-c= 150µm.
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Las semaforinas son moléculas inicialmente conocidas como moléculas de guía axonal que 

juegan un papel fundamental en el establecimiento de las conexiones durante el desarrollo. 

En esta etapa intervienen en el crecimiento de los procesos neuríticos, en la guía axonal, en la 

inervación de la diana y en la migración neuronal. Llevando a cabo estas funciones promueven 

la formación de un andamio inicial de conectividad neuronal. No obstante, las funciones de 

las semaforinas no están delimitadas exclusivamente al desarrollo, puesto que también 

intervienen	en	la	etapa	adulta	llevando	a	cabo	funciones	que	darán	lugar	al	refinamiento	de	

este andamio inicial. Estas funciones en el adulto están enfocadas a esculpir y transformar la 

red neuronal inmadura en la red neuronal compleja y funcional que observamos en el adulto. 

Entre estas funciones se encuentran la elaboración dendrítica, la sinaptogénesis, la eliminación 

de conexiones aberrantes, la remodelación de la conectividad sináptica dependiente de 

la	 experiencia,	 y	 la	 muerte	 celular	 ((Mann	 et	 al.,	 2007;	 Pasterkamp	 and	 Giger,	 2009)	 para	

revisión). Por lo tanto, el funcionamiento adecuado del sistema nervioso maduro depende del 

correcto establecimiento de los circuitos neuronales durante el desarrollo y de la constante 

remodelación de estos circuitos en el adulto. Es por ello que alteraciones en la expresión o función 

de las semaforinas dan lugar a perturbaciones en la conectividad neuronal o función sináptica 

relacionadas con determinados trastornos del desarrollo, psiquiátricos y neurodegenerativos. 

Asimismo, hay estudios que relacionan estas alteraciones en la expresión o función de las 

semaforinas	con	trastornos	como	la	esclerosis	lateral	amiotrófica	(ALS),	epilepsia,	enfermedad	

de	Alzheimer	y	problemas	en	 la	 regeneración	del	SNC	((Mann	et	al.,	2007;	Pasterkamp	and	

Giger, 2009) para revisión). 

En algunos de estos trastornos mencionados como son la enfermedad de Alzheimer y la epilepsia, 

se ve afectada la formación hipocámpica. También puede verse alterada en otros trastornos 

como	son	el	estrés	crónico,	la	depresión	y	la	esquizofrenia	((Mann	et	al.,	2007;	Pasterkamp	and	

Giger,	2009)	para	revisión).	La	FH	es	una	estructura	que	presenta	funciones	fisiológicas	muy	

importantes. Interviene en diferentes procesos cognitivos como son la memoria declarativa y 

espacial, el aprendizaje, la inhibición del comportamiento, el comportamiento emocional, la 

ansiedad y el estrés. Además, es una estructura que presenta un elevado grado de organización, 

y donde el desarrollo de las conexiones ocurre de forma muy estereotipada. Se conoce muy 

bien la trayectoria y las regiones dianas de las diferentes vías, así como los tiempos en los que 

comienzan a establecerse (Super and Soriano, 1994). Es por ello que la FH es una región que 

ha sido utilizada como modelo de estudio fundamental en Neurociencias, pero sobre todo en la 

especificación	axonal.	Durante	este	proceso	de	especificación	axonal	y	“wiring”	que	ocurre	en	

el hipocampo en desarrollo y adulto, es relevante la función que desempeñan las semaforinas 
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de la clase III y sus receptores. Es por ello que en muchos trastornos en los que se ve alterada la 

FH, también se observa alteración en la expresión o función de estas semaforinas. Para conocer 

qué ocurre en una situación patológica en la cual están implicadas alteraciones en la expresión 

y función de estas semaforinas, es importante conocer en primer lugar cuáles son sus funciones 

fisiológicas.	De	esta	manera,	 se	podría	 llegar	a	 identificar	posibles	dianas	 terapéuticas	para	

enfermedades que son cada vez más incidentes. 

Una de las semaforinas de la clase III que no ha sido del todo explorada en este aspecto, es 

Sema3E. Este ligando, junto con su receptor PlexinD1, se conoce que intervienen en el desarrollo 

de	otras	conexiones	cerebrales	(Bellon	et	al.,	2010;	Chauvet	et	al.,	2007).	Además,	su	expresión	

y función se ha visto alterada en diversas patologías como en la regeneración axonal tras lesión 

del	SNC	((Mann	et	al.,	2007;	Pasterkamp	and	Verhaagen,	2006)	para	revisión)	y	 la	epilepsia	

(Yutsudo	et	al.,	2013).	Es	por	ello	que	la	presente	tesis	se	centra	en	conocer	las	funciones	del	

binomio Sema3E/PlexinD1 en el desarrollo y la etapa adulta de la FH. 

1.1. Papel de Sema3E/PlexinD1 en el desarrollo de las conexiones del hipocampo

La vía perforante o conexión EH conecta la neocorteza con la FH, y constituye la principal vía 

de	entrada	de	información	neocortical	al	hipocampo	(Amaral	and	Witter,	1989;	Burwell	et	al.,	

1995;	Isaacson	and	Pribram,	1975;	Witter	et	al.,	1989).	De	forma	que	el	correcto	desarrollo	

de la vía es fundamental para el desempeño adecuado de sus funciones. Respecto a las 

semaforinas de la clase III, se conoce bastante bien el papel que desempeñan Sema3A y Sema3F, 

y	sus	receptores,	durante	el	desarrollo	de	la	conexión	EH	(Chedotal	et	al.,	1998;	Pozas	et	al.,	

2001). Estudios previos muestran cómo estas dos semaforinas llevan a cabo la repulsión de los 

axones hipocámpicos y entorrinales in vitro	(Chedotal	et	al.,	1998;	Pozas	et	al.,	2001;	Steup	et	

al., 1999). La repulsión de los axones hipocámpicos por estas semaforinas ocurre desde E14, 

cuando comienzan a desarrollarse, y desaparece completamente en los estadios postnatales 

tempranos, cuando alcanzan sus dianas. Por otro lado, Sema3A lleva a cabo la repulsión de 

los	axones	entorrinales	en	los	estadios	embrionarios	(Chedotal	et	al.,	1998;	Pozas	et	al.,	2001;	

Steup et al., 1999), cuando comienza a desarrollarse la conexión EH. En los estadios postnatales, 

cuando los axones entorrinales ya han alcanzado su diana, Sema3A y Sema3F también llevan a 

cabo la repulsión de estos axones, pudiendo estar involucradas en los procesos de terminación 

de la conexión y sinaptogénesis (Pozas et al., 2001). De esta forma, se ha observado que, a nivel 

postnatal,	los	animales	deficientes	de	Sema3A	presentan	alteraciones	en	la	terminación	de	los	

axones entorrinales, que inervan de forma anómala el stratum radiatum y el hilus (Pozas et al., 

2001).	Se	define	que	un	patrón	de	expresión	decreciente	de	ambas	semaforinas	desde	la	corteza	
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entorrinal hacia el hipocampo impiden que los axones hipocámpicos crezcan hacia la EC, y 

los	empuje	hacia	la	fimbria,	donde	la	expresión	de	señales	quimioatractivas	favorecerían	este	

proceso	(Chedotal	et	al.,	1998;	Pozas	et	al.,	2001).	Por	otro	lado,	señales	repulsivas	presentes	

en la neocorteza adyacente a la EC impiden que los axones entorrinales entren en la neocorteza 

y se dirijan hacia el hipocampo para formar la vía perforante (Chedotal et al., 1998). 

Aunque la función de Sema3E haya sido estudiada en este contexto, tal y como se ha comentado 

previamente, los resultados obtenidos hasta el momento resultan ser algo contradictorios. 

Se había demostrado que Sema3E solo era capaz de llevar a cabo la repulsión de los axones 

hipocámpicos a E14.5, sin presentar más efectos en estadios posteriores (Pozas et al., 2001), 

no obstante, desde el descubrimiento de PlexinD1 como receptor directo de Sema3E (Gu et al., 

2005) se han ido descubriendo nuevas funciones del ligando en el desarrollo del telencéfalo. 

Asimismo, se ha visto que el binomio Sema3E/PlexinD1 lleva a cabo el colapso de los axones 

corticales a E17.5 (Chauvet et al., 2007), interviene en la migración de las células de CR durante 

el desarrollo cortical (Bribian et al., 2014) y en el desarrollo de las conexiones subiculares 

(Bellon	et	al.,	2010;	Chauvet	et	al.,	2007)	y	estriatales	(Ding	et	al.,	2012).	No	obstante,	la	función	

del binomio Sema3E/PlexinD1 durante el desarrollo de la conexión EH no ha sido explorada. 

Para ello, en primer lugar, llevamos a cabo el análisis del patrón de expresión del ligando y su 

receptor durante el desarrollo de la FH. En segundo lugar, decidimos estudiar las funciones que 

Sema3E ejerce, in vitro, sobre los axones de las diferentes regiones que componen la FH.

1.1.1. Sema3e y Plxnd1 se expresan en la FH en desarrollo

El patrón de expresión de Sema3E y PlexinD1 ha sido analizado en estudios previos. 

Brevemente, se conoce que PlexinD1 se expresa en el ratón, en la preplaca y subplaca, en los 

estadios tempranos de la corticogénesis (a E12.5), así como en las células de CR del hipocampo.  

Posteriormente, se expresa en la placa cortical presentando un gradiente de expresión lateral-

medial (E14.5-E16.5), estando presente sobretodo en las regiones ventrolaterales de la corteza. 

También se ha detectado que se expresa en el estriado (desde E14.5) y en la capa piramidal del 

subiculum (a E17.5). Desde E18.5 hasta la etapa adulta se expresa en las capas II/III y Va de la 

neocorteza	(Bribian	et	al.,	2014;	Chauvet	et	al.,	2007;	Deck	et	al.,	2013;	Molyneaux	et	al.,	2009;	

Watakabe et al., 2006). Además, se ha observado que Sema3E y PlexinD1 presentan un patrón 

de expresión complementario, puesto que Sema3E se expresa desde muy temprano (E12.5) en 

la zona ventricular/subventricular de la neocorteza, así como en el hipocampo (Bribian et al., 

2014), y en las capas corticales más profundas en el adulto (Watakabe et al., 2006). 
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No obstante, decidimos analizar el patrón de expresión de ambas proteínas a distintos estadios 

embrionarios claves en el desarrollo de las conexiones del hipocampo. Tras llevar a cabo este 

análisis observamos que ambas proteínas se expresan en todos los estadios analizados, y cómo 

el	patrón	de	expresión	concuerda	con	lo	descrito	previamente	(Bribian	et	al.,	2014;	Chauvet	

et	al.,	2007;	Deck	et	al.,	2013).	Además,	analizamos	el	patrón	de	expresión	de	las	semaforinas	

Sema3A y Sema3F y de sus receptores Np1 y Np2 cuyas funciones en el desarrollo de las 

conexiones del hipocampo son más conocidas, y con el objetivo de integrar la información 

que obtuviésemos en la ya existente. También observamos que éstas se expresan en la FH en 

todos los estadios analizados, tal y como se había descrito previamente (Chedotal et al., 1998). 

Detectamos cómo el patrón de expresión que presentan las proteínas analizadas, a lo largo del 

desarrollo, es muy dinámico y variable, ya que se expresan y dejan de expresar a medida que 

se van desarrollando y estableciendo las diferentes conexiones. Por otra parte, se conoce que el 

binomio Sema3E/PlexinD1 también es capaz de actuar a través de Np1-VEGFR2 para dar lugar 

a procesos de quimioatracción en los axones subiculo-mamilares (Bellon et al., 2010). Es por 

ello que también analizamos el patrón de expresión de VEGFR2, mediante hibridación in situ, 

respecto al cual solo observamos expresión en los vasos sanguíneos (Fig. 28d).

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos analizar si Sema3E presenta algún efecto 

sobre los axones de aquellas regiones donde se expresa PlexinD1. Para ello llevamos a cabo los 

experimentos de co-cultivos. 

1.1.2.	Sema3E	presenta	actividad	quimiorrepulsiva in vitro

Llevando a cabo los experimentos de co-cultivos observamos cómo Sema3E lleva a cabo 

la quimiorrepulsión de los axones hipocámpicos, subiculares, y de las cortezas entorrinal y 

ventrolateral a E14.5 y E16.5. Si analizamos el patrón de expresión de Plxnd1, podemos observar 

cómo ésta se expresa en las áreas mencionadas en ambos estadios, a excepción del hipocampo 

a E14.5. Como se ha comentado previamente (apartado Semaforinas de la introducción), se ha 

descrito que la unión de Sema3E a PlexinD1 da lugar a una respuesta de quimiorrepulsión en 

los axones estriatonigrales y corticofugales (Chauvet et al., 2007), mientras que la unión de 

Sema3E al complejo receptor formado por PlexinD1, Np1 y VEGFR2 da lugar a una respuesta 

de quimioatracción en los axones subiculo-mamilares (Bellon et al., 2010). Puesto que en los 

presentes resultados hemos observado que Sema3E da lugar a respuestas de quimiorrepulsión 

y no de quimioatracción, parece ser que el ligando esté actuando a través de PlexinD1 

únicamente. Además, esta quimiorrepulsión disminuye a E14.5 (del 93.75% al 54.5%) en 

los axones entorrinales procedentes del mutante que carece de PlexinD1, corroborando que 
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Sema3E posiblemente esté actuando directamente sobre dicho receptor. 

Como se ha comentado previamente, a E14.5 vemos quimiorrepulsión de los axones 

hipocámpicos, donde no se expresa Plxnd1. Esta respuesta puede deberse a que los experimentos 

de co-cultivos permanecen in vitro durante varios días, momento en el cual ya se detecta 

expresión de Plxnd1 en el hipocampo. No obstante, Sema3E también podría estar actuando a 

través de otro receptor cuya interacción se desconozca hasta el momento. Asimismo, se ha 

determinado que Sema3E en altas concentraciones también puede unirse a Np1 y Np2 in vitro 

(Watakabe et al., 2006). Para conocer si Sema3E está actuando a través de Np1 o Np2 en este 

contexto, se podrían realizar experimentos de co-cultivos donde se bloquee la función de Np1 

y Np2 mediante el uso de anticuerpos, como se ha realizado en otros trabajos (Chedotal et al., 

1998;	Giger	et	al.,	1998;	He	and	Tessier-Lavigne,	1997;	Pozas	et	al.,	2001).	También	se	podrían	

realizar experimentos de co-cultivos utilizando explantes procedentes de animales que carecen 

de Np1 o Np2. Por otro lado, al contrario de lo que ocurre en Bellon et al., 2010, donde observan 

una acción quimioatractiva de Sema3E sobre los axones subiculares a E17.5, en el presente 

estudio hemos observado una acción quimiorrepulsiva, no obstante, esta acción quimiorrepulsiva 

disminuye desde E14.5 a E16.5 del 75% al 60%, y no ha sido analizada a E17.5, momento en el 

cual se ha descrito esa quimioatracción. Sin embargo, esa quimioatracción mediada por Sema3E 

es dependiente de VEGFR2, y en el presente trabajo solo hemos observado expresión de 

VEGFR2 en los vasos sanguíneos y no en el parénquima neural (Fig. 28d).

Por otro lado, puesto que Sema4A es capaz de llevar a cabo un proceso de quimiorrepulsión 

en neuronas hipocámpicas y corticales in vitro (Ishii	et	al.,	2010;	Yukawa	et	al.,	2005),	y	que	

además es capaz de unirse a PlexinD1 en el sistema vascular (Gay et al., 2011), no se descarta 

que también pueda estar actuando durante el desarrollo de las conexiones de la FH. Un estudio 

detallado sobre el patrón de expresión de dicha proteína así como de sus posibles funciones 

sobre las diferentes regiones de la FH, in vitro,	ayudarían	a	clarificar	este	hecho.

Sema3e Plxnd1 Np1 Vegfr2

E18.5 E18.5 E18.5 E18.5a b c d

Figura 28.	Microfotografías	que	ilustran	el	patrón	de	expresión	de	Sema3e (a), Plxnd1 (b), Np1(c) y Vegfr2 (d). Se 
observa expresión de Vegfr2 exclusivamente en los vasos sanguíneos. Barras de escala: a-d= 1mm.  
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En cuanto a Sema3A, observamos que ésta presenta cambios en su capacidad quimiorrepulsiva 

desde E14.5 a E16.5. Asimismo, observamos que a E14.5 lleva a cabo la quimiorrepulsión 

de los axones hipocámpicos, tal y como se había descrito previamente (Pozas et al., 2001), y 

cómo esta quimiorrepulsión disminuye a E16.5. Si observamos el patrón de expresión de Np1, 

vemos que ésta se expresa en el hipocampo tanto a E14.5 como a E16.5, por lo que, en cierta 

medida, Sema3A podría estar actuando a través de dicho receptor. Por otro lado, en el caso de 

los explantes de subiculum y corteza entorrinal, observamos como Sema3A pasa de no ejercer 

ninguna función a E14.5, a presentar un aumento en la capacidad quimiorrepulsiva sobre los 

axones de estas regiones. Observando de nuevo el patrón de expresión de Np1, podemos ver 

como ésta se expresa en subiculum y corteza entorrinal en ambos estadios. No obstante, estos 

cambios observados en la capacidad quimiorrepulsiva de Sema3A a lo largo del desarrollo, 

también podrían deberse a cambios en la combinación de Np1 con diferentes Plexinas (Rohm 

et	al.,	2000;	Takahashi	et	al.,	1999;	Tamagnone	et	al.,	1999).	

Respecto a Sema3F, también observamos que ésta presenta cambios en su capacidad 

quimiorrepulsiva desde E14.5 a E16.5. Asimismo, observamos como a E14.5 lleva a cabo la 

quimiorrepulsión de los axones hipocámpicos y de la corteza ventrolateral, y cómo esta 

quimiorrepulsión aumenta a E16.5. Por otro lado, observamos como a E14.5, Sema3F no 

ejerce ningún efecto sobre los axones subiculares y entorrinales, y como a E16.5 ésta ejerce un 

proceso de quimiorrepulsión sobre estos axones. Estos efectos correlacionan con el patrón de 

expresión de Np2, cuyos niveles de expresión se ven incrementados desde E14.5 a E16.5 en las 

regiones mencionadas (hipocampo, corteza ventrolateral, subiculum y corteza entorrinal). No 

obstante, al igual que ocurre con Sema3A, los cambios observados en la capacidad repulsiva 

de Sema3F, a lo largo del desarrollo, podrían deberse a cambios en la combinación de Np2 con 

diferentes Plexinas. 

Cabe destacar la ausencia de expresión de las tres semaforinas analizadas en la región 

subicular. Puesto que la conexión EH atraviesa dicha región a medida que transcurre hacia el 

hipocampo, es considerable pensar que estos bajos niveles de expresión en las semaforinas 

3A, 3F y 3E, constituyen un pasillo axonal que ayuda al correcto establecimiento de la vía, tal 

y como ocurre en otras conexiones como la talamocortical (Lopez-Bendito et al., 2006). En la 

conexión talamocortical, la migración tangencial temprana de neuronas GABAérgicas desde 

la eminencia ganglionar lateral hasta la medial, es esencial para la formación de un pasillo 

permisivo por el cual los axones talamocorticales pueden extenderse por el télencefalo. Durante 

este proceso, las células que forman este pasillo, también denominadas corridor cells, secretan 

Neuroregulina-1, que actúa guiando a los axones talamocorticales hacia el télencefalo (Lopez-
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Bendito et al., 2006).

1.1.3.	El	binomio	Sema3E/PlexinD1	participa	en	la	distribución	final	de	los	axones	de	la	via	EH

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que Sema3E es capaz de actuar sobre los 

axones entorrinales in vitro, en los estadios en los que se desarrolla la vía EH. Además, parece 

ser que ejerce su función a través de PlexinD1. Es por ello por lo que decidimos analizar el 

desarrollo de la vía EH en ausencia tanto del ligando como del receptor. 

Tras realizar los experimentos de trazado de la conexión EH observamos como el binomio 

Sema3E/PlexinD1 no es imprescindible para el establecimiento de la vía, no obstante, en 

ausencia	tanto	del	ligando	como	del	receptor,	ocurren	alteraciones	en	la	distribución	final	de	

los axones, tal y como se ha descrito que ocurre en el animal Sema3a0/0 (Pozas et al., 2001). Sin 

embargo, mediante el trazado con BDA, estos defectos no se observan en el hipocampo adulto, 

por	lo	que	probablemente	se	resuelven	durante	la	etapa	de	refinamiento	de	sinapsis	que	ocurre	

a	nivel	postnatal,	tal	y	como	se	piensa	que	ocurre	para	las	fibras	corticofugales	y	estriatonigrales	

en el animal Sema3e0/0	(Bellon	et	al.,	2010;	Chauvet	et	al.,	2007).	En	el	caso	de	estas	fibras,	en	

el animal Sema3e0/0 adulto no se observan las alteraciones detectadas durante el desarrollo, 

donde los axones invaden regiones que normalmente no invaden, como son el núcleo reticular 

talámico y el cerebro medio dorsal. Una razón por la cual los axones entorrinales ectópicos 

no se observen en el adulto, podría ser porque durante el desarrollo de la conexión EH, los 

axones entorrinales establecen contactos sinápticos transitorios con las células de CR  (Ceranik 

et	al.,	2000;	Super	et	al.,	1998;	Super	and	Soriano,	1994),	hasta	que	las	dendritas	de	las	células	

granulares hayan madurado. De forma que los axones ectópicos que observamos en ausencia 

de Sema3E, durante el desarrollo de la vía, puede que no lleguen a establecer estos contactos 

transitorios y que por tanto terminen sufriendo un proceso de retracción o reorganización. 

1.2 Papel de Sema3E/PlexinD1 en el hipocampo postnatal y adulto

Puesto que el desarrollo de la FH continúa durante las etapas postnatales, y teniendo en 

cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, decidimos analizar las posibles funciones 

del binomio Sema3E/PlexinD1 en el hipocampo postnatal y adulto. En primer lugar, llevamos 

a cabo el estudio citoarquitectónico del hipocampo, y observamos grandes alteraciones a 

nivel del giro dentado, diana de los axones entorrinales. Tras analizar la citoarquitectura del 

hipocampo mediante diversos marcadores neuronales, pudimos observar que en ausencia de 

Sema3E, o de PlexinD1, los animales presentan alteraciones a nivel del giro dentado desde la 
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etapa postnatal hasta la adulta, siendo estas alteraciones más evidentes en ausencia del ligando 

que del receptor. Detectamos la presencia de ondulaciones en la hoja suprapiramidal del DG 

y células granulares ectópicas invadiendo la capa molecular. Asimismo, también observamos 

alteraciones	 en	 la	 distribución	 de	 algunas	 de	 las	 conexiones,	 como	 las	 fibras	musgosas,	 las	

cuales	se	encuentran	ectópicas,	invadiendo	la	capa	granular	y	molecular	interna	del	DG;	y	las	

fibras	comisurales,	que	se	presentan	difusas	en	la	capa	molecular	interna.	

1.2.1 Posible función del binomio Sema3E/PlexinD1 en el proceso de migración de las células 

granulares

Las alteraciones observadas en el DG podrían deberse a un problema en la migración de las 

células granulares. Durante el desarrollo del DG se conoce que las meninges y las células de 

CR secretan CXCL12 que atrae a las células granulares que se encuentran migrando hacia el 

incipiente DG (Bagri and Tessier-Lavigne, 2002). Puesto que el binomio Sema3E/PlexinD1 lleva 

a cabo la disminución de la motilidad y velocidad de la migración de las células de CR durante la 

corticogénesis, modulando diferentes aspectos de la señalización mediada por CXCL12/CXCR4 

(Bribian et al., 2014), es posible que también pudiera estar ejerciendo una función parecida en 

las células granulares. De forma que en ausencia de Sema3E, se podría dar lugar a un aumento 

en la capacidad migratoria de estas células y que por tanto acaben situándose de forma errónea. 

Por otra parte, las células de CR que se encuentran en la zona marginal (lo que será el stratum 

lacunosum moleculare) y la capa molecular externa del giro dentado, y la proteína que secretan, 

Reelina, son imprescindibles para el correcto desarrollo del giro. La Reelina es necesaria para 

el desarrollo de las células de glía radial postnatal, las cuales son los andamios celulares que 

permiten la migración de las células granulares. En ausencia de dicha proteína, de sus receptores 

ApoER2 y VLDLR, o de componentes de su señalización intracelular, como la proteína 

adaptadora Dab, estos andamios no se forman adecuadamente, lo que da lugar a una 

desorganización	de	la	capa	granular	(Brunne	et	al.,	2013;	Forster	et	al.,	2002;	Gebhardt	et	al.,	

2002). De forma que, como se ha comentado anteriormente, el binomio Sema3E/PlexinD1 

podría estar regulando la migración de las células de CR también en el hipocampo, y una 

alteración en la migración de estas células podría dar lugar a un desarrollo anormal de las 

células de glía radial que conduciría a alteraciones en el posicionamiento de las células 

granulares. Para profundizar en este apecto, analizamos la distribución de la glía radial en el 

estadío postnatal temprano, cuando se está formando el DG. Para ello, llevamos a cabo la 

inmunodetección de GFAP, marcador de glía radial, junto con Prox1, marcador de neurona 

granular (Fig. 29). Observamos que en el animal Sema3e0/0, a P5, las células de glía radial se 
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establecen de forma irregular (Fig. 29d) en comparación con sus hermanos control, en los 

cuales éstas células presentan sus procesos orientados de forma radial y dispuestos de forma 

alineada	y	ordenada	en	la	capa	granular	en	formación	(cabezas	de	flecha	en	Fig.	29a).	Además,	

al igual que habíamos observado previamente con otros marcadores, observamos cómo la capa 

granular	se	forma	de	manera	irregular	en	ausencia	de	Sema3E	(cabezas	de	flecha	en	Fig.	29e).	

También observamos un mayor número de células Prox1+ fuera de la capa granular, en lo que 

será el hilus, en el animal Sema3e0/0 (asteriscos en Fig. 29e) en comparación con sus hermanos 

control (Fig. 29b). No obstante, un estudio más detallado de la situación de la glía radial y de su 

disposición tridimensional en el hipocampo del animal Sema3e0/0 ayudaría a esclarecer estas 

observaciones.   

Por otro lado, la glía radial expresa receptores de integrina de la clase b1, a los cuales puede 

unirse Reelina. Estos receptores, al igual que la Reelina, regulan el desarrollo de las células 

de glía radial, y ambas proteínas se encargan de regular el anclaje del proceso basal de estas 

células a la membrana basal. Es por ello que los animales que carecen de estas integrinas 

también presentan alteraciones en la formación de los andamios celulares de glía radial tanto 

en la corteza cerebral como en el hipocampo. En este último, la ausencia de estos receptores da 

lugar al mal posicionamiento de las células granulares, presentando defectos parecidos a los 

detectados en ausencia de Reelina, aunque en menor medida (Forster et al., 2002).  Asimismo, 

los animales que carecen de estas integrinas, así como de los componentes intracelulares 

presentes en la vía de señalización de estos receptores como son el FAK o el ILK, presentan 

una desorganización de la zona marginal que conduce a la fusión de los hemisferios corticales, 
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Figura 29.	Microfotografías	que	ilustran	el	marcaje	de	GFAP	(verde)	y	Prox1	(rojo)	en	los	animales	Sema3e+/0 (a-c) y 
Sema3e0/0 (d-f). Se observa cómo en ausencia de Sema3E, las células de glía radial se establecen de forma irregular, 
(d)	y	la	presencia	de	células	células	granulares	ectópicas	(flechas	y	asteriscos	en	e). Barras de escala: a-f= 500µm. 
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a alteraciones en la laminación cortical y a alteraciones en la morfología del DG parecidos al 

obtenido	en	los	resultados	de	la	presente	tesis	(Beggs	et	al.,	2003;	Forster	et	al.,	2002;	Graus-

Porta	et	al.,	2001;	Niewmierzycka	et	al.,	2005).	En	efecto,	se	ha	descrito	que,	en	otros	 tipos	

celulares, la vía de señalización mediada por Sema3E/PlexinD1 es capaz de modular la adhesión 

de las células a la matriz extracelular a través de integrinas. De forma que cuando PlexinD1 se 

encuentra inactiva, ésta permite la activación de las integrinas b1 que implica la adhesión a 

la matriz extracelular, así como la activación de cascadas de señalización que conducen a la 

organización del citoesqueleto y a otros eventos como la supervivencia, la proliferación y la 

migración celular. Cuando Sema3E se une a PlexinD1, ocurre la inactivación de las integrinas 

b1, lo que conduce a la pérdida de la adhesión celular y a la desorganización del citoesqueleto 

dando	lugar	a	los	procesos	de	retracción	típicos	de	la	quimiorrepulsión	(Choi	et	al.,	2014;	Gay	

et al., 2011). De forma que no podemos obviar que una interacción de este tipo pueda estar 

implicada en las alteraciones observadas en el DG en ausencia de Sema3E. 

Cabe destacar que los animales adultos que carecen de Reelina, así como de sus receptores 

ApoER2 y VLDLR también presentan alteraciones en la distribución laminar de los axones 

comisurales/asociacionales. Se piensa que estas alteraciones se deben a la distribución anormal 

de las células granulares, puesto que la alteración en la distribución de la conexión es más 

evidente en los animales carentes de Reelina, que a su vez son los que mayor desorganización 

presentan respecto a las células granulares. La distribución de las células granulares 

determinarían, por tanto, la distribución laminar de la conexión. No obstante, estos animales no 

presentan alteraciones en la conexión EH, puesto que el correcto desarrollo de dicha conexión 

depende de las células de CR presentes de forma transitoria en la capa molecular externa (Del 

Rio	et	al.,	1997;	Gebhardt	et	al.,	2002).	Estos	datos	podrían	explicar	por	qué	vemos	resultados	

parecidos respecto a las conexiones comisural/asociacional y EH, en ausencia sobre todo de 

Sema3E y también de PlexinD1. 

1.2.2. Implicación del binomio Sema3E/PlexinD1 en la regulación de la neurogénesis adulta

Por otro lado, puesto que las alteraciones observadas en la citoaquitectura del DG se mantienen 

en el adulto, nos hicieron pensar que, en ausencia de la señalización mediada por Sema3E/

PlexinD1 también podría haber alteraciones a nivel de la neurogénesis adulta, así que decidimos 

realizar un ensayo de BrdU para ver si estaba alterada. Tras llevar a cabo el análisis del proceso 

de neurogénesis en el animal adulto Sema3e0/0, observamos un aumento en la proliferación de 

las células granulares del DG. Observamos como estas células proliferan formando columnas 

sobre todo en las zonas de la hoja suprapiramidal donde ésta se ve más afectada. Además, en 
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estos animales detectamos, mediante microscopía electrónica, un mayor número de nichos con 

células inmaduras, que se presentan alejadas de la zona subgranular, embebidas en la capa 

granular. 

Mediante la inmunotinción de PlexinD1 observamos que ésta se expresa por las células GFAP+, 

que son las células de tipo1. Además, observamos que las células granulares inmaduras, que 

son DCX+ no expresan PlexinD1. Por lo que Sema3E podría estar regulando el estado de 

quiescencia de las células de tipo1, actuando a través de PlexinD1. Puesto que se conoce que 

altos niveles de la señalización mediada por Sema3E/PlexinD1 da lugar a una disminución 

en	 la	proliferación	de	 las	 células	malignas	 (Casazza	et	 al.,	 2012;	Chen	et	 al.,	 2015;	Sabag	et	

al., 2012) y no malignas (Movassagh et al., 2014), la ausencia de Sema3E podría dar lugar a 

un descontrol en la proliferación a nivel de la SGZ. No obstante, los resultados obtenidos por 

microscopía electrónica sugerían que los animales Sema3e0/0 presentan un menor número de 

interneuronas GABAérgicas en la SGZ. El neurotransmisor GABA es uno de los factores que 

se conoce que intervienen en el mantenimiento de la quiescencia de las células de tipo 1, al 

igual que otros factores, como las vías de señalización de BMP y Notch (ver apartado 3.5.1 de 

Introducción). Puesto que son las interneuronas de Parvalbúmina (PV) las que, mediante la 

liberación de GABA, regulan el estado de quiescencia de las células de tipo1 (Song et al., 2012), 

decidimos	cuantificar	las	células	PV+	(Fig.	30a)	presentes	en	la	capa	granular	suprapiramidal	

del DG de estos animales, donde las alteraciones son más evidentes (zona roja del esquema 

en Fig. 30). No obstante, no observamos diferencias en el número de células PV+, entre los 

genotipos analizados (Sema3e+/0 y Sema3e0/0) (Fig. 30a: Sema3e+/0:	7.882	±	0.68;	vs Sema3e0/0: 

9.132	±	0.4637;	Mean	±	S.E.M.;	 t	 =	1.518;	P	 =0.1391;	 confidence	 interval	95%	=	 -0.4285	 to	

2.927;	Unpaired	t-test),	por	lo	no	podemos	relacionar	las	anomalías	observadas	en	el	proceso	

de neurogénesis en el animal adulto Sema3e0/0 con	una	deficiencia	en	interneuronas	PV+.	

Aunque	 los	 resultados	 obtenidos	 tras	 la	 cuantificación	 de	 las	 células	 PV+	 no	 indicaron	

alteraciones en la tasa de diferenciación de los progenitores neurales, decidimos analizarlo. 

Para ello, llevamos a cabo la inmunodetección de DCX en los animales que habían sido tratados 

con	 BrdU,	 y	 tras	 la	 cuantificación	 de	 las	 células	 BrdU+DCX+	 presentes	 en	 la	 capa	 granular	

suprapiramidal del DG, no observamos diferencias entre los diferentes genotipos analizados 

(Fig.30b) (Sema3e+/+:	85.19	±	3.507;	vs Sema3e+/0:	81.93	±	2.217;	Mean	±	S.E.M.;	t	=	0.9253;	P 

>0.9999;	confidence	interval	95%	=	-5.263	to	11.78;	Sema3e+/+:	85.19	±	3.507;	vs Sema3e0/0: 

84.87	±	1.49;	Mean	±	S.E.M.;	t	=	0.09256;	P	>0.9999;	confidence	interval	95%	=	-7.974	to	8.608;	

Sema3e+/0:	 81.93	±	2.217;	Mean	±	 S.E.M.; vs Sema3e0/0:	 84.87	±	1.49;	 t	 =	 1.066;	P	 =	 0.8639;	

confidence	interval	95%	=	-9.614	to	3.734;	ANOVA,	Bonferroni	post hoc test). Estos resultados 
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podrían indicar que el binomio Sema3E/PlexinD1 podría estar implicado en la regulación de la 

proliferación de las células de tipo 1, pero no en la tasa de diferenciación a células de tipo 2b, 

cuando comienza a expresarse DCX.

1.2.3. Alteración de la excitabilidad del hipocampo en ausencia de Sema3E

El aumento en la proliferación de las células granulares en el adulto, así como la distribución 

ectópica	de	estas,	y	la	presencia	de	fibras	musgosas	aberrantes	invadiendo	las	capas	granular	

y	molecular	del	DG	se	ha	descrito	en	diferentes	modelos	de	epilepsia	 (Hamani	et	 al.,	 2005;	

Mitchell	et	al.,	1996;	Parent,	2007).	Es	por	ello	que	decidimos	 llevar	a	cabo	el	análisis	de	 la	

actividad eléctrica espontánea de los animales Sema3e0/0.

Tras las convulsiones epilépticas se observan reorganizaciones sinápticas, y para ello se lleva 

a cabo una modulación en los niveles de expresión de las moléculas de guía axonal como 

son	las	semaforinas	de	 la	clase	III	(Barnes	et	al.,	2003;	Sahay	et	al.,	2005;	Yang	et	al.,	2005)	

y	algunos	de	sus	receptores	como	las	neuropilinas	(De	Winter	et	al.,	2002;	Gant	et	al.,	2009;	

Shimakawa	et	al.,	2002).	En	efecto,	en	un	modelo	de	epilepsia,	se	ha	observado	una	correlación	

entre	la	aparición	de	fibras	musgosas	aberrantes	en	el	DG	con	una	disminución	en	la	expresión	

de Sema3F (Cai et al., 2016). Además, se ha descrito que el animal Sema3f0/0 presenta mayor 

susceptibilidad a padecer convulsiones (Sahay et al., 2005). Por otro lado, en el animal fosb0/0, 

que presenta alteraciones en la neurogénesis hipocámpica adulta y epilepsia espontánea con 

comportamiento depresivo, se ha observado una disminución en la expresión de Sema3E en 

el	hipocampo	tras	el	tratamiento	con	ácido	kaínico	(Yutsudo	et	al.,	2013).	Teniendo	en	cuenta	

estos datos, junto con las alteraciones citoarquitectónicas que presenta, el animal Sema3E0/0 

podría presentar características epileptogénicas. 

No obstante, tras llevar a cabo el análisis de la actividad eléctrica espontánea de los animales 

Sema3e0/0, no observamos actividad epiléptica en comparación con sus hermanos control. No 
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Figura	30.	Histogramas	que	respresentan	la	cuantificación	de	las	células	PV+	(a)	y	BrdU+DCX+	(b)	en	los	animales	
Sema3e+/+ y Sema3e+/0 y Sema3e0/0.	 Esquema	 de	 la	 región	 cuantificada	 (rojo)	 de	 la	 capa	 granular	 del	 DG.	 No	 se	
muestran	diferencias	significativas	entre	los	genotipos	analizados.	Abreviaturas:	DG,	giro	dentado.
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obstante, sí detectamos un aumento en la excitabilidad en el DG y CA1, y en algunos componentes 

de las altas frecuencias, alrededor del rango gamma (20-55Hz) en el DG. Un aumento en la 

excitabilidad del DG también se ha observado en ratas, tras la inducción del status epilepticus. 

Curiosamente, este modelo presenta la aparición de giros en el DG tras la lesión, y las nuevas 

neuronas granulares que se van generando, se van acumulando en la base de esos giros. Se 

deduce que esa acumulación de neuronas son las responsables del aumento de excitabilidad 

(Magagna-Poveda et al., 2017). En el animal Sema3e0/0 observamos la aparición de columnas 

de células BrdU+ en la zona de la hoja suprapiramidal donde las ondulaciones de ésta son más 

evidentes, por lo que podría ser que el aumento de excitabilidad en este animal también se 

debiera a esa acumulación de neuronas. 

La actividad epiléptica aguda o crónica da lugar a un aumento en la proliferación de las células 

granulares en el adulto. Puesto que el animal Sema3e0/0 no presenta actividad epiléptica 

espontánea, el aumento en la proliferación de las células granulares podría deberse a una 

modulación directa de Sema3E sobre las células de tipo 1 que expresan PlexinD1, tal y como 

se ha comentado previamente. En ausencia de Sema3E, tiene lugar una proliferación aberrante 

que genera neuronas granulares que podrían contribuir al crecimiento anormal de las 

fibras	musgosas,	tal	y	como	ocurre	en	el	modelo	de	ratón	de	estatus epiléptico inducido por 

pilocarpina	(Parent	et	al.,	1997).	Este	crecimiento	anómalo	de	las	fibras	musgosas,	junto	con	la	

acumulación de las neuronas granulares formando columnas podrían ser las responsables de 

la hiperexcitabilidad del DG. No obstante, no se descarta una modulación directa del binomio 

Sema3E/PlexinD1	sobre	el	desarrollo	de	las	fibras	musgosas	puesto	que	se	conoce	que	otras	

semaforinas	de	la	clase	III	están	implicadas	en	este	proceso		(Chen	et	al.,	2000;	Cheng	et	al.,	

2001;	Sahay	et	al.,	2003).	Además,	Sema3E	y	PlexinD1	podrían	estar	modulando	la	formación	

de sinapsis en el hipocampo, puesto que se conoce que bajos niveles de PlexinD1 disminuye la 

densidad sináptica en neuronas neocorticales (Wang et al., 2015a), pero aumenta el número de 

sinapsis de la vía talamoestriatal en el estriado (Ding et al., 2012). Esta posible función podría 

explicar	por	qué	vemos	un	 aumento	de	 las	 fibras	 zinc-positivas	 y	de	botones	presinápticos	

sinaptoporina-positivos en la capa granular del DG en ausencia de Sema3E. 

Por	otro	lado,	las	diferencias	en	las	fibras	musgosas	que	existe	entre	diferentes	cepas	de	ratones	

están relacionadas con la obtención de distintos resultados en las tareas de memoria espacial 

y	no	espacial	(Crusio	et	al.,	1993;	Schwegler	et	al.,	1990).	El	animal	Sema3e0/0 presenta niveles 

bajos de ansiedad y alteraciones moderadas en la memoria de trabajo espacial (Chauvet et al., 

2007). Por lo que estas alteraciones de memoria podrían deberse a la distribución aberrante 

de	las	fibras	musgosas.	
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Cabe destacar que todas las alteraciones observadas, tanto en el desarrollo como a nivel 

postnatal y adulto, son más evidentes en ausencia de Sema3E que de PlexinD1, por lo que, 

como se ha comentado previamente, no se descarta que Sema3E pueda estar actuando a través 

de otro receptor.



Capítulo 2:
Papel de ANG1 y sus receptores durante el 

desarrollo del hipocampo  
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Las funciones que ANG1 desempeña durante la angiogénesis han sido ampliamente descritas. 

En este aspecto, ANG1 es responsable de la maduración, estabilización y quiescencia de los 

vasos sanguíneos (Yuan	 et	 al.,	 2009). Estas funciones las lleva a cabo, mayoritariamente, a 

través de los receptores Tie. No obstante, se conoce que ANG1 también es capaz de unirse y 

señalizar a través de receptores de integrinas. Actualmente existen, cada vez más, evidencias 

sobre las funciones que ANG1 desempeña en el sistema nervioso. De esta forma, se conoce que 

presenta un efecto neuroprotector, y que promueve el crecimiento de neuritas, la proliferación 

y la diferenciación neuronal (Bai	et	al.,	2009;	Cui	et	al.,	2013;	Kosacka	et	al.,	2005;	Rosa	et	al.,	

2010;	Valable	et	al.,	2003). Estas funciones se ha visto que las lleva a cabo a través del receptor 

TIE2, o de receptores de integrinas b1. No obstante, estos resultados se han obtenido a partir 

de trabajos realizados in vitro, y existe cierta controversia en cuanto a los receptores, puesto 

que la detección de TIE2 en el parénquima neural in vivo	ha	resultado	difícil.	Por	otro	 lado,	

estos resultados se han obtenido a partir de diferentes modelos celulares, como son cultivos 

primarios corticales, cultivos primarios de ganglios de la raíz dorsal e incluso líneas celulares 

como PC12. Sin embargo, la función de ANG1 en el hipocampo no ha sido analizada. Teniendo 

en cuenta que la sobreexpresión de Ang1 en el cerebro adulto da lugar a alteraciones en la 

distribución del árbol dendrítico de las neuronas granulares del DG, y de las células piramidales 

de la CA1 (Ward et al., 2005), consideramos interesante analizar sus posibles funciones en el 

hipocampo. Puesto que los procesos angiogénicos son imprescindibles para el desarrollo del 

sistema vascular, y puesto que existe cierta sinergia entre el desarrollo del sistema vascular y 

nervioso, nos hemos querido centrar en las posibles funciones que ANG1 pueda desempeñar 

durante el desarrollo del hipocampo. Para ello, en primer lugar, llevamos a cabo el análisis del 

patrón de expresión tanto de Ang1, como de Tie2 e Itgb1, en el hipocampo en desarrollo. En 

segundo lugar, hemos querido analizar las posibles funciones de ANG1 sobre el crecimiento 

neurítico de neuronas hipocámpicas. 

2.1. Ang1 y sus receptores se expresan en el hipocampo en desarrollo

La expresión de Ang1 y sus receptores, Tie2 e Itgb1, ha sido analizada en el cerebro adulto 

de ratón (Ward et al., 2005). En el caso de ANG1 se ha observado que se expresa en células 

gliales, entre las cuales se distinguen las que rodean a las neuronas hipocámpicas, las que están 

presentes en la sustancia blanca, y las que se asocian a los vasos sanguíneos.  Por otro lado, 

también se ha detectado la presencia del mRNA de Ang1 en neuronas (Audero	et	al.,	 2001;	

Stratmann et al., 1998), células gliales y de Purkinje (Acker	 et	 al.,	 2001;	 Beck	 et	 al.,	 2000;	

Hashimoto et al., 2001), y células endoteliales presentes en el cerebro (Audero	et	al.,	2001;	
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Nourhaghighi	et	al.,	2003;	Stratmann	et	al.,	1998). Aunque in vitro sí se ha detectado expresión 

de Tie2 en neuronas (Valable et al., 2003), in vivo, se ha observado que solo se expresa en las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos cerebrales (Ward et al., 2005). Al contrario de lo 

que ocurre con Tie2, se ha observado expresión de Itgb1 en neuronas de la corteza motora y del 

hipocampo, y en las células endoteliales de los vasos sanguíneos presentes en el cerebro (Ward 

et al., 2005). No obstante, el análisis del patrón de expresión de estas proteínas no ha sido 

analizada, in vivo, durante el desarrollo del cerebro. Es por ello que, en primer lugar, llevamos 

a cabo el análisis del patrón de expresión de Ang1 y sus receptores Tie2 e Itgb1, mediante 

hibridación in situ. El análisis lo llevamos a cabo en cerebros de animales wild-type a 16.5, 

momento en el cual ocurre la mayoría de procesos de guía axonal y crecimiento neurítico en el 

hipocampo. 

Respecto a Ang1, observamos que ésta se expresa en la zona marginal del hipocampo, en la capa 

I	cortical	y	en	la	fimbria.	La	expresión	de	Ang1 presente en la zona marginal del hipocampo y 

en la capa I cortical parece proceder de las células de CR, no obstante, cabría llevar a cabo un 

estudio	más	detallado	para	verificar	esta	 identidad.	También	detectamos	expresión	de	Ang1 

en el núcleo amigdaloide cortical anterior y en la corteza entorrinal. Como se ha comentado 

previamente, durante el desarrollo de la vía EH, los axones entorrinales establecen contactos 

sinápticos transitorios con las células de CR, antes de alcanzar sus dianas  (Ceranik et al., 

2000;	Super	et	al.,	1998;	Super	and	Soriano,	1994).	De	forma	que	la	presencia	de	expresión	

de Ang1 en las células de CR y en la corteza entorrinal indican que dicha proteína podría estar 

involucrada en el proceso de desarrollo de la vía EH. Asimismo, la presencia de Ang1 en la 

fimbria	 también	 indica	 que	 dicha	 proteína	 podría	 estar	 involucrada	 en	 el	 desarrollo	 de	 las	

conexiones hipocamposeptales, septohipocámpicas o comisurales. 

Respecto a Itgb1, observamos que se expresa en diferentes zonas del parénquima neural, como 

en la placa cortical, en la capa piramidal del hipocampo y en la corteza entorrinal. Por otro lado, 

observamos que se expresa en los vasos sanguíneos, en el epitelio ependimario del ventrículo 

lateral y en las meninges. Al igual que ocurre con Ang1, la presencia de expresión de Itgb1 en el 

hipocampo y en la corteza entorrinal indica que ésta podría estar involucrada en el desarrollo 

de la vía EH. Por último, respecto a Tie2, solo observamos expresión en las células endoteliales 

de los vasos sanguíneos, y no detectamos expresión en el parénquima neural, al igual que se 

había observado en los animales adultos (Ward et al., 2005). Sería interesante conocer si ANG1, 

presenta alguna función en el establecimiento de la vía EH. Puesto que ANG1 es una molécula 

que se secreta al medio extracelular, se podrían hacer ensayos de co-cultivos de explantes de EC 

enfrentados a una fuente de ANG1. También se podrían tratar cultivos primarios entorrinales 
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con ANG1 y ver qué efecto tiene a nivel de colapso de axones. Por otro lado, para determinar a 

través de qué receptores actúa, se podrían realizar los mismos experimentos, pero inhibiendo 

los receptores por separado a través del uso de anticuerpos bloqueantes o drogas. 

2.2.	ANG1	promueve	el	crecimiento	neurítico

Teniendo en cuenta los estudios que indican que ANG1 promueve el crecimiento neurítico in 

vitro, a través de TIE2 (Bai	et	al.,	2009;	Cui	et	al.,	2013;	Kosacka	et	al.,	2005;	Kosacka	et	al.,	

2006) o ITGB1 (Chen	et	al.,	2009;	Ward	and	Lamanna,	2004), y teniendo en cuenta que estas 

proteínas se expresan en el hipocampo, en un momento clave en el desarrollo de las conexiones, 

decidimos analizar si ANG1 promueve el crecimiento neurítico a nivel del hipocampo. Para ello 

utilizamos cultivos primarios hipocámpicos y explantes de CA.

En primer lugar, decidimos analizar la expresión de TIE2 e ITGB1 en los cultivos primarios 

hipocámpicos	mediante	inmunocitofluorescencia.	Analizamos	la	expresión	a	distintos	tiempos	

de cultivo, y tanto en presencia como ausencia de suero (NHS), con el objetivo de determinar las 

condiciones más óptimas para la realización de futuros experimentos. Observamos que tanto 

TIE2 como ITGB1 se expresan en los cultivos primarios hipocámpicos en todas las condiciones 

analizadas. Además, mediante RT-qPCR pudimos observar cómo el nivel de expresión de Tie2 e 

Itgb1 cambia a lo largo de los días que el cultivo permace in vitro, y según si están en presencia 

o ausencia de suero. Asimismo, los niveles de Itgb1 parecen aumentar a lo largo de los días y en 

presencia de suero. No obstante, en cuanto se depriva de suero, el nivel de expresión de Itgb1 

disminuye. Este hecho podría deberse a que la deprivación de suero impide el crecimiento de 

algunos tipos celulares no neuronales que podrían estar expresando Itgb1. Por otro lado, los 

niveles de Tie2 van disminuyendo a lo largo de los días, tanto en presencia como en ausencia 

de suero.     

Teniendo en cuenta que los receptores se expresan en los cultivos primarios hipocámpicos, 

decidimos tratarlos con ANG1 ((COMP)-ANG1) y analizar el efecto de esta proteína en el 

crecimiento neurítico. El tratamiento se llevó a cabo a dos días distintos, por un lado, tratamos 

las células al momento de plantarlas (0DIV), y por otro, un día después de plantarlas (1DIV). 

En ambos casos, los experimentos se pararon a los 4DIV. El tratamiento se llevó a cabo en 

presencia de suero puesto que los primeros días del cultivo son críticos, y la deprivación 

de	suero	induce,	en	muchos	casos,	muerte	celular.	Tras	la	cuantificación	de	la	longitud	de	la	

neurita	más	larga	observamos	cómo	ANG1,	a	0DIV,	no	presenta	ningún	efecto;	no	obstante,	a	

1DIV observamos cómo esta proteína es capaz de promover el crecimiento de la neurita más 
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larga. A 0DIV, los cultivos se encuentran en las fases 0-1 (0-6h) de la neuritogénesis, donde 

las células presentan una morfología esférica, aunque comienzan a extender protrusiones de 

lamelipodios	y	filopodios.	A	1DIV	los	cultivos	se	encuentran	en	la	fase	3	de	la	neuritogénesis	

(24-72h	en	cultivo)	(da	Silva	and	Dotti,	2002;	Flynn,	2013),	momento	en	el	cual,	una	de	 las	

neuritas comienza a alargarse a un ritmo más rápido que el resto para terminar formando el 

axón. Los resultados obtenidos indican que ANG1 no ejerce ningún efecto sobre las células en 

fases 0-1, pero sí es capaz de promover el crecimiento de la neurita más larga en el momento 

en el que ésta comienza a desarrollarse (fase 3), lo que sugiere que ANG1 puede tener un papel 

en	el	desarrollo	y	especificación	axonal	tal	y	como	se	había	visto	que	ocurre	tras	el	tratamiento	

con ANG1 de neuroesferas de la zona subventricular (Rosa et al., 2010). También existe otra 

molécula con función angiogénica capaz de promover el crecimiento neurítico, es el caso de 

VEGF	(Jin	et	al.,	2006;	Sondell	et	al.,	1999;	Sondell	et	al.,	2000).

También analizamos la función de ANG1 sobre el crecimiento axonal en explantes de CA. 

Al igual que con los cultivos primarios hipocámpicos, llevamos a cabo el tratamiento de los 

explantes con (COMP)-ANG1 a 0DIV y 1DIV, y paramos los experimentos a 4DIV. Al contrario de 

lo que observamos en los cultivos primarios hipocámpicos, los axones de los explantes tratados 

a ODIV alcanzaron mayor distancia que los tratados a 1DIV y que los explantes control. Los 

tratados a 1DIV presentaron valores de longitud similares a los explantes control. Aunque, tras 

la	cuantificación,	se	observó	una	diferencia	significativa	entre	los	tratados	a	0DIV	y	los	tratados	

a	1DIV,	no	se	observó	diferencias	significativas	entre	los	explantes	control	y	los	tratados	a	0DIV.	

Estos resultados pueden deberse a la necesidad de realizar más experimentos para aumentar 

el tamaño poblacional. ANG1 parece promover el crecimiento de los axones de los explantes de 

CA a 0DIV, antes de que éstos comiencen a crecer in vitro. El hecho de que ANG1 tenga efecto 

en los cultivos primarios hipocámpicos a 1DIV, y en los explantes de CA a 0DIV, podría deberse 

a que los cultivos primarios necesitan adherirse y adaptarse al medio para poder responder 

al factor, mientras que los explantes no, por lo que, en este último caso, ANG1 podría estar 

actuando desde el momento de exposición a la proteína. Por último, para conocer a través de 

qué receptor está actuando ANG1, se podrían realizar los mismos experimentos bloqueando la 

función de TIE2 e ITGB1 mediante el uso de anticuerpos bloqueantes o drogas.     

Los resultados obtenidos indican que Ang1 se expresa en el hipocampo en un momento crítico 

en el desarrollo de las conexiones. Así mismo, hemos podido observar que ANG1 promueve 

el crecimiento de la neurita más larga en los cultivos primarios hipocámpicos, así como el 

crecimiento axonal en los explantes de CA. Experimentos futuros se centrarán en conocer a 

través de qué receptor está actuando en este contexto. Por otro lado, también se centrarán en 
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determinar sus funciones durante el desarrollo de las diferentes conexiones de la FH. 
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1. Sema3E y PlexinD1 se expresan en la FH en desarrollo y presentan un patrón de 

expresión dinámico.

2. El binomio Sema3E/PlexinD1 interviene en el desarrollo de la conexión EH, al inhibir 

los axones entorrinales. 

3. La	 ausencia	 de	 Sema3E/PlexinD1	provoca	 alteraciones	 en	 el	 “targeting”	 final	 de	 los	

axones entorrinales.

4. La ausencia de Sema3E/PlexinD1 da lugar a la aparición de células granulares ectópicas, 

y a la presencia de ondulaciones en la hoja suprapiramidal del DG postnatal y adulto.

5. La ausencia Sema3E/PlexinD1 promueve la proliferación de los progenitores neurales 

presentes en la SGZ del DG adulto.

6. La	 ausencia	de	 Sema3E/PlexinD1	 causa	 alteraciones	 en	 la	 distribución	de	 las	 fibras	

musgosas, y provoca un aumento de la excitabilidad a nivel del DG. 

7.	 Ang1 y sus receptores, Tie2 e Itgb1, se expresan durante el desarrollo del hipocampo. 

Ang1 e Itgb1 se expresan en el parénquima neural, mientras que Tie2 se expresa en los 

vasos sanguíneos presentes en el parénquima.

8.	 ANG1 promueve el crecimiento de la neurita más larga de los cultivos primarios 

hipocámpicos, tratados a 1DIV.

9. ANG1 promueve el incremento de la distancia máxima alcanzada por los axones de los 

explantes de CA, tratados a 0DIV.





Materiales 
y Métodos 
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Animales

Se utilizaron para el conjunto de experimentos diferentes cepas de ratones. Los animales 

Plxnd1flox/flox (Zhang et al., 2009) fueron cedidos por la Dra. Fanny Mann y se mantuvieron en 

homocigosis. La descendencia fue genotipada siguiendo las indicaciones descritas en (Zhang 

et al., 2009). Los ratones Nestin-cre fueron comprados a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

ME, USA) y se mantuvieron en hemicigosis, la descendencia fue genotipada siguiendo las 

indicaciones de The Jackson Laboratory. Para la obtención de los animales Nestin-cre; Plxnd1flox/+, 

se realizó un primer cruce de una hembra Plxnd1flox/flox con un macho Nestin-cre. La descendencia 

procedente de este primer cruce podía presentar los siguientes genotipos: 50% Nestin-cre; 

Plxnd1flox/+ y 50% Nestin-wt; Plxnd1flox/+. Los machos Nestin-cre; Plxnd1flox/+ fueron seleccionados 

para aparearlos con hembras Plxnd1flox/flox. De este segundo cruce se obtienen animales con los 

siguientes genotipos de interés y que fueron utilizados en los diferentes experimentos: 25% 

Nestin-cre; Plxnd1flox/flox, 25% Nestin-cre; Plxnd1flox/+, 25% Nestin-wt; Plxnd1flox/flox, 25% Nestin-wt; 

Plxnd1flox/+. Los ratones mutantes carentes de Plxnd1 son los que presentan el genotipo Nestin-

cre; Plxnd1flox/flox, mientras que sus hermanos de camada Nestin-cre; Plxnd1flox/+ fueron utilizados 

como controles. Los ratones Sema3e0/0 (Gu et al., 2005) se mantuvieron en heterocigosis 

(Sema3e+/0) y la descendencia fue genotipada por PCR tal y como se describe en (Gu et al., 

2005). Los ratones Plxnd1-eGFP fueron adquiridos en Mutant Mouse Regional Resource Center 

(MMRRC, University of California, CA, USA) y se mantuvieron en homocigosis. Los ratones CD1 

fueron adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). En la Tabla 1 se muestran 

los cebadores que se utilizaron para el genotipado de los animales.  

El acoplamiento de los animales se realizó durante una noche (12pm a 8 am). La mañana 

del acoplamiento se consideró como día embrionario 0.5 (E0.5), y el día de nacimiento de 

los animales como día post-natal 0 (P0). Los animales se mantuvieron en estabularios de 

la Universidad de Barcelona, bajo condiciones libres de patógenos. Todos los experimentos 

se realizaron bajo las directrices y protocolos del Comité de Ética para la Experimentación 

Animal (CEEA) de la Universidad de Barcelona. Los protocolos aprobados por la CEEA son los 

siguientes: 276/16 y 141/15. 

Histología

Procesamiento del tejido para inmunohistoquímica: Los animales fueron perfundidos 

con paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 0.1M (PFA 4% en PB 0.1M, pH= 7,3- 7,4). Sus 

cerebros	fueron	extraídos	y	se	dejaron	durante	una	noche	en	post-fijación	en	PFA	4%	a	4ºC.	
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Posteriormente se crioprotegieron en sacarosa al 30% en tampón fosfato salino 0.1M (PBS 

0.1M) y congelados en hielo seco. Se cortaron en un micrótomo de congelación siguiendo una 

orientación coronal, a 40µm de grosor, y los cortes se mantuvieron en solución crioprotectora 

(30%	glicerol,	30%	etilenglicol,	40%	PBS	0.1M)	a	-20º	hasta	su	uso.	

Procesamiento del tejido para hibridación in situ: Los animales fueron procesados como se 

describe en el apartado anterior, pero las soluciones de perfusión y de crioprotección estaban 

tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma). En el caso de los estadíos embrionarios, tras 

la	post-fijación	los	cerebros	fueron	incluídos	en	agarosa	al	4%	en	PBS	0.1M	y	cortados	en	el	

vibratomo a 80µm de grosor en orientación horizontal o coronal. En el caso de los adultos, los 

cerebros	fueron	procesados	tras	la	post-fijación	tal	y	como	se	describe	en	el	apartado	anterior.	

Procesamiento del tejido para microscopía electrónica: El tejido fue procesado tal y como 

se describe en (Doetsch et al., 1997). Brevemente, los animales Sema3e+/0 (n=4) y Sema3e0/0 

(n=4) fueron perfundidos con glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 2% en PB 0.1M. 

Los	 cerebros	 se	extrajeron	y	 se	post-fijaron	en	 la	misma	solución	durante	una	noche	a	4ºC	

y posteriormente se lavaron durante 2 horas en PB 0.1M. Se cortaron secciones coronales 

de	 cerebro	a	100µm	de	grosor	 con	un	vibratomo	y	 se	post-fijaron	en	osmio	al	 2%	durante	

2 horas. Posteriormente se lavaron, deshidrataron e incluyeron en Araldite (Durcupan, Fluka 

BioChemika,	Ronkonkoma,	NY).	Para	estudiar	 la	organización	general	de	la	SGZ,	se	cortaron	

secciones	semifinas	de	1.5µm	de	grosor	con	una	cuchilla	de	vidrio,	y	se	tiñieron	con	azul	de	

toloudina	al	1%.	Para	la	identificación	de	células	individuales,	se	cortaron	secciones	ultrafinas	

(0.05µm) con una cuchilla de diamante, y se tiñeron con citrato de plomo. Las muestras se 

examinaron bajo un microscopio electrónico Jeol 100CX. 

Inmunohistoquímica

Las	 secciones	de	 cerebro	 adulto	 fueron	procesadas	 en	 flotación	 y	 se	 les	 realizaron	5	 pasos	

de incubación diferentes. En primer lugar, se procedió a inactivar la peroxidasa endógena 

incubando el tejido en una solución de agua oxigenada al 3% (H2O2) y metanol al 10% en PBS 

0.1M durante 20 minutos a temperatura ambiente. En segundo lugar, se procedió a realizar el 

bloqueo del tejido, para ello se incubó en solución de bloqueo, constituida por gelatina al 0.2%, 

suero fetal bovino (FBS) al 10%, glicina0.2M y Tritón X-100 al 0.5% en PBS 0.1M, durante 2 

horas a temperatura ambiente. En tercer lugar, el tejido se incubó con el anticuerpo primario 

durante	24	horas	 a	 4ºC	 en	 agitación.	 En	 la	Tabla 2 se muestran los diferentes anticuerpos 

primarios utilizados. El anticuerpo primario se preparó en una solución de 0.2% gelatina, 5% 



165  

Materiales	y	Métodos

FBS y 0.2% tritonX 100 en PBS 0.1M. En cuarto lugar, el tejido fue incubado con el anticuerpo 

secundario biotinilado (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) a una concentración de 1:200 

durante 2 horas a temperatura ambiente en la misma solución que el anticuerpo primario. En 

quinto lugar, se procedió a incubar el tejido con el complejo Avidina-Biotina peroxidasa (ABC) 

(1:100) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) en la misma solución que los anticuerpos 

primario y secundario, a una concentración de 1:100, durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Entre los diferentes pasos de incubación, el tejido fue lavado con Tritón X-100 al 0.5% en 

PBS 0.1M, excepto en los pasos previos al revelado, que fue lavado con Tris-HCl 0.1M pH7.6. 

Posteriormente, las secciones de tejido fueron reveladas con diaminobenzidina (DAB) al 

0.03% y H2O2 al 0.02% en Tris-HCl 0.1M. Finalmente, las secciones fueron extendidas sobre 

portaobjetos gelatinizados, deshidratadas en una batería de etanoles y xilol (70% EtOH, 90% 

EtOH, 100% EtOH, Xilol) y cubiertas con un cubreobjetos usando como medio de montaje 

EukittTM (Merck, Darmstadt, Germany). 

El procedimiento seguido en tejido embrionario y postnatal fue el mismo que el descrito para 

adultos, pero las soluciones que contenían Tritón X-100 presentaban un 0.03% del detergente 

para el tejido embrionario, y un 0.1% para el tejido postnatal P0 a P5. 

Para	 las	 inmunofluorescencias,	 no	 se	 realizó	 la	 primera	 incubación	 de	 eliminación	 de	 la	

actividad peroxidasa endógena, y se utilizaron anticuerpos secundarios marcados con 

fluorocromos	(Alexa	fluor	488	o	568,	Life	technologies)	y	DAPI	como	marcador	específico	de	

núcleos (Sigma). Además, el tejido no fue deshidratado y se montó directamente en un medio 

de	montaje	acuoso	denominado	MowiolTM. Todas las muestras fueron fotodocumentadas en un 

microscopio Olympus BX61 o en un microscopio confocal Leica SP5. 

Hibridación in situ

Para la hibridación in situ se utilizaron diferentes sondas que fueron generadas a partir de 

diferentes	fragmentos	de	cDNA.	Cada	fragmento	de	cDNA	codificaba	para	un	gen	de	interés.	

Durante la retrotranscripción in vitro de estos cDNA se utilizaron oligonucleótidos marcados 

con digoxigenina (Roche). Se sintetizaron tanto la sonda sense como la anti-sense para los 

diferentes genes. La síntesis de las diferentes sondas se muestra en la Tabla 3. Las secciones 

de cerebro procesadas de unas 40um de grosor (adultos y postnatales), u 80um de grosor 

(embrionarios)	 fueron	 procesadas	 en	 flotación	 y	 se	 les	 realizaron	 4	 pasos	 de	 incubación	

diferentes.	En	primer	 lugar,	 tras	permeabilizar	el	 tejido	con	Tween	al	0.1%	en	PBS	0.1M,	se	

procedió	a	prehibridar	el	tejido	en	solución	de	hibridación	durante	3	horas	a	65º.	La	solución	
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de hibridación estaba constituida por formamida desionizada al 50%, dextrán sulfato sódico al 

10%, solución Denhardt al 2%, cloruro de sodio (NaCl) 0.62M, tetraacetato de etileno diamino 

(EDTA) 10mM, ácido piperacin-1,4-bis(2-etanosulfónico) (PIPES) 20mM, dodecilsulfato de 

sodio (SDS) al 0.2%, 250ug/ml de DNA de esperma de salmón (ssDNA) y 250ug/ml de tRNA de 

levadura (ytRNA) en H2O. En segundo lugar, se procedió a incubar el tejido con la sonda en la 

misma	solución	de	hibridación	durante	una	noche	a	65ºC.	Al	día	siguiente	se	procedió	a	lavar	el	

tejido	con	dos	soluciones	diferentes,	haciendo	3	lavados	de	30	minutos	a	62º	con	cada	solución.	

La primera solución estaba formada por formamida al 50%, citrato de sodio salino (SSC) al 

25% y SDS al 5% en H2O, mientras que la segunda solución estaba formada por formamida al 

50%,	SSC	al	10%	y	SDS	al	5%	en	H2O.	Tras	estos	lavados,	se	lavó	el	tejido	con	Tween	al	0.1%	en	

tampón Tris (TBST) a temperatura ambiente para proceder a la tercera incubación en solución 

de bloqueo (suero de cabra (NGS) al 10% en TBST) durante 2 horas a temperatura ambiente. 

En cuarto lugar, se incubó el tejido con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fosfatasa 

alcalina	a	1:1500	en	una	solución	NGS	al	1%	en	TBST	durante	la	noche	a	4ºC.	Por	último,	se	

procedió a revelar el tejido con nitroblue tetrazolium y 5-bromo-4-cloro-3-indoílfosfato (NBT/

BCIP, Roche). Todas las soluciones utilizadas en la hibridación in situ estaban tratadas con 

DEPC. Las muestras fueron fotodocumentadas en un microscopio Olympus BX61.

Marcaje	5’-Bromo-2-deoxiuridina	(BrdU)

El marcaje con BrdU se llevó a cabo como se ha descrito previamente (Fontana et al., 2006). Se 

procedió a inyectar de forma intraperitoneal BrdU (50mg/kg) en ratones adultos (2-3 meses de 

edad, n=4 Sema3e0/0, n=4 Sema3e+/0, n=4 Sema3e0/0) durante cuatro días. Una semana después 

de la última inyección los animales se procesaron histológicamente para inmunohistoquímica 

como se ha descrito previamente. Para la detección de BrdU, el tejido se procesó como se 

describe	en	 trabajos	previos	 (del	Rio	and	Soriano,	1989;	Fontana	et	al.,	2006).	Para	ello,	 se	

realizan varios pasos adicionales de desnaturalización y neutralización entre la inhibición de la 

actividad peroxidasa endógena y el bloqueo. Estos pasos consistieron en un primer tratamiento 

con ácido clorhídrico 0.1N (HCl 0.1N) en hielo durante 10 minutos, un segundo tratamiento con 

HCl	2N	en	PBS	0.05M	a	37º	durante	25	minutos,	y	un	último	paso	de	neutralización	con	tampón	

borato 0.1M pH= 8.5. El suero utilizado durante este proceso fue NHS. Se llevó a cabo el contaje 

de las células BrdU positivas presentes en la capa granular del DG en un microscopio Olympus 

BX61. 
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Tinción	de	selenito	de	plata

La tinción de selenito de plata para la detección de proyecciones ricas en zinc se realizó como 

está descrito en (Danscher, 1982). El selenito de plata (Na2SeO3, 20mg/kg) se inyectó de forma 

intraperitoneal en ratones adultos (2-3 meses de edad, Sema3e+/0 (n=2), Sema3e0/0 (n=2), 

Nestin-cre;	Plxnd1flox/+ (n=2), Nestin-cre;	Plxnd1flox/flox (n=2)). 1 hora después se anestesiaron y 

sus cerebros fueron extraídos y congelados en hielo seco. Los cerebros se cortaron a 30µm de 

grosor	en	un	criostato	y	los	cortes	montados	en	portaobjetos	se	mantuvieron	a	-20º	hasta	su	uso.	

Las	secciones	se	revelaron	en	oscuridad	durante	60-80	minutos	en	una	solución	amplificadora	

de plata: goma arábiga al 50%, tampón citrato de sodio 2M, hidroquinona al 8.5% y lactato de 

plata al 1.2% en H2O	a	26ºC.	Tras	lavar	el	tejido	en	H2O, se trató con tiosulfato de sodio al 5% 

durante 12 minutos. Posteriormente se deshidrató en una batería de alcoholes y se cubrió con 

un cubreobjetos y medio de montaje EukittTM. Las muestras fueron fotodocumentadas en un 

microscopio Olympus Bx61.

FITC-albúmina

Para la determinación de la distribución de los vasos sanguíneos en el hipocampo, ratones 

adultos (2-3 meses de edad, Sema3e+/0 (n=2), Sema3e0/0 (n=2)) anestesiados recibieron una 

inyección	de	300µl	de	albúmina	de	suero	bovino	marcado	con	 isotiocianato	de	 fluoresceína	

(BSA-FITC;	Sigma,	Cat#A9771,	25mg/ml	en	0.1M	PBS)	(Giannoni	et	al.,	2016)	en	el	ventrículo	

derecho.	Pasados	dos	minutos,	los	animales	se	sacrificaron	y	sus	cerebros	se	extrajeron	y	fijaron	

por inmersión en PFA al 4% durante 72 horas. Posteriormente los cerebros se incluyeron en 

agarosa al 4% en PBS 0.1M y se cortaron en el vibratomo a 60µm en orientación coronal. Los 

núcleos	 se	marcaron	 con	DAPI	 y	 las	 secciones	 se	montaron	 con	MowiolTM. Las muestras se 

fotodocumentaron en un microscopio Olympus BX61. 

Trazado	axonal

En cultivos organotípicos mediante biocitina: Los cultivos organotípicos de la FH se obtuvieron 

a partir del cerebro de animales a P0, tal y como se describe en (del Rio and Soriano, 2010). Los 

genotipos analizados fueron Sema3e+/0, Sema3e0/0, Nestin-cre;	Plxnd1flox/+ y Nestin-cre;	Plxnd1flox/

flox. Brevemente, tras anestesiar a los animales por hipotermia, sus cerebros fueron extraídos y 

diseccionados de forma que la FH estuviese intacta. Mediante el uso de un chopper McIIwain,	

los trozos de tejido fueron cortados (300-400 µm de grosor) de forma que tanto el hipocampo 

como la corteza entorrinal estuviesen presentes en la misma rebanada. La disección se llevó 

a cabo en medio de disección (MEM suplementado con glutamina (2 mM)). Posteriormente, 
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las secciones seleccionadas fueron cultivadas utilizando el sistema de membranas de interfase 

(Stoppini et al., 1991). Las secciones se colocaron en membranas estériles de 30 mm ø (Millicel-

CM, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) y se cultivaron en medio de cultivo (50% MEM, 

25% NHS, 25% HBSS) suplementado con 2 mM de glutamina y 0.044% de bicarbonato sódico 

(NaHCO3)	ajustado	todo	a	un	pH	7.3.	Los	cultivos	se	mantuvieron	en	el	 incubador	a	37º	con	

un 5% CO2. Tras 7 DIV, se procedió a colocar cristales de biocitina (Sigma, Poole, Dorset, UK) 

en	la	corteza	entorrinal	para	trazar	la	conexión	EH	y	un	día	más	tarde	se	procedió	a	la	fijación	

de	los	cultivos	con	PFA	al	4%	durante	1	hora	a	4ºC.	Posteriormente	se	procedió	a	 incluirlos	

en una pasta constituida por albúmina de huevo de pollo al 30% y gelatina al 0.6% en PB 

0.1M para poder cortarlos al vibratomo a 40µm de grosor para su posterior procesamiento 

inmunohistológico. El proceso inmunohistológico consistió en revelar la biocitina, para ello 

se llevaron a cabo 3 pasos de incubación del tejido. En primer lugar, el tejido fue incubado en 

dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% en PB 0.1M durante 10 minutos, en DMSO al 20% en PB 0.1M 

durante 20 minutos, y en DMSO al 40% en PB 0.1M durante 40 minutos. En segundo lugar, se 

procedió a incubar el tejido en solución de bloqueo (gelatina al 0.2%, suero de cabra (NGS) al 

10%, glicina 0.2M y Tritón X-100 al 0.5% en PBS 0.1M) durante 2 horas a temperatura ambiente. 

En tercer lugar, se incubó el tejido con el complejo Avidina-Biotina peroxidasa (ABC-eliteTM) 

(1:100) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) en solución de bloqueo, aunque con un 5% 

de	NGS,	durante	una	noche	a	4ºC.	Al	día	siguiente	la	actividad	peroxidasa	se	visualizó	utilizando	

la reacción de diaminobenzidina (DAB)-niquel (Del Rio et al., 1997). Finalmente, las secciones 

fueron extendidas sobre portaobjetos gelatinizados, deshidratadas en una batería de etanoles 

y xilol (70% EtOH, 90% EtOH, 100% EtOH, Xilol) y cubiertas con un cubreobjetos con medio de 

montaje EukittTM. Las muestras se fotodocumentaron en un microscopio Olympus Bx61.

En rodajas de cerebro fijado mediante DiI:	 El	 cerebro	 fijado	de	 los	 animales Sema3e+/0 y  

Sema3e0/0 a P0 se cortó al vibratomo en orientación horizontal a 300µm de grosor. En las secciones 

que presentaban la formación hipocámpica se procedió a pinchar un cristal del colorante 

lipofílico	 DiI	 (1,1’,dioctadecil-3,3,3’3’-tetrametil-indocarbocianina	 perclorato)	 en	 la	 corteza	

entorrinal, con una aguja de metal gracias al uso de una lupa. Las secciones se conservaron en 

solución	fijadora	(PFA	al	4%)	durante	aproximadamente	1	mes.	Posteriormente	las	secciones	

se	montaron	con	MowiolTM y fueron fotodocumentadas en un microscopio Olympus Bx61.

In vivo mediante BDA: Animales adultos de aproximadamente 3 meses de edad (Sema3e+/0 

(n=2), Sema3e0/0 (n=2), Nestin-cre;	 Plxnd1flox/flox (n=2)) fueron anestesiados con una dosis 

intraperitoneal de una mezcla de ketamina (113mg/kg) y xilacina (4.5mg/kg). Posteriormente 

se situaron en un estereotáxico y se procedió a la operación quirúrgica que consistió en inyectar 
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una solución de BDA al 10% en PBS 0.01M en la corteza entorrinal. La inyección se llevó a cabo 

mediante el uso de una micropipeta de cristal rellena con la solución de trazado, y mediante 

la aplicación de corriente de pulsos positivos (7s ON-7s OFF, 7.5 uA durante 20 min). Las 

coordenadas que se siguieron se obtuvieron del A stereotaxic atlas of the albino mouse forebrain 

de Slotnick and Leonard y	fueron	las	siguientes:	Bregma	F-3.0;	Lateral	4.5;	Profundidad	4.0.	Tras	

11 días de supervivencia, los animales fueron procesados histológicamente como se describe 

en el apartado procesamiento del tejido para inmunohistoquímica. La detección del BDA en el 

tejido se llevó a cabo igual que para la biocitina en los cultivos organotípicos, a excepción de los 

tratamientos con DMSO. 

Cultivos	de	explantes

Co-cultivos de explantes enfrentados a agregados de células COS-1 previamente 

transfectadas: Se obtuvieron explantes de diferentes zonas de la FH (CA, subiculum y cortezas 

entorrinal, dorsal y ventrolateral) a partir de los cerebros de los embriones tipo silvestre 

CD1 y mutantes de Plxnd1 a E14.5 y E16.5. Los cerebros fueron incluidos en agarosa al 4% 

en medio L-15 de Leibovitz (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) y cortados al vibratomo 

a 300µm de grosor en orientación horizontal. Se diseccionaron las zonas mencionadas y se 

cultivaron de uno en uno en un hidrogel de colágeno de rata (Gil and del Rio, 2012) enfrentados 

a	un	agregado	de	células	COS1	previamente	transfectadas	con	los	vectores	que	codifican	para	

Sema3E-AP, Sema3F-AP, Sema3A-AP o SEAP (vectores cedidos por F. Mann). Los cultivos 

se	mantuvieron	 aproximadamente	 durante	 4DIV	 en	 el	 incubador	 a	 37º	 con	 un	 5%	 CO2 en 

medio NeurobasalTM suplementado con glutamina al 1%, penicilina-estreptomicina al 1%, 

bicarbonato sódico al 0.044%, 6.5 mg/ml de glucosa (todos de Invitrogen, Carlsbad, CA), B27 

al 2% (GIBCO Life Technologies) y NHS al 1%. La transfección de las células COS-1 se llevó 

a cabo con Lipofectamina Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) 48 horas antes de la disección del 

tejido. El tiempo de transfección fue de 4 horas. El mismo día de la disección se prepararon los 

agregados	de	células	transfectadas	con	colágeno	de	rata,	y	una	vez	solidificado	se	cortaron	en	2	

direcciones	perpendiculares	a	500	µm.	Tras	aproximadamente	4	DIV,	los	cultivos	fueron	fijados	

en	PFA	al	4%	durante	1	hora	a	4ºC	y	procesados	inmunohistológicamente	para	la	detección	

de tubulina (Tabla 2). El proceso inmunohistológico seguido fue igual que el descrito en el 

apartado de Inmunohistoquímica pero aumentando los tiempos de incubación, y utilizando 

el complejo estreptavidina-peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech) en vez del complejo 

Avidina-Biotina peroxidasa (ABC).    

Explantes de EC para el ensayo de colapso axonal: Para la obtención de los explantes de EC 
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se siguió el mismo procedimiento que el descrito en el apartado anterior, pero solo se utilizaron 

embriones de tipo silvestre CD1 a E16.5. Los explantes se situaron sobre cubreobjetos 

previamente	tratados	con	Poli-L-Ornitina	(0.01%,	1h	a	37º)	y	laminina	(2µg/ml,	durante	toda	

la	 noche	 a	 37º).	 Se	 incubaron	 en	medio	 NeurobasalTM suplementado con glutamina al 1%, 

penicilina-estreptomicina al 1%, bicarbonato sódico al 0.044%, 6.5 mg/ml de glucosa, B27 

al 2% y NHS al 1%. A los 3DIV, cuando se observó la presencia de los conos de crecimiento, 

se trataron los cultivos con un 15% de medio condicionado que contenía Sema3E, Sema3A 

o	Sema3F	o	medio	control,	durante	1h.	Tras	el	 tratamiento,	 los	cultivos	se	 fijaron	en	PFA	al	

4% durante 1h y se tiñeron con Faloidina-TRITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para la 

obtención del medio condicionado, se transfectaron células COS-1 con vectores de expresión 

que	codifican	para	Sema3E,	Sema3A,	Sema3F	(vectores	adquiridos	en	OriGene,	Rockville,	MD)	

o SEAP. El medio de estas células se recogió a las 48h post-transfección, y se concentró diez 

veces	en	unas	columnas	(Ultracel-30	membrane,	Millipore).	La	cuantificación	de	los	conos	de	

crecimiento colapsados se llevó a cabo en un microscopio Olympus Bx61.

Explantes de CA tratados con (COMP)-Ang1: Para la obtención de los explantes de CA se 

siguió el mismo procedimiento que el descrito en el apartado anterior, pero solo se utilizaron 

embriones de tipo silvestre CD1 a E16.5. Los explantes de CA se cultivaron de uno en uno en 

un	hidrogel	de	colágeno	de	rata	y	se	trataron	con	(COMP)-Ang1	(Enzo	Life	Sciences;(Cho	et	al.,	

2004a;	Cho	et	al.,	2004b))	el	mismo	día	del	cultivo	(0DIV)	o	a	1DIV.	Como	control	de	(COMP)-

Ang1 se utilizó CHAPS al 0.01% en PBS 0.1M. Aproximadamente a los 4DIV los cultivos se 

fijaron	en	PFA	al	4%	durante	1	hora	a	4ºC	y	se	procesaron	inmunohistológicamente	como	se	ha	

descrito en el apartado anterior.    

Cultivos	primarios	hipocámpicos

Para los cultivos primarios hipocámpicos se extrajo el cerebro de embriones de los animales 

CD1 a E16.5, y se llevó a cabo la disección para la obtención del hipocampo en glucosa al 0.6% 

en	PBS	0.1M.	Bajo	lupa	y	con	bisturí	se	eliminó	el	cerebelo	y	se	cortó	el	cerebro	por	la	fisura	

inter-hemisférica (línea media). Posteriormente se eliminaron las meninges con pinzas y se 

separaron el tálamo y la porción rostral del estriado de la corteza con una espátula, siguiendo 

como referencia anatómica el espacio que queda entre la corteza y el tálamo. Tras eliminar 

el tálamo y el estriado, se puede observar el hipocampo. Llegados a este punto se procedió 

a extraer el hipocampo con la ayuda de un bisturí. Los hipocampos se recogieron en glucosa 

al	0.6%	en	PBS	0.1M	y	posteriormente	se	digirieron	en	 tripsina	 (Roche)	a	37ºC	durante	15	

minutos,	seguido	de	un	tratamiento	con	DNasaI	(Roche)	también	a	37ºC	durante	10	minutos.	
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Para inactivar la DNasaI se añadió un cuarto del volumen de NHS. Las células se centrifugaron 

a	800	rpm	durante	5	minutos	a	4ºC	y	el	pellet	se	resuspendió	en	1ml	de	medio	NeurobasalTM 

suplementado con glutamina al 1%, penicilina-estreptomicina al 1%, bicarbonato sódico al 

0.044%, 6.5 mg/ml de glucosa, B27 al 2% y NHS al 1%. Se realizó el contaje de las células 

con una cámara Neubauer y se plaquearon diferentes densidades: 28000 células/cm2 para la 

inmunodetección	de	los	receptores	Itgb1	y	Tie2;	17000	células/cm2 para los experimentos de 

longitud	neurítica;	y	104000	células/cm2	para	la	cuantificación	de	mRNA	por	RT-qPCR.	Para	

los experimentos de longitud neurítica se trataron las células con (COMP)-Ang1 a 0DIV y 1DIV. 

Como control, las células se trataron con CHAPS al 0.01% en PBS 0.1M. A los 4DIV, los cultivos 

se	fijaron	en	PFA	al	4%	durante	1	hora	a	4ºC	y	se	procesaron	para	inmunocitoquímica.	

Transfección	de	líneas	celulares

Se plaquearon células COS-1 y HEK293 en una densidad de 22000 células/cm2 en cubreobjetos 

de	 12mm	 de	 diámetro,	 previamente	 tratados	 con	 poli-D-lisina	 (0.5mg/ml,	 1h,	 37º).	 Se	

transfectaron	 las	células	con	 los	vectores	comerciales	que	codifican	para	Ang1,	 Itgb1	y	Tie2	

(Source BioScience, Nottingham, UK) con Lipofectamina Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Dos días después de la transfección, las células se 

fijaron	en	PFA	al	4%	durante	1	hora	a	4ºC	y	se	procesaron	para	inmunocitoquímica.	

Inmunocitoquímica

Las	células	fijadas	se	permeabilizaron	con	Tritón	X-100	al	0.1%	en	PBS	0.1M	y	se	bloquearon	

con tampón de bloqueo (gelatina al 0.2%, suero fetal bovino (FBS) al 10%, glicina 0.2M y 

Tritón X-100 al 0.1% en PBS 0.1M) durante 2 horas a temperatura ambiente. Para marcar las 

células se utilizaron diferentes anticuerpos primarios (Tabla 2), en tampón de incubación 

(gelatina 0.2%, FBS 5% y Tritón X-100 al 0.1% en PBS 0.1M) durante toda la noche y los 

correspondientes	anticuerpos	secundarios	marcados	con	fluorocromos	(AlexaFluor	488,	546	

ó 568, Life Technologies). Los núcleos fueron marcados con el marcador DAPI y las muestras 

se	 montaron	 en	 medio	 de	 montaje	 MowiolTM. Las muestras se fotodocumentaron con un 

microscopio Olympus BX61. 

RT-qPCR	

La RT-qPCR se realizó sobre el RNA total extraído de las diferentes muestras con el kit de 

extracción mirVana (Ambion, Austin, TX). Las muestras procesadas fueron cultivos primarios 

hipocámpicos	recogidos	a	distintos	días	y	bajo	diferentes	condiciones	de	suero	(1DIV	+NHS;	
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4DIV	 +NHS;	 6DIV	 +NHS;	 6DIV	 –NHS;	 8	 DIV	 +NHS;	 8DIV	 –NHS).	 El	 RNA	 purificado	 de	 las	

muestras analizadas se utilizó para generar sus correspondientes cDNAs que posteriormente se 

utilizaron	para	la	cuantificación	de	mRNA	por	PCR.	Los	cebadores	utilizados	se	muestran	en	la	

Tabla 1.		La	amplificación	por	PCR	y	la	detección	se	realizaron	con	el	detector	Roche	LightCycler	

480,	gracias	al	uso	del	reactivo	SYBR	Green	Master	Mix	(Roche)	siguiendo	las	instrucciones	del	

fabricante.	El	perfil	de	la	reacción	fue	el	siguiente:	desnaturalización-	ciclo	de	activación	(95ºC	

durante	10	minutos)	seguido	por	40	ciclos	de	desnaturalización-anillamiento-extensión	(95ºC,	

10	minutos;	72ºC,	1	minutos;	98ºC,	continuo).	Los	datos	se	analizaron	utilizando	el	método	

ΔΔCt, y todas las muestras se normalizaron respecto a la expresión del gen de referencia 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 

Análisis	estadístico

Los datos se muestran como Mean ± S.E.M. (Media ± error estándar de la media) y se analizaron 

con el programa GraphPad Prism 6. Los tests estadísticos que se siguieron (a excepción de 

los	 estudios	 electrofisiológicos)	 fueron:	 unpaired t-test con corrección de Welch para la 

comparación	entre	dos	grupos;	y	ANOVA Bonferroni post-hoc test para la comparación entre 

más de tres grupos. Las diferencias con un p valor por debajo de 0.05 (P<0.05) se consideraron 

estadísticamente	significativas	(*P<0.05,	**P<0.01,	***P<0.001,	****P<0.0001).

Medición	de	la	actividad	eléctrica	extracelular	in vivo

Los animales (Sema3e0/0 (n=4) y Sema3e+/0 (n=4)) se anestesiaron con una dosis intraperitoneal 

de una mezcla de ketamina (50mg/kg) y medetomidina (1.3mg/kg), y se mantuvieron 

anestesiados,	 tras	 la	 traqueotomía,	 por	 una	 administración	 constante	 de	 isofluorano	 (1%)	

en oxígeno (100%). Se administró atropina (0.3mg/kg) y metilprednisolona (30mg/kg) de 

forma subcutánea, para evitar secreciones respiratorias y prevenir la formación de edemas. 

Para el estudio de las descargas epilépticas evocadas, se administró ácido kaínico (10mg/kg) 

de forma intraperitoneal. La temperatura corporal estuvo monitorizada de forma constante, 

y	mantenida	a	37ºC	gracias	al	uso	de	una	manta	eléctrica.	Una	vez	estabilizados,	los	animales	

se situaron en un estereotáxico, y se realizó una craneotomía sobre el área diana (2.0mm 

posterior	al	bregma,	1.0mm	lateral	desde	la	línea	media;	(Paxinos	and	Franklin,	2004).	Para	

las grabaciones extracelulares, se utilizó un multielectrodo de 16 canales (100µm de espaciado 

entre electrodos, E16-100-S1-L6, Atlas Neuroengineering, Leuven, Belgium), previamente 

marcado con DiI para la posterior reconstrucción anatómica. El electrodo se situó de forma 

que las áreas DG y CA del hipocampo, y la corteza cerebral superpuesta quedasen cubiertas. 
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La	señal	se	amplificó	(Multichannel	systems,	Germany),	digitalizó	a	20kHz	y	se	mandó	a	un	

ordenador	a	través	de	una	interfaz	de	digitalización	(CED	1401	interface	abd	Spike2	software;	

Cambridge Electronic Design). La detección de los Up y Down states y de la actividad epilética 

se	llevó	a	cabo	como	está	descrito	en	(Castano-Prat	et	al.,	2017;	Colic	et	al.,	2013).	Los	datos	se	

analizaron utilizando el test estadístico no paramétrico de Wilcoxon (Graphpad Prism 6 (Mac 

Osx, Graphpad)). 
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Gen Forward Reverse Metodología 

PlxnD1flox GGCTGCATTATCCTGCATATC CAGCCCTATAGTTCTCCACCAAAGA Genotipado 
Nestin-

cre 

CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 
GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 

GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 

Genotipado 

Sema3E GACAGAAAGGCTTAGCGGATC 
 

GGTTCGCCGAGTGACCTG 
CTTGCTCACCATGGTGCGTG 

Genotipado 

Itgb1 TCGATCCTGTGACCCATTGC ATGTCGGGACCAGTAGGACA RT-qPCR 
Tie2 CAGCTCTGAGCCTTACTTTGGG CTCTTGGAGGAGGGAGTCCG RT-qPCR 

 Tabla 1. Cebadores utilizados para el genotipado de las diferentes colonias de ratones, y para los experimentos de 
RT-qPCR.

Anticuerpo 
primario 

Concentración 
de uso 

Método 
experimental 

Referencia Casa comercial 

βIII-tubulina 
(clone TUJ-1) 

1:4000 IHQ en explantes MMS-435P Covance 

NeuN 1:1000 
1:500 

IHQ 
IHF  

MAB377 Millipore 

Prox1 1:2000 IHQ  
IHF 

AB5475 Millipore 

Calbindina (CALB) 1:2500 IHF 300 Swant 
Calretinina 
(CALR) 

1:500 IHQ 
IHF 

7697 Swant 

Sinaptoporina 
(SPO)  

1:200 IHF 102002 Synaptic Systems 

GFP 1:500 IHQ A11122 Invitrogen 
GFAP 1:1500 

1:800 
IHF 
IHF 

Z0334 
MAB360 

Dako 
Millipore 

Doblecortina 
(DCX) 

1:500 IHF SC-8066 Sta. Cruz 

BrdU 1:100 IHQ  
IHF 

SM1667 Acris Antibodies 

Parvalbúmina 
(PV) 

1:2000 IHQ PV23 Swant 

Angiopoyetina1 
(Ang1) 

1:100 ICF ABC728 Millipore 

Integrina 1 
(Itgb1) 

1:100 ICF AB1952 Millipore 

Tie2 1:100 ICF ab135671 Abcam 
Tubulina acetilada  
(Tub. Ac.) 

1:3000 ICF T6793 Sigma 

 Tabla 2. Anticuerpos	 primarios	 utilizados	 para	 el	 conjunto	 de	 experimentos.	 IHQ:	 Inmunohistoquímica;	 IHF:	
Inmunohistofluorescencia;	ICF:	Inmunocitofluorescencia.
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Materiales	y	Métodos

Gen Vector Sense  
(Enz./Pol.) 

Antisense 
(Enz./Pol.) 

Procedencia 

Sema3E pCMV-Sport6 XhoI/Sp6 SalI/T7 Cedido por el 
laboratorio de A.L. 
Kolodkin 

Sema3A pBluescript II KS EcoRI/T3 NotI/T3 Cedido por el 
laboratorio de A. 
Chèdotal 

Sema3F pBluescript II KS SalI/T7 EcoRI/T3  
PlexinD1 pCMV-Sport6 NotI/Sp6 SalI/T7 Cedido por el 

laboratorio de A.L. 
Kolodkin 

Ang1 pCMV-Sport6 NotI/Sp6 SalI/T7 Adquirido en Source 
Bioscience 
(IRAVp968F0314OD) 

Itgb1 pYX-Asc NotI/T7 EcoRI/T3 Adquirido en Source 
Bioscience 
(IRAVp968C10126D) 

Tie2 pCMV-Sport6.1 NotI/Sp6 EcoRI/T7 Adquirido en Source 
Bioscience: 
(IRAVp968E01103D) 

 Tabla 3. Sondas utilizadas para los experimentos de hibridación in situ. (Enz./Pol.): Enzima de restricción y 
polimerasa utilizadas para la síntesis de las sondas sense y antisense a partir del plásmido.
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